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RESUMO

KOZLOWSKY, Daniela.Resisténcia microbiana a radiacdo Ultravioleta C (UV@54nm)

e suas relagcbes com a geoquimica sedimentar, em ambiente lacustre nos Andes Central (Lago
Paron- Peru) 2022 134 f. Tese (Doutorado em Ecologia e Evolugad)stituto de Biologia

Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Micro-organismos estdo presentes em todos os locais do planeta, inclusive em
ambientes em que a sobrevivéncia requer alta adaptabilidade, como a criosfera. Os Andes
Peruanos, localizado em zona tropical da América do Sul, possui importancia significativa
para o clima do continente, além de condi¢cdes socioecondmicas para os residentes de alta
montanha. Com o objetivo de identificar a presenca de rarganismos e sua relacdo com o
degelo na era moderna neste lago, estes foram coletados os sedimentos Earfilagem
outubro de 2016, para consequente subamostragem a cada centimetro e analise
microbiol6gica através de cultivo em meio solido R2A, nas concentracdes de 10 e 100%, e
incubados a 5 e 25 °C, de cada camada. Investigacdo de extremdfilos na eesisttiacao
UVC foi aplicada nos tempos de exposicao 5, 15, 30, 60, 120, 300 e 600 segundos, nas
culturas de cada camada. Foram realizadas pesquisas geoquimicas sedimentares na analist
el ementar de C e =& i Hémsda susgeptilblidadmagnétiaa.CA
cronologia também foi estabelecida através da identificacdo=deCRlresultados indicaram
que o testemunho analisado compreende o periodo aproximado de 160 anos de informacgfes
gue demonstrou, através da geoquimica sedimentar e sudickeplébimagnética que as
geleiras anexas ao Lago Pardén sofreram variacbes em sua extensao devido ao clima local,
atuacOes antrépicas e drasticos eventos recentes que causaram grande dindmica no recuo ¢
avanco das geleiras, variando o volume hidrico do ldgse.ultimos 30 anos hé& o registro de
recuo continuo dessas geleiras. Os achados microbioldgicos indicaram a presenca de
psicrofilos e psicrotolerantes, com diversidade similar a encontrada em pesquisas realizadas
em outras regides da criosfera terresfte.contagens de UFCs resistentes aos tempos de
exposicao a radiacdo UVC foram observadas em todos os tempos e cororgaciemos
morfologicamente identificados como bactérias, fungos e algas encontradas em outras
pesquisas em locais glaciares. A ass@wados microbios resistentes ao UVC e aos
pardmetros geoquimicos mostrou alta relacdo as modificacbes ambientais e variacdes
climaticas que a regidao do Lago Paron sofreu nos ultimos 160 anos, inclusive os eventos de
perda de massa de gelo, com consequeatiacdo no nivel do lago. O sedimento tinha
caracteristicas geolégicas que determinavam a biodiversidade microbioana resistente ao UV,
consoante a dinamica das geleiras, cobertura de nuvens e disponibilidade de matéria organica,
além dos reflexos de evestclimaticos, como a pequena era glacial e o fenémeno EL Nifio.

Palavraschave: Crisofera; Paron; Degelo Andes; migrganismos resistentes ao UVC,;
psicrofilos; psicrotolerantes; Pequena Era Glacial; El Nifio.



ABSTRACT

KOZLOWSKY, Daniela.Microbial resistance to Ultraviolet C radiation (UVIC254nm) and

its relationship with sedimentary geochemistry, in a lacustrine environment in the Central
Andes (Lake ParonPeru) 2022 134 f. Tese (Doutorado em Ecologia e Evolugéo)

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

Microorganisms are present everywhere on the planet, including in environments
where survival reqgues high adaptability, such as the cryosphere. The Peruvian Andes,
located in the tropical zone of South America, have significant importance for the continent's
climate, as well as socioeconomic conditions for high mountain residents. In order tg identif
the presence of microorganisms and their relationship with the thaw in the modern era in this
lake, sediments from Lake Pardn were collected in October 2016, for subsequent subsampling
every centimeter and microbiological analysis through cultivatiosolid medium R2A, in
concentrations of 10 and 100%, and incubated at 5 and 25 é&cloflayer. Investigation of
extremophiles in resistance to UVC radiation was applied at exposure times 5, 15, 30, 60,
120, 300 and 600 seconds, in cultures of eachr.|8esdimentary geochemical research was
carried out in the el emental anal ysis of C
addition to the magnetic susceptibility. The chronology was also established through the
identification of Pb210. The ressltindicated that the analyzed core comprises the
approximate period of 160 years of information that demonstrated, through sedimentary
geochemistry and magnetic susceptibility, that the glaciers attached to Lake Parén suffered
variations in their extensiodue to the local climate, anthropic actions and drastic recent
events that caused great dynamics in the retreat and advance of the glaciers, varying the water
volume of the lake. In the last 30 years there is a record of continuous retreat of theee glacie
The microbiological findings indicated the presence of psychrophiles and psychrotolerants,
with a diversity similar to that found in research carried out in other regions of the terrestrial
cryosphere. Counts of CFUs resistant to UVC exposure times observed at all times and
with microorganisms morphologically identified as bacteria, fungi and algae found in other
surveys at glacial sites. The association of Lié€istant microbes and geochemical
parameters showed a high relationship with the enmental changes and climatic variations
that the Lake Pardn region has suffered in the last 160 years, including the events of loss of
ice mass, with consequent variation in the lake level. The sediment had geological
characteristics that determined W¥dstant microbial biodiversity, depending on glacier
dynamics, cloud cover and availability of organic matter, in addition to the reflections of
climatic events, such as the small ice age and the EL Nifio phenomenon.

Keywords: Chryosphere; Paron; Andéaw; UVGresistant microorganisms; psychrophiles;
psychotolerants; Little Ice Age; El Nifio.
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INTRODUCAO GERAL

CONSIDERACOES INICIAIS: ORGANIZACAO DA TESE

No presente trabalho de doutoramento foram levantadas informagfes gerais sobre
micro-organismos e as caracteristicas dos Andes, no referencial teérico, para que o leitor
tenha melhor compreenséo sobre os 2 capitulos que se seguem da seguinte forma: (1) mic
organismos na criosfera global a partir da revisao da literatura vigente; (2) o desenvolvimento
da prética laboratorial com o registro sedimentar no Lago Paron (Peru) relacionado a
dindmica das geleiras e outros agentes ambientais e antropicos;stegagicrobioldgicos
em testemunhos sedimentares datados do Lago Paron/Peru (lagdcal), mostrando suas
variabilidades temporais, suas relacdes com a deposicao de sedimentos; e 0 balanco de mass:
das geleiras como também sua resisténcia a difereiveis de ultraviolet&.

REFERENCIAL TEORICO

COMPREENDENDO O AMBIENTE

Os micro-organismos

Os micreorganismos sdo entidades bioldgicas que envolvem uma extensa classe de
tamanhos variando de virus com 10 nm até fungos com 100 um de diarretiodo o
maior namero de representantes de espécies vivas no mundo. Este grupo compreende
bactérias, arqueias, protozoarios, fungos, algas e os virus e se distribuem por todas as regides
e ecossistemas do mundo, inclusive em regides de condi¢Oes detredzae como ambiente
glacial (THINGSTAD, 2000; LAYBOURNPARRY, 2009). Webster et al (2018) comenta a
relevancia dos micror gani smos para o0 mei o ambiente c
problemas, amortecendrs ou, até mesmo, mitigands nas modificgdes que o ecossistema

pode estar sofrendo. Contudo, mesmo com o conhecimento dessa importancia, a grande parte
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das pesquisas ainda sdo concentradas em foEyADISMOS, na sua preservacao e manejo,
com baixas perspectivas de incentivos na manutengéo megimpreenséo para miero
organismos, que sao a base para saude da biosfera (CAVICCHIOLI et al, 2019).

Os micreorganismos possuem caracteristicas distintas, fragmentando a sua
classificacdo em diferentes dominios, se mostrando um grupo polifilétineaiy Os virus
sdo acelulares e estdo compreendidos na parcela submicroscopica, na faixa das particulas
coloidais (entre 10 nm a 4,5 pm) e 0os mais numerosos do grupo (STEPHENS et al, 2010).
Estudos apontam que ha cerca de 15 vezes mais virus em relagdmexro de bactérias e
arqueias, no mundo (LAYBOURIRARRY, 2009). Estes possuem uma composi¢cao simples
em relagdo aos demais seres vivos. Sao basicamente compostos de um envoltério proteico
(capsideo), que abriga o acido nucleico, DNA ou RNA, sendo deadmio conjunto de
nucleocapsideo. Algumas familias virais apresentam um envoltério lipidico, chamado de
envelope. Os virus sdo parasitos obrigatérios, que possuem uma especificidade em relacao
com o hospedeiro (CANN, 2015pu seja, a interacdo parashospedeiro se da pela
afinidade que cada espécie viral tem com seu hospedeiro. Um exemplo séo os virus cianéfago
gue parasitam cianobactérias, regulando e equilibrando comunidades bacterianas (MADIGAN
et al, 2016). Além dessas caracteristicas, os virussm®duzem através de ciclos de
replicacdo, litico ou lisogénico no caso de bacteriéfagos, que permitem a producdo de mais
virus ou a transferéncia horizontal de genes (CANN, 2015; MADIGAN et al, 2016).
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Figura 1i Divisdo sistematica dageres vivos em comparagao aos Virus.
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Em contrapartida, temos os dominios dos seres vivos divididos em Eukaryota,
Bacteria e Archaea, contendo representantes de -ongamismos em tiobs os 3 dominios.

Os procariotos compreendem 2 dominios com organismos muito semelhantes estruturalmente,
Archeae Bacterig mas filogeneticamente distintos, bem como os representantes no Dominio
Eukarya estdo presentes em todos os ReiWSD(GAN et al, 2016§. Os procariotos
possuem estrutura celular simples, como membrana celular, material genético, organelas, mas
sem nucleo individualizado, diferente do ndcleo individualizado observado nos eucariotos.
Contudo, o que as divide em diferentes dominiospésicao filogenética mais proxima de
Archaeaaos Eukarya, proposta ap0s o resultado de analises genémicas ré¢ARESAN

et al, 2018.

Os micreorganismos podem nao somente ter vida livre como se associarem em
comunidades bacterianas, de arqueiasaldas, fungicas, de protozoarios e até virais. Essa
diversidade microbiana que vive em interacdo, contribuindo para a biodiversidade e até em
processos ecossistémicos em corpos hidricos, é chamada de biofilme (STOODLEY et al,
2002; JACKSON e JACKSON, 2008tIELSEN et al, 2010). Esta associacao, muitas vezes,
indica uma forma de sobrevivéncia para alguns micrébios, pois uns possuem uma condi¢do

mais propicia de acumulo de nutrientes favoravel a outros, ou, até mesmo, degradagédo de
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substancias toxicas parayahs associados, enquanto, podem se beneficiar de protecdo contra
alguns parametros ambientais, tais como os raios UV (SAJJAD et al, 2020; BUSI et al, 2022),
dentre outras condi¢cdes que sdo observadas em regides da criosfera terrestre, que sao adverse
a obrevivéncia da maioria dos organismos (HODSON et al, 2015). Estes organismos que
possuem metabolismo e sobrevivéncia normal nessas regides gldcaitassificados de
psicrofilos (BUZZINI etal, 2012). Pesquisas indicam a sua ocorréncia por toda a criosfera,
entretanto, em regides, como os And&mtrd, sdo pouco estudados como proxies para
eventos climaticos recentes ocorridos no Antropoceno, com apenas alguns estudos
concentrand@se em edogia dos micreorganismos e astrobiologia (ALBARRACIN et al,

2015; PARRO et al, 2019).

Caracterizacao do ambiente glacial Andino

A Cordilheira dos Andes, localizada no Setor Oeste da América do Sul, na costa do
Oceano Pacifico, tem extensdo continental que abrange 7 paises da América do sul (da
Venezuela a Patagbnia Chilena/Argentina), sendo a maior cadeia montanhosa da Terra,
possindo 99% da massa de gelo tropical, sendo que os Andes peruanos que abrigam sua
maior porcdo na ordem 71%, caracterizada como a regido mais glacial da cordilheira
(YOUNG, 2009; GROSS, 2019). A cordilheira teve a sua formacao desde o Palecadico,
diferertes episédios de formacao de suas distintas regides central, sul e norte. A regido norte
dos Andes teve sua formagdo com a subduccéo entre as placas Nazca, Caribenha e Cocos
levando a caracteristicas geoldgicas de rochas metamorficas, assim como naulegido
Contudo, esta regido foi formada pelas placas Antartica, Escocesa e Sulamericana. Ja a regiao
dos Andes Central teve a sua formacdo da subduccéo das placas Nazca com a Sulamericana
com caracteristicas de rochas metamoérficas, sedimentares e val¢MEERINA, 2014).

A Cordilheira dos Andes tem importante papel nos sistemas climéticos e ecolégicos
da América do Sul (INAIGEM, 2018). A existéncia da criosfera em altas montanhas traz a
disponibilidade sazonal de recursos hidricos, principalmente, eessnte estiagem, tanto
para 0os ecossistemas locais, quanto para a populacéo residente em suas areas de influénci:
(VIVIROLI et |, 2011; GRETREGAMEY et al., 2012; BOLCH, 2017). A Cordilheira dos
Andes atravessa o0 Peru de Norte a Sul do pais, possuindenticio proprio, de noroeste a

sudeste, exibindo uma morfologia unica moldada pelos varios eventos climaticos, sendo o
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mais significante a Glaciagdo do Quaternario, além de sua formagéo rochosa impar. Os Andes
Peruanos possuem uma divisdo em 3 zonas, enefevantamentos geomorfol6égicos: norte,
centro e sul (Figura 2A). Em todas as zonas, a perda de massa de gelo € evidente e
significativa, contudo, a zona norte é a que indica maior preservacao em relacdo as demais,
tendo uma projecéo de perda completarddo de gelo em 2111 (Figura 2B) (INAIGEM,
2018).

Figura 2i ldentificacdo da condicao das geleiras andinas peruanas.

P Tendéncia Estimada das Superficies Glaciares do Peru
e —— 1 -1 || Glacial da Zona Norte
- o
1 o, gl
i | /\\
\ | | Glacial daZona Centro

| [ Glacial da Zona Centro ]

Superficie Glacial Km?

Anos

LegendaA - Mapa das Zonas de divisdo dos Andes PeruarnioCBlculos comparativos da perda do manto de
gelo entre as 3 Zonas nAsdes Peruano
Fonte: INAIGEM (2018).

De acordo com 0 AR6 do IPCC de 2018 o derretimento de geleiras tropicais tem sido
uma das maiores causas de aumento do nivel do mar de 1901 a 2018, sendo responsaveis po
41% do total (OBSERVATORIO DO CLIMA, 2021Figura 3).
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Figura 3i llustracBes dos resultados cientificos que apontam o aumento do nivel do mar nos

ultimos 25 anos.
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Legendaa esquerdao nivel do mar observado desde o inicio do registro do altimetro por satélite em 1993 (linha
preta), e estimativas das diferentes contribui¢des para o aumento do nivel do mar: expansao térmica (vermelho) e
adicdo de agua de geleiras por derretimento (azdjnaBas (linha roxa), essas estimativas separadas
correspondem muito bem ao nivel do mar observadbreita, (a) Contribuigdes individuais para o aumento

médio global do nivel do mar (GMSL) em mm/ano para o periodo dé 2993 com base na avaliagdo do

WCRP Mean Sea Level Group (2018). As cores correspondem aos componentes (amarelo: expansao térmica,
azul claro: geleiras, azul escuro: Gronelandia, vermelho: Antarctica; verde: residual); (b) igual a (a), mas para o
periodo de 2002015.

fonte: NOAA Climategov / State of the Climate (2018); CAZENAVE et@018).

As implicacdes das mudancas climéticas vdo além do derretimento das geleiras de
altas montanhas tropicais, como os Andes. Alteracbes em ecossistemas de alta montanha
(representando 20% do ternit peruano), além de inconsisténcias na saude da populacao e
dos animais, reducdo em colheitas e aumento de pragas, além de alteracdo no sistema
hidrolégico com maior impacto nas reservas de agua de consumo humano, sdo alguns destes

impactos diretos e imektos.

Exposicdo aos Raios Ultravioleta (UV) nos Andes

A radiacao ultravioleta (UV) € um dos comprimentos de onda do espectro magnético,
fundamental para a manutencédo da vida na Terra, apesar de também apresentar potencial
danoso para os seres vivasesmo classificadacomo radia@o nacionizante. O UV é
dividido em 3 espectros: UX (315 a 400 nm) e U\B (280 a 315 nm), que chegam a

litosfera, mas com grande atenuacao pela camada de o0z6nio, além@dl00 a 280 nm)
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que é a frequéncia mais nocicantudo, naturalmente bloqueada pelas camadas mais altas da
atmosfera terrestre. Como o UVC néo alcanca a crosta terrestre, somente é pessivel té
artificialmente com o propoésito de esterilizacdo de ambientes e superficies (HENEINE, 2008;
DELATORRE, 2015%.

Os efeitos biologicos causados pela radiacdo UV apresentam variacbes na
intensidade, dependendo da dose e exposicdo, atingindo superficialmente ou em niveis
moleculares 0s organismos, que contam com a acdo constantes de seus mecanismos de
reparos aoglanos celulares, para reestabelecer o equilibrio e manter a sua sobrevivéncia
(DELATORRE, 2015). Devido a essas caracteristicas foi preciso determinar um indice que
prevé a intensidade da exposicdo de organismos residentes em uma localidade estardo a
radiacdo UV do sol. Este indice tem 0 nome de indice UUGUNDEX em inglés (NOAA).

A radiacdo UV varia conforme sazonalidade, cobertura e tipos de nuvens, altitude e o
nivel de ozénio na localidade. Os Andes, segunda maior cadeia montanhosa e localizada n
extensdo oeste da América do Sul, reune todos os fatores que favorecem altos indices de UV
(IUV), principalmente durante o solsticio de verdo e na regidao central (Figura 4). Um
monitoramento realizado nas proximidades do Vulcdo Licancabur (5.920 m)livia,B
apresentou o maior (IlUV) do planeta, em 29 de dezembro de 2003 (43,3). Esta localidade
apresenta todas as caracteristicas favoraveis para altas exposicbes ao UV, tanto que foi
possivel a identificacdo de um IUV similar ao constatado na superfiaieiama
(LIFESCIENCE, 2014).
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Figura4 i Imagem de aquisi¢do ddV INDEX no momento que houve o pico de

radiacdo UV na Bolivia.
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Fonte: TEMES

Mesmo compreendendo toda a condi¢cdo que torna a localidade suscetivel a esse
IUV, houve a reflexdo sobre as causas para que ocorresse o maior IUV global da histéria. O
Instituto SETI indicou que tempestades sazonais, nos Andes Centrais, além das queimadas
Floresta Amazébnica e quimicos derivados do norte da Antartica, que destroem o 0z6nio na
atmosfera, permitiram maior penetracdo dos raios UVA e UVB (CABROL et al, 2014).
Porém, McKenzie et al (2015) redigiram uma analise ao experimento realizado pareCabr
al (2014), discutindo que o IUV, na Bolivia, teve o maximo registrado de 26, e para obter o
Il UV similar ° Marte seria A... extremament e
et al, 2016). Esta afirmacéo foi baseada no relatério da Organilvkstéoroldégica Mundial
de Observacéo da Atmosfera Global, em que foi descrita a necessidade de convergéncia das
condi¢des extremas de niveis baixos de ozonio e altos de UVB (SECKMEYER et al, 2010).
McKenzie et al (2015) ainda comenta que a obtencéo deit&is extremos de UV ocorreu
por provaveis problemas nos instrumentos utilizados ou no processamento dos dados. De
qualquer forma, os Andes Cerittédm registros de UV bastante elevados, como relataram os

autores.
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Em entrevista ao The San Diego Unibmbune (2016), o pesquisadonefe da
Agéncia Meteorologica do Peru (SENAMHI), Orlando Ccora, relata que tem sido comum a
deteccdo de IUV acima de 11, que é um nivel de alto risco a saude, segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS). Ccora ainda relata que no verdo € comum detectar IUV de 16 em
Lima, capital do pais, porém, as regides central e sul do Peru tém se mostrado as mais graves,
com indices alcancando o nivel de 20.

Além das condicOes fisicas e ambientais ¢m®mam o Peru o local de maior
exposicao ao UV, seguido da Bolivia e Chile, o clima também contribui j& que € uma regiao
acometida periodicamente pelo fenémeno El Nifio, que eleva as temperaturas, alterando o

ciclo hidrolégico e a cobertura de nuvens realmlade.

Caracteristicageoldgicas eliméaticas dos AndeBeruano

Formacéo geoldgica

A espinha dorsal dos Andes peruanos ® a
W), situada entre a face norte do Vale de Santa Cruz, de onde originanass|dg nutrem o
Rio Santa, e a face sul o Vale de Quitaracsa. As geleiras estdo distribuidas ao longo dos 120
km, no sentido NESE da Cordilheira Branca. Esta é formada pela mais alta e extensa cadeia
montanhosa glacial da regido intertropical, possu#itio nf de criosfera e 6768 metros de
acima do nivel do mar, na montanha Huascaran (MARK et al, 2005). E uma regido com

caracteristicas geoldgicasnozoicasporém, com sedimentos datados do mesozoico (Figura
5) (PFIFFNER; GONZALEZ, 2013).
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Figura5i Mapa da formacdo geoldgica nos Andes peruano, com identificacao
da localizacdo do Lago Par6n com uma estrela.
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Clima

O Parque Nacional de Huascaran esta situado em Huaraz, capital do Departamento
de Ancashqgue é a maior cidade com bacia hidrogréfica pertencente ao Rio Santa. Com clima
altiplano sen¥érido, possui regime sazonal de precipitagdo (acumulados de 800 a 1200
mm/ano), em que essa ocorre nos meses de verdo austral (outubro a maio)6jFigura
demonsrando a importancia das geleiras como recurso hidrico local (KASER et al, 2003).

Como pode ser demonstrado na Fighrande é apresentada a precipitacdo para a
regido (dados cedidos pela Instituto Geofisico del Peru) mostra pouca variacédo parass ultim
4 décadas. Na série temporal, dois picos chamam se destacam por serem justamente 0s
episédios de El Nifio mais intensos no periodo com excec¢éo de 82/83). A temperatura maxima
apresentou aumento em torno déCQ ap6s 2002. Por outro lado, a retracdo desimgs



27

anexas ao Paron (figbC) acompanhou o indic&SPEI (Standardized Precipitation
Evapotranspiration Indgxpara a regido (Figu) mostrando um avango no processo de seca
regional. A dindmica das geleiras vem apresentando reducéo significatita dgpareados
dos anos 2000.



Figura6 i Dados climaticos da regido do Lago Paron.
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Os eventos de recuo de suas geleiras, propiciamr aporte de 4gua de degelo para
os lagos prdalaciais, tornandms reservas importantes de corpos hidricos (ITURRIZAGA,
2014). Por outro lado, o derretimento continuo traz preocupacdes pois tais lagos representam
uma fonte finita de agua que € usadeyhamente por comunidades de alta montanha, seja
como agua potavel seja como recurso hidrico para agricultura de subsisténcia.

A Cordilheira dos Andes esta localizada na costa oeste do continente Ameriano
fortemente influenciada pelo fendbmeno El dli@scilacdo Sul (ENOS), além do aumento da
temperatura global emissédo de gases do efeito estufa (FRANCOU et al, 2005; THOMPSON
et al, 2017). Por outro lado, o flanco leste tem alta influéncia da evapotranspiragéo da Floresta
Amazoénica e do Oceano AtlanticBe acordo com a sazonalidade e regionalidade havera
maior ou menor influéncia do sistema de moncdes da América do Sul sobre diferentes
porcdes dos Andes, além da variacdo da cobertura de nuvens local, influenciando a radiacéo
solar que incidira na supéie das montanhas nevadas e, consequentemente, modulando a
temperatura local e os processos de derretimento (THOMPSON et al, 2017; INAIGEM,
2018).

Para melhor entendimento, o fenbmeno ENOS é composto por dois fatores: um de
natureza oceanica e outra detureza atmosférica. Em condi¢cbes quando os ventos alisios
estdo mais intensos, o Oceano Pacifico apresenta aguas frias na costa da América do Sul pelo
fato destes ventos transportarem o calor superficial da 4gua do mar no sentiddelséste
permitindoque processos de ressurgéncias ocorram nas costas do Peru, Equador e Norte do
Chile, sendo o inverso observado nas costas da Indonésia e Ausralia, onde se estabelece
aumento de temperatura da agua do mar, elevacdo do nivel do maior e maior formacéo de
nuvens de convecc¢do. Este comportamento no Pacifico somado a circulacdo atmosférica,
mediado pela da célula de Walker, faz com que, a oeste deste oceano, as chuvas sejam mais
frequentes e na costa da América do Sul sejam mais escassas. Esta condicacemétace
chamada de La Nifia. As consequéncias climaticas mais importantes para os Andes Centrais
desta fase séo: escassez de chuvas, com alta estiagem, para 0s meses da\@iawmvera
(THOMPSON et al, 2017; REBOITA et al, 202Em tempos de El Nifio ha atacbes nas
correntes e ventos alisios sobre o Oceano Pacifico. Os ventos alisios perdem intensidade
fazendo com que o transporte de calor L-€#ste perca eficiéncia fazendo com que as aguas
cheguem quentes na costa da América do Sul gerando precipitaa@intensas na regiao.

De um modo geral, este fenbmeno tem ocorréncia variando entre 3 e 7 anos e entre o fim da
primavera e inicio do verdo, podendo ter eventosgbd¢ifio com chuvas intensas entre 0s

meses de abril a junh®@ ENOS tem, em periodate El Nifio, diferentes acbes em cada
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regido da América do Sul (figui@, como pode ser constatada que nos Andes, principalmente

no Peru, ha escassez de chuvas no verao.

Figura7i Diferentes condicGes atmosféricas entre fases La Nina (neutra) e El
Nifio. As setas indicam o transporte de umidade através do globo e

séo definidas como circulagéo de Walker.
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A Criosfera e as Mudancas Climaticas no Peru

A Criosfera global compreende todas as regides que possuem cobertura perdgenen
gelo, no Planeta. Esta esta dividida em: criosfera Antartica, formado por um continente com
manto de gelo e neve, com extensdo sazonal do gelo para o mar; criosfera Artica composta

pela maior porcdo em gelo e neve marinho; e, criosfera terrestmhudila em cadeias
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montanhosas de altas altitudes, principalmente os Andes, Himalaia e Alpes, além de regides
de altas latitudes de algumas regides do extremo norte e sul (YARZABAL et al, 2021).

O periodo Moderno é marcado pelas atividades antrépitas&omo consequéncias
as mudancas no clima global, afetando e modificando ecossistemas em todo o globo. Esta
modificacdo no ambiente traz consequéncias, também, no papel que o®rgaciemos
desenvolvem nas redes tréficas, desequilibrando quantiéatjualitativamente a participacéo
de todos os organismos envolvidos (PECL et al, 2017). Diversos biomas em todos os
continentes estéo visivelmente descaracterizados e degradados pela acdo de mudancas do us
do solo tais como desmatamentos, queimadasegsos de assoreamento e erosao, trazendo a
l6gica do quanto a microfauna encordea sob elevado nivel de stress (JOHNSON et al,
2017).

A regido de altitude na Cordilheira Branca, especialmente no Peru, compreende,
aproximadamente, os niveis de 1900 metros acima do nivel do mar, nas planicies ao norte, a
6701 m nos picos nevados da regido, em Huascaran. A cidade de Huaraz, situada,a 3000 m
possui a maior densidade demografica nesta faixa geografica (ANA, 2020). Por mais que o0s
degelos sazonais sejam uma necessidade para as populacbes de alta montanha,
principalmente, por causa do longo periodo de estiagem na regido central e sul do Peru e
Bolivia (abril a setembro) (GARREAUD et al, 2003). desastres atribuidos ao rapido
derretimento glacial também séo passiveis de ocorrer (HARRIMAN, 2013; FIGUEIREDO,
2017). A conjuncdo de uma elevacdo recente de 0,5°C na temperatura do ar nas zonas
glaciais,e uma a reducéo de, aproximadamente, 34dersuperficie de massa de gelo, entre
1962 e 2016 (estimada por imagens SPOT), geram grandes preocupag¢des quanto aos impactos
socicambientais nestas regides (ARNAO e MARTEL, 2017).

Apesar da rapida perda de ssa de gelo da era moderna nos Andes Centrais ap0s a
década de 1980, essa regido possui registros de expansao das geleiras na Idade Média (entre
1300 e 1680 d.c.) (SOLOMINA et al., 2007), fato que voltou a ocorrer durante a pequena era
do gelo (PEG) em Zpésddios (15561600 e 18041850) (JOMELLI et al., 2003). Apesar dos
registros paleglaciolégicos mostrarem que as geleiras da Cordilheira Branca tiveram uma
perda de, aproximadamente, 30% da extensao entre o periodo de PEG e o inicio do século XX
(JOMELLI et al., 2009), foram detectados 3 registros de avanco das geleiras da regido: na
década de 1920; proximo aos anos de 1980 e final do séc. XX (GEORGES, 2004). Porém, tais
avancos néo foram significantes para equilibrar as perdas de massa de gelo nenédaacel
desde os anos de 1980. Os intensos episodios de ENOS estdo associados a grandes variagoe

no balanco de massa nos Andes, principalmente no Setor Norte da Cordilheira, sendo que, o
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El Nifio tem intensificado a perda, enquanto a La Nifia 0 ganho denessas regides (fig. 5)
(LOPEZ MORENO et al, 2014; VEETTIL et al, 2014). O El Nifio tem trazido
consequéncias, como: diminuicdo ou atraso nas precipitacdes; aumento das temperaturas,
reducdo do albedo e consequente aumento na absorcdo de radiacOedetdtréyv) e
infravermelha pela redugao da nebulosidade (MAUSSION et al, 2015).

As mudancas climéticas na Cordilheira Branca tém formado solos de cobertura de
gelo, de forma permanente, criando uma sucesséo ecologica, afetando a dinamica do ciclo do
carbao local (EZE et al, 2018; SCHWEIZER et al, 2018), além da microbiota local
(GONZALEZ-TORIL et al, 2015
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1. ANALISE BIBLIOGRAFICA DOS MICRO -ORGANISMOS NA CRIOSFERA

1.1Introducgéo

Os micreorganismos adquiriram estratégias evolutivas para a sobrevivéncia, que
possibilita serem encontrados mesmo em ambientes do planeta, ou, até mesmo no universo
(PRISCU et al, 2014). Os organismos que vivem em ambientes extremos, que conseguem
lidar com altas variacbes de parametros ambientais, tais como altas e baixas temperaturas,
elevados niveis de radiacéo ionizante, umidade, pH, salinidade, presséo, baixa disponibilidade
de nutrientes e compostos toxicos, sdo classificados como extremdofilogomgienentes
fisicos e quimicos sao agentes capazes de induzir danos no material genético, que variam
desde modificacbes de base a quebras de fita dupla de DNA (CONFALONIERI; SOMMER,
2011). Estes microrganismos e seus mecanismos de sobrevivéncia aosrdesbextremos
os tornam foco na pesquisa biotecnoldgica, sendo os dominios da criosfera terrestre um desses
habitats (MARGESIN e COLLINS, 2019).

O ecossistema glacial tem se comportado como um dos mais sensiveis em relacéo as
mudancas climaticas dasemoderna (HODSOMNt al, 2008), cuja razado inerente ainda nao é
totalmente esclarecida. Contrastando com 0s m@Eganismos existentes em ambientes
glaciais, os micr@rganismos apresentam alta diversidade, talvez pela sua auséncia de
barreiras geogréfisa na facilidade de sua dispersédo pelo globo (ANESIO e LAYBOURN
PARRY, 2012). Levantamentos por ra&ico sondagem evidenciaram a presenca de varios
lagos sob o manto de gelo da Antartida. Esses lagos subglaciais foram identificados pela
primeira vez em 1F0. A topografia irregular do leito rochoso sob o manto de gelo da
Antartida, a alta pressdao do manto de gelo e o calor geotérmico proveniente do substrato
rochoso proporcionam condi¢des a formacéo destes lagos, com lagos situados em cavidades
topograficas Hoje, varias centenas de lagos subglaciais ja foram mapeados. Os primeiros
estudos de metagenoma realizados sobre rorganismos provenientes de lagos subglaciais
da Antartica indicaram uma elevada riqueza de virus, desde fagos a virus eucariéticos, em
relacdo aos mesmos estudos realizados em sistemas lacustres {BOPREQ et al, 2009).

A constatacdo de alta diversidade e abundancia de-origamismos, na criosfera Antartica

(e, também, na Artica), favorece hipéteses sobre a alta transferéncia tabrismenes,
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plasmideos e outros fatores, conferindo a diversidade existente e a adaptagéo evolutiva, nesses
ambientes extremos (ANESIO e BELLAS, 2011).

Em relacdo ao manto de gelo, esta deriva da precipitacdo sazonal de neve e de sua
compactacao ao lgo de centena e milhares de anos, que é acumulada ao longo do tempo
geologico. Os processos de precipitacdo de neve carreiam as bactérias, esporos e outros
bioaerossois da atmosfera. Os organismos também podem atuar como nucleos de
condensacao de nuvengspibilitando sua deposicdo umida ou chegarem a superficie por
gravimetria I|livre, i mpact a- «o etiah2007Q.iAEh o u
destes fatores, os micavganismos podem ser transportados em escala continental no globo
terrestre ou uliizar vetores de transporte como aves ou até mesmo o homem. Nao foram
encontrados registros de virus em transporte atmosférico em longas distancias de forma ativa,
mas em todas as investigacfes realizadas, ao encontrar, minimamente, bactérias, em um
ecossstema, foi constatada a presenca de VviHHIGHES, 2000). Esta diversidade de
mecanismos de transferéncia entre os diferentes compartimentos da biosfera € o argumento
encontrados na literatura para justificar a alta abundéancia relativa encontrada emeambie
remotos e hostis (ANESIO e LAYBOURRARRY, 2012). O modelo conceitual abaixo
(figura8), a seguir, que ilustra a hipotese.
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Figura81 Modelo de fluxo de micr@rganismos presentes no gelo/neve para precipitado em

lagosglaciais.
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Fonte:adaptado de Boetius et al (2015) e Anesio e LaybBamny (2012).

Em altas montanhas ha um ambiente impar para estudos da alteracdo das comunidades
microbianas devido as alterac6es no balanco de massa de getidsaylaciaresnduzidas
pelas mudancas climaticaalém das elevadas altitudes que que levam a exposicdo a radiacao
solar ultravioleta (VIVIROLIet al, 2011). A presenca de microbios em lagos oligotréficos de
alta altitude tem a predominancia dos filos ActinobacteRaoteobacteria, além de espécies
ndo convencionais (HAYDEN e BEMAN, 2016). Desta forma, € razoavel postular a presenca
de virus e, possivelmente, em interacdo com procariontes, como ja identificados em estudos
do Alpes e Himalaia (CHEMNt al 2005; NAZIR et al, 2011; ANESIO e LAYBOURN
PARRY, 2012). As pesquisas realizadas na criosfera terrestre tém focado na diversidade viral

para o entendimento do seu papel no ecossistema, nas contribuicdes e interacdes ecoldgicas
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além de mapear a existéncia de novasaspéHODSONet al, 2008, ANESIO e BELLAS,
2012; ROUXetal, 2012).

Todos 0s organismos estado suscetiveis as variagbes ambientais significativas, sendo
elas causadas por influéncia humana ou ndo, modificando comunidades e paisagens, como
consequénciaal desequilibrio estabelecido nas populacdes e nutrientes, até para 6s micro
organismos (SCHMELLERt al, 2018). Contudo, pouco se sabe sobre a relagcdo entre virus e
as mudancas no ecossistema glacial e como pode alterar a sua interacdo com os demais
organsmos, que estabelecem a integridade daquela regido (LAYBGRARNRY, 2009;
ANESIO e BELLAS, 2011; VIVIROLIet al, 2011; CAVICCHIOLIet al, 2019; HUTCHINS
et al, 2019).

A medida que se intensifica o degd® geleiras e de mantos de geloptatificaces
do ambiente pr@lacial associadgVINCENT, 2010). Tais alteracdes implicam em novas
atuacdes evolutivas em um ambiente extremo, j que tera a presenca e@gaitisxmos nao
endémicos, que irdo contribuir com novas transferéncias de genes, patoldgadegxou
alteracdes no ecossistema (ANESIO e LAYBOURARRY, 2012).

Os mecanismos de sobrevivéncia dos marganismos em regifes glaciares, mesmo
sob grande estresse climatico, podem favelex.€principalmente nas interacdes parasitarias,
com posdilidades patologicas (BELLASt al, 2015).Neste contexto hd uma evidente falta
de estudos especificos por requererem controle, cultivo e uso de cobaias. Contudo, séo
técnicas de alta dificuldade ja 1% dos miorganismos conhecidos sao cultivaveis, atkm
terem especificidade parasito/hospedeiro.

O objetivo central deste estudo €é identificar a relevancias das pesquisas realizadas na
area de microbiologia, quanto aos achados em uma das regides remotas do planeta,
conhecidas como criosfera. Secundariaeemevelar os estudos realizados nos Andes,
principalmente, em sedimentos de lagos-glatiais andinos, a fim de fornecer uma base e

modelo tedrico para a validacdo do tema desta tese.

1.2. Materiais e Métodos

Neste trabalhdfoi realizado umlevantanento bibliograficosobre os resultados
microbiolégicos encontrados na criosfera terrestre, utilizando a plataforma de busca Google

Scholar, por sua maior abrangéncia no acervo das revistas cientificas. Foram determinados os
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t e r mmigoorganisms in cryghere , micfoorganisms in Andean lake sedimeénts e
fimicroorganisms in Huascaran lake sediménts com cr i t ®r i o sel eci on
limite de data, analisando os 50 primeiros resultados de cada termo e considerados somente 0s
artigos cientificosescritos em inglés e espanhol. A andlise para a selecdo de cada artigo se
iniciou pelo resumo e, se néo ficou clara a informacéo, proesdaueitura dos materiais e
métodos. Nao foram considerados os estudos sem resultados com procariontes e/ou virus e
gue n«o tivessem col et admcrosganismanie Aideas lake a r a

sediment8 micrdorganisms in Huascaran lake sediments

1.3. Resultados e Discussao

Este levantamento mostrou que o terfimocroorganisms in cryosphele apr es ent
um total de 6.950 resultados e, ao verificar cada resultado, os 20 primeiros artigos estavam
dentro do tema e selecionados. A partir do 25° resultado, os artigos que deveriam constar o
termo da pesquisa, comecaram a ndo aparecer com frequéncia atétig@(Esta busca foi
a gque resultou em maior numero de resultados aceitos, um total de 30 artigos (Tabela 1), e 20
artigos reprovados por n «mcroagarosmsia Andean lake t e m
sediment8 gerou um tot al d m porcoslrésOltadoseaseitols, dentdoalas, n
exigéncias pr&stabelecidas, sendo um total de 14 artigos (Tabela 2) e 35 artigos que estavam
fora do esc omioroorgdhemsan Haasdaramfedke sediménis que af uni |
a busca para o alcance do objgt tornandeo de alta relevancia para o estudo, ja que a
pesquisa que compde o capitulo 2 desta tese foi realizada nesta no Parque Nacional de
Huascaran, trouxe um total de 1.060 resultados, com, somente, 1 artigo de acordo com as

exigéncias do levantamw bibliogréafico (Tabela 3).
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Tabela II Artigos selecionados quanto ao assunto sobre roiganismos na criosfera.

Microorganisms in cryosphere

Referéncias Regido Area de Estudo Micro-organismo

Hoover (1999) Antartica e Artico Astrobiologia Algas e Bactérias

Hoover et al (2002) Antartica, Artico e Andes Astrobiologia Algas e Bactérias

Yao et al (2006) Himalaia Ecolog!a? Mudangas Bactérias
Climéticas

Vincent (2007)

Criosfera Geral

Ecologia (Metabolismo)

Algas, Bactérias e Biofilm

Anesio e Laybourn-Parry (2012

) Antértica, artico e Alpes

Ecologia

Alagas, Bactérias e Virug

Buzzini et al (2012)

Criosfera Geral

Ecologia (Metabolismo)

Fungos, Algas, Bactérias

Arquéias
Quesada e Vincet (2012) Antartica e Artico Ecologia (Metabolismo) Bactérias
Ecologia (Metabolismo),
Hoshino e Matsumoto (2013) Artico e Alpes Mudancas Climéticas, Saldg Fungos

Paleontologia

Larose et al (2013)

Artico

Ecologia e Mudancas
Climaticas

Fungos e Bactérias

Priscu et al (2014)

Antartica, artico e Alpes

Astrobiologia, Ecologia e
Mudancas Climéticas

Bactérias e Arquéias

Boetius et al (2015)

Antartica, artico, Alpes e Sibéfia

Ecologia (Metabolismo) e
Aerobiologia

Bactérias, Arquéias e Viru

Hodson et al (2015)

Antartica, artico e Alpes

Ecologia e Mudancas
Climaticas

Bactérias e Virus

Fungos, Algas, Bactérias

Maccario et al (2015) Alpes Ecologia (Metabolismo) Virus

Meinander et al (2016) Artico Aeroblolqglzjl .e Mudancas Algas e Bactérias
Climéticas

Domanskaya et al (2017) Sibéria Ecologia (Metabolismo) Bactérias

Paleontologia

Feller (2017)

Antartica, artico e Alpes

Ecologia (Metabolismo) e
Paleontologia

Fungos, Algas e Bactérial

Hanzelova et al (2018)

Alpes

Ecologia (Metabolismo)

Fungos e Bactérias

Segawa et al (2018) Antartica e Artico Ecologia Algas

Margesin e Collins (2019) Antartica, Andes, Himalaia €] Ecologia (Metapollls_mo) e | Fungos, Algas, Bactérias
Alpes Mudancas Climéticas Virus

Perini et al (2019) Artico Ecologia (Metabolismo) e Fungos, Algas e Bactéria

Saude

Sharmaghimire et al (2019)

Antartica, artico, Alpes e
Himalaia

Ecologia (Metabolismo)

Bactérias e Virus

Dhakar e Pandey (2020)

Antartica, Artico e Himalaia

Ecologia (Metabolismo)

Fungos e Bactérias

Sajjad et al (2020)

Antértica e Artico

Ecologia (Metabolismo) e
Industrial

Fungos, Algas, Bactérias
Biofilme e Virus

Sajjad et al (2020)

Criosfera Geral

Ecologia (Metabolismo),
Mudancas Climaticas, Saudg
Paleontologia

Fungos, Bactérias e Viru

Zinke (2020)

Artico

Ecologia

Algas

de Menezes et al (2021)

Antartica

Ecologia

Fungos, Bactérias e Arqué

Yarzabal et al (2021)

Criosfera Geral

Ecologia, Mudangas
Climéticas, Saude e
Paleontologia

Bactérias e Virus

Busi et al (2022)

Alpes

Ecologia

Fungos, Algas, Bactérias
Arquéia, Biofilme e Virus

Jietal (2022)

Himalaia e Artico

Ecologia, Mudangas Climatic
e Palentologia

Bactérias

Ma et al (2022)

Himalaia e Artico

Ecologia e Mudancas

Climaticas

Fungos, Arquéias, Bactéria
Virus
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Como podese observar na Tabela 1, os artigos que abordaram o tema ocorreram no

periodo de 1999 a 2022, representando 60% da propaigdiva em critério de relevancia.
Como as palavras que compdem o termo de busca tinham que estar presentes em alguma parte
do trabalho publicado, muitos artigos que compuseram as referéncias para esta tese nao
apareceram nas buscas, por ndo usarema paiiospher&é em seus trabal ho
muito a selecdo de artigos que tinham relacdo com essa busca e que poderiam ter uma
estatistica mais representativa.

Sobre as areas geograficas dos sitios investigados, sest@nitaram aum—local,
coma Antarica (1 artigo = 3,34%); Alpes (3 artigos = 10%); Artico (4 artigos = 13,34%);
Himalaia (1 artigo = 3,34%); Sibéria (1 artigo = 3,34%); Criosfera geral (4 artigos = 13,34%).
Os demais dos artigos tiveram suas pesquisas realizada em 2 ou mais regriesfeia,
como: Antartica e Artico (4 artigos = 13,34%); Artico e Alpes (1 artigo = 3,34%); Artico e
Himalaia (2 artigos = 6,64%); Antartica, Artico e Alpes (4 artigos = 13,34%); Antartica,
Artico e Himalaia (1 artigo = 3,34%); Antartica, Artico e Andesartigo = 3,34%); Antartica,

Artico, Alpes e Himalaia (1 arigo = 3,34%); Antartica, Artico, Alpes e Sibéria (1 artigo =
3,34%); Antartica, Andes, Himalaia e Alpes (1 artigo = 3,34%).

Para os Andes, a bibliografia se concentrou na Venezuela, onde hpaxdgaamnais
significativa de massa de gelo em montanhas tropicais (SAJJAD et al, 2020; YARZABAL et
al, 2021), ou uma breve citagcdo de miorganismos de um lago na PatagOnia Argentina
(BUZZINI et al, 2012). Os temas mais estudados foram sobre a ecolag@biana e os
efeitos das mudancas climaticas, nas regides. A ecologia indicou a diversidade, papel dos
micro-organismos nos ciclos biogeoquimicos e teias troficas para constatar a importancia
desses microbios no meio ambiente, como sentinelas os impactEsretimento do gelo e
neve permanente, em locais sensiveis as mudancas de temperatura, como montanhas e
cordil heiras tropicai s, di sponibilizando |
milhares de anos na criosfera (VINCENT, 2007; BUZZINI et2é12; MACCARIO et al,

2015; SHARMAGHIMIRE et al, 2019; DHAKAR e PANDEY, 2020; SAJJAD et al, 2020;

MA et al, 2022) ou sua participacdo na regulacdo de populacdes e gases do efeito estufa
(YAO et al, 2006; LAROSE et al, 2013; MARGESIN e COLLINS, 2019; Jalet2022)

(Figura 9). Na maioria das pesquisas, a interacdo de noigganismos (bactéria, algas,
fungos, virus) é o que mais ocorre nos resultados, podendo éhegaracdo de biofilmes
(BOETIUS et al, 2015; MACCARIO et al, 2015; SAJJAD et al, 2020; B&igl, 2022).
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Figura 9 1 Mapa ilustrando o resultado do numero de artigos obtidos no levantamento
bibliografico, que estudaram a interacdo dos micganismos com as mudancas

climaticas e suas matrizes de investigacao
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Essa busca evidencia o quanto algumas regides necessitam de mais pesquisas dentro
da microbiologia, como os Andes. Os dois Unicos artigos que ocorreram nessa busca de
micro-organismos na criosfera abordaram temas dentro da astrobiologia, ecologia,
metabolsmo microbiano e mudancas climaticas (HOOVER et al, 2002; MARGESIN e
COLLINS, 2019). Assim mesmo, a microbiologia é mais expressiva na bacteriologia para a
criosfera, principalmente nos Andes (YAO et al, 2006; QUESADA e VINCET, 2012;
DOMANSKAYA et al, 2017 JI et al, 2022). Como comentado anteriormente, o uso da
pal avra Acryospheredo trouxe um |l imitante n:
com outros termos, envolvendo os Andes, foi possivel melhor analisar se esta regido

realmente carece de edtis microbioldgicos, de acordo com os resultados anteriores.
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Tabela 2 Artigos selecionados quanto ao tema Miorganismos nos sedimentos de lagos

andinos.
Referéncias Regido Area de Estudo Micro-organismo
Lara (2012) Chile (Atacama) Ecologia Bactérias
Benison e Karmanocky (2014) Chile (Atacama) Astrobiologia e Palentologid Bactérias e Algas
Gomez et al (2014) Argentina Ecologia e Palento Bactérias, Algas e Biofilme
Gorriti et al (2014) Argentina Ecologia (Metabolismo) Bactérias
. . . Ecologia (Metabolismo) e
Albarracin et al (2015) Chile (Atacama) e Argentina Astrobiologia Bactérias, Algas e Biofilmé
Albarracin et al (2015) Argentina, Chile, Peru e Bolivia Ecologia e Astrobiologia -
Bactérias e Algas
Ordofiez et al (2015) Argentina Ecologia (Metabolismo) Bactérias
. . Ecologia (Metabolismo) e
Parro et al (2016) Chile e Argentina Astrobiologia Bactérias
Rasuk et al (2017) Argentina Ecologia (Metabolismo) Bactérias
Belfiore et al (2018) Argentina Ecologia (Metabolismo) Bactérias
Polla et al (2018) Argentina Ecologia Bactérias e Algas
Parro et al (2019) Chile Ecologia e Astrobiologia |Bactérias, Fungos e Biofilm
Agramont et al (2020) Bolivia Ecologia Bactérias
Agramont et al (2020) Bolivia Ecologia e Saude Bactérias

Quando a pesquisa tem uma relacdo mais estreita com o tema proposto para a tese,
utilizando o termo AMicroorganisms in Andesé
abordagem de microrganismos é focada na regido dos lagos de alta altitude da Argentina (6
artigos = 42,86%), sendo a porcentagem mais expressiva dos achadomais régides
possuem 1 ou 2 artigos direcionados para uma regido ou um estudo comparativo entre regides
dos Andes. No Chile (2 artigos = 14,29%), sendo um dos artigos direcionado para o deserto
do Atacama. Somente um artigo (Albarracin et al (2015)) meacestudos realizados no
Peru, assim mesmo nos lagos de alta altitude em MRichu e préximo a fronteira da
Bolivia e do Chile, em comparacao a outros locais dos Andes Central, como Argentina, Chile
(incluindo o Atacama) e Bolivia. Mais uma vez, os feslds indicaram uma alta proporgao
de pesquisa na area da ecologia, concentrando os estudos erorgaaiemos sentinelas,
teias troficas e a relacdo deles com ciclos biogeoquimicos (LARA, 2012; POLLA et al, 2018;
AGRAMONT et al, 2020). As demais areas devestigacdo estdo em analises
multidisciplinares, como astrobiologia, mudancgas climéticas, saude e paleontologia. As
condicbes de preservacédo da cobertura de neve e gelo de montanhas tropicais, como nos
Andes Central, que tem tido uma constatacdo expeessa variagcdo e perda da massa de
gelo, indica um forte interesse no metabolismo e resisténcia microbiologica para espelhar em
estudos astrobiologicos (ALBARRACIN et al, 2015; ALBARRACIN et al, 2015; PARRO et
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al, 2016). O artigo que relaciona a saude eoptologia traz a pesquisa sobre a resisténcia
bacteriana a medicamentos, na poluicéo fecal de corpos hidricos na Bolivia (AGRAMONT et
al, 2020).

Apoés a analise disciplinar, como resultado esperado, os artigos se concentraram na
investigacdo de bactésiafungos, algas e biofilmes, em sua biodiversidade e interacdes. A
maioria dos artigos somente analisaram bactérias (8 artigos = 57,14%), nas pesquisas em
todas as disciplinas envolvidas (LARA, 2012; GORRITI et al, 2014; ORDONEZ et al, 2015;
PARRO et al2016; RASUK et al, 2017; BELFIORE et al, 2018; AGRAMONT et al, 2020;
AGRAMONT et al, 2020).

Analisando a area de estudo desta tese, mesmo usando palavras que possam gerar
resultados dentro da localidade de interesse, o Peru somente apareceu em umnestudo
conjunto com outros paises e, assim mesmo, com investigacdo de localidades distantes do
Parque Nacional de Huascaran, em Caraz. Este trabalho teve uma andlise particularmente
focada em ecologia de mieovganismos (bactérias e algas), quanto a interag@sisténcia

deles, associando aos achados astrobiolégicos (ALBARRACIN et al, 2015).

Tabela 3 Artigo selecionado quanto ao tema miorganismos nos sedimentos de lagos em

Huascaran.
Microorganisms in Huascaran lake sediments
Referéncias Regiao Area de Estudo Micro-organismo
Gonzalez-Toril et al (2015) Glacial Pastouri (Huaraz) Ecologia Bactérias

Mesmo limitando as buscas desse levantamento bibliografice garegido de
interesse deste estudo, foram obtidos resultados para a regido de Huaraz, mas distante do
Lago Par-n (tabela 3). O Yni c oMiceoorganiggne ina d q u
Huascaran lake sedimerdts d e  G-®amil2t&l (20%5) utilia o pirossequenciamento para
a investigacdo de comunidades bacterianas em biofilmes e sedimentos lacustres do Glacial
Pastouri, dentro do Parque Nacional de Huascéaran. Este glacial se localiza ao sul do parque,
enquantoo Lago Pardn se encontra na regigatal do mesmo, a uma distancia de 172 km
um do outro. O trabalho esta envolvido ndo somente com a diversidade bacteriana em regides
pré-glaciais, glaciais e péglaciais, além da interacdo de bactérias com ferro e enxofre e sua
possivel metabolizacdo. Uestudo que poderia ter relacdo com as Mudancas Climaticas do
local, na caracterizacédo da retracdo das geleiras e as possiveis modificacfes da diversidade &

exposicdo continua de se superficies, antes cobertas por gelo.
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1.4. Conclusao

De um modo geral apesquisas realizadas em regides da criosfera nem sempre
apontam este termo, como se as regidbes ndo fossem incluidas ou caracterizadas como
criosfera. Foram encontrados poucos artigos perto do que existe na literatura, por mais que
sejam direcionados padescricdo e/ou comparacdo de métodos, poderiam estar incluidos
caso tive srgospmerec.i taudbpguefiseja por essa razdo que a proporcao de
artigos visualizados neste levantamento ndo tenha sido o esperado, conforme obtencéo de
artigos de regid®que fazem parte da criosfera e que foram selecionados para o estudo pratico
da tese.

Esta pesquisa também indicou que além de ndo terem muitos estudos
microbiolégicos nos Andes, a regido do Lago Par6n ndo aparece, mesmo quando a busca é
direcionada par a regido em que o lago esta inserido. Outra questéo sao os estudos realizados
nao tem relagcdo com o proposto para esta tese, indicando que é um estudo inédito realizado no
Lago Parén.

Os levantamentos recentes da diversidade microbiana sugerem umdpaize
comunidade nas funcgfes e interacBes destes no equilibrio de teias troficas, com participacéo
no clima, nutricdo e equilibrio populacional, além da-ecolucdo. Caracteristicas
fundamentais e significativas que podem ter alta correlacdo com as gasiddimaticas
(CAVICCHIOLI et al, 2019).
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2. ANALISE DE UM REGISTRO MICROBIOLOGICO NO LAGO PARON, PERU

As geleiras tropicais tém importante papel s@iondémiceambiental, quanto a
contribuicdo dos recursos hidricos para comunidades de alttamha, que constitui um
elevado numero de habitantes em varios paises. Muitos trabalhos e os relatérios do IPCC
(Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas), organizacao cigificza
criada em 1988 no ambito das NacbGes Unidas, tem aportdds regides como de alta
fragilidade as Mudancas Climaticas. Tais mudangas tém significativamente alterado os
padrdes de precipitacdo, degelo e balanco de massa glacial, ou seja, o ciclo hidroldgico
regional como um todo. No ponto de vista social, Getald (2016), mostraram que alteracdes
no ciclo hidrolégico das regiées andinas podem atuar como gatilhos para eventos catastréficos
tais como avalanches, o que historicamente ja acometeu milhares de habitantes.

Com o aumento do degelo generalizado nogles é fato que as dguas de degelo
carreiam material depositado da atmosfera, como impurezas, no seu conteudo glacial, durante
centenas ou milhares de anos que permaneceram arquivadas na calota de gelo. Smith et al
(2004), sugeriram que o gelo glacial é ytencial reservatério de micmrganismos
aprisionados ao longo do tempo. Desta forma, o degelo poderia atuar como um fator de
ressurgimento de patégenos, como 0s subtipos da Influenza A e calicivirus, e/ou virus
desconhecidos (ZHONG et al, 2020), fungoesmo Aureobasidium melanogenum
Naganishia albidee Rhodotorula mucilaginoséPERINI et al, 2019) e bactéri&scherichia
coli e fecalStreptococcinogGOODWIN et al., 2012) para os ambientes adjacente as areas
glaciais (ambiente prdlacial) ou, até, emmaiores escalas espaciais. Os lagosgjadiais sdo
reservatorios das aguas de degelo onde se acumulam junto com o sedimento erodido das area:s
de recuo das geleiras. Se argumenta hoje que as regides glaciais tém grande potencial de
abrigo e disseminacdae micreorganismos, tanto comensais quanto patogénicos e,
dependendo do potencial epidemioldgico, podem apresentar condi¢cdes para a geracdo de uma
epidemia em mesescala (YARZABAL et al, 2021). Entretanto, esta teoria carece de estudos
gue detalhem talgtencial de risco, para algumas regides da criosfera, como os Andes.

As aguas de degelo de montanha abrigam uma alta diversidade microbiana, diferente
das encontradas em pesquisas de geleiras em altas latitudes, o que constituem alta relevancia
explorago e analise da sua diversidade e fisiologia (EDWARDS, 2015). Tal importancia esta
embutida na possivel extincdo desses mocganismos, jA que seu ambiente estd em

constante transformacéo, além deste constante derretimento proporcionar, potencialmente,
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uma disponibilidade de patégenos capazes de parasitar qualquer organismo, que
permaneceram enclausurados no gelo glacial por longos periodos de tempo (ROGERS et al,
2004; SAJJAD et al, 2020; YARZABAL et al, 2021).

Até o presente momento, existe apenas comapreensao relativamente limitada das
relacdes entre as comunidades microbioanagylpais e hospedeiras no ambiente natural
(Pearce e Wilson, 2003; Anesio e Layboe®arry, 2012, Tiberti et al, 2019ssim, oS
estudos atuais ainda séao precarioa parAndes Central, especificamente no Peru, onde ainda
nao foram descritos, principalmente, quando se busca estabelecer uma possivel relacdo entre
micro-organismos e perda de massa de gelo (VIVIROLI et al, 2011), sendo este um estudo

inédito nesta localade.

2.1. Objetivos

2.1.1 Objetivo geral

Investigar, de forma exploratéria, as caracteristicas de resisténcia @b4hm)para

micro-organismos presentes em um ambiente de degelo no Lago Parén, Andes Central (Peru).

2.1.2 Obijetivos especificos

A Identificar os processos de degelo no entorno do Lago Par6n, como também seus
padrées sedimentares durante os ultimos 120 anos;

A Estabelecer vinculos temporais com as variagdes climaticas e ambientais com a
presenca/auséia dos micreorganismos;

A Correlacionar séries temporais de diversidade microbiolégica com parametros glaciais,
ou seja, recuo de frente de geleiras, dados de descarga de agua por acao antropica,
composicao quimica e isotopica e fragdes granulométricas;

A Identificar, cronologicamente, o0s processos microbiolégicos na escala

decadal/centenal.
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2.2. Materiais e Métodos

2.2.1 Area de Estudo

Lagosprégl aci ai's s«o fdalimentadoso primordi
O lago Paron, ollaguna Paron(figural 0) , ( 8 A59 Nj30njS; 77 A41Nj00nj
do Rio Paron e no meio do vale formado, no leito rochoso de granodiorito, pelas geleiras
Huandoy e Artesonraju (6.395 e 6.025 m de altitude, respectivamente) (LIZAGA et al, 2019).
O Lago esta a 420m acima do nivel do mar, com comprimento de 3170 m e largura variando
entre 400 e 760 m, caracterizam seu formato alongado, com profundidade maxima de 55 m.

Tais caracteristicas a determinaram com o maior e mais volumoso lago da Cordilheira Branca.

FiguralOi Localizacdo do Lago Parén dentroG@ardilheiraBranca.
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Fonte: adaptacdo de FRENCH, 2018

O perimetro do lago é formado por material rochoso de formacé&o morainica, em
ambos os flancos, e inclinagcdo de moderada a forte, porém, bem consolidada. Em sua face
posterior, h4 um relevo de morainas com cobertura vegetal significativa, que se esténdem at

0s picos glaciais de Aguja Nevada, Caraz, Artezonraju e Chacrarraju, que contribuem para o
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volume hidrico do lago, mesmo que distantes (ANA, 2020). Essa contribuicdo depende muito
da dindmica da geleira e a formagé&o do terreno anexo ao lago. Analigéigdoaal 1, notam

se areas em roxo, que sdo as formacdes de morainas derivadas do arrasto causado da expans:
e retracao da geleira, ao longo dos anos, fornecendo particulados mais finos e contendo dados
de uma dindmica antiga das geleiras, inclusive dioge da PEGnaregido. As por¢des em

verde, sdo caracterizadas como leques aluviais, que possuem canais de escoamento da agua d
degelo, sendo possivel carrear particulas rochosas mais robustas, ou seja, areia. Estas
demandam mais energia em seu deslecam além de nessas areas estarem as formacdes de

praias arenosas, um processo mais recente de formacao e de degelo intenso.

Figuralli Mapa da geologia das geleiras anexas e perimetro do Lago Parén.

R, & ™ » 2 " 5
A\ % ?’:";_ . A A
. % Nevado Caraz : | ,
6025ma.s.| = > . .
L~

s _
- I Artesonraju Glacier
Jatunraju Glacier

" Rockslides
Nevado Pisco & ;
o ’5752m a.s.| M Moraines X
' & Colluvium

) Y o - .'.‘ > \
‘ \. g . 18 Glacio-fluvial temﬁ
a Ve ' L~ @ Allyvial fans :

Este lago foi administdo pela Electroperd S.A na regulagem do volume hidrico

Fonte: Priori, R.

através de tunel construido para descarga do volume e geracdo de energia. Apos algumas
constatacfes de possiveis problemas que pudessem aumentar drasticamente o volume do lago
a Autoridad Nacional deAgua(ANA), comunidade Cruz de Mayo e a comissao de irrigacao
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Llulldn 7 Pardén, com o apoio do Municipio de Caraz, passaram a getencéparando e
controlando o volume (ANA, 2013).

Na regidao da Cordilheira Branca foi criado o Parque Nacional do ahd&scem
1975, e nomeado Patrimonio Natural da Humanidade da UNESCO, em 1985. Este possui 660
geleiras e 300 lagos pglaciais, sendo o Paron um deles, de imensos tamanho e importancia
socicecondOmica e cultural para a regiao (LIPTON, 2014). Bain (2@bn¥orme fig. 9, fez
analises da agua de degelo do Lago Pardn, o que mostra uma caracteristiccadnaa
com o pH variando entre 6,2 a 8,3, temperatura média de 4,9 °C, o que a define como um
ambiente propicio a uma microbiota especifica, os pdmsoé psicrotolerantes. Chama a
atencdo da composi¢ao quimica com prevaléncia do Célcio e Sulfatos, o que pode determinar

uma dureza maior na agua (frg12).

Figura 12i Composi¢do geoquimica das aguas do Lago Pardn. A esquerda, o mapa com 0s

canaisde degela na nutricdo do lago e, a direita, a composi¢do quimica da agua do

lago.
Paron (n=14)
median min max
Elevation 418 4158 4419
DO (mg/L) 805 68 91
pH 73 62 a3
Temperature (*C) 49 16 981
F(mg/U) 196 103 5.80
Cl(mg/L) 0.09 0.0 013
NO3 (mg/L) 019 013 027
Sulfate (mg/L) 81 0356 17.34
Na (mg/L) 09 023 170
Mg (mg/U) 0.85 004 192
Al (mg/L) 838502 3606-02 167601
K (mg/U) 0.30 013 088
Ca(mg/y) 8.00 i 1423
v (ug/V) 1636-02 1.256-02 1.18£+00
Cr (/) 120602 838E-03 4.626+00
Mn (mg/L) 274803 63904 731803
Fe (mg/L) 368602 574E-03 73362
Co (ug/V) 1.08£-02 861E-03 7.15¢-2
Ni (/) 493602 343602 3231
Cu (ug/V) S.66E-02 368E-02 238£+00
Zn () L11E+00 6.12€-01 7.806+00
As (/L) 2.39%€-03 153603 53061
Se (pg/L) 423501 209601 5.43-01
Mo (/L) 6.43E400 144E+00 1226401
Ag (/) 175601 161E-01 884E-01
Cd (ug/) 6.88£-03 338:-03 1.57¢-2
Ba (/L) 101E+01 6.38E-01 1566+01
Pb (ug/L) 33102 123602 15301
U (pug/t) 3816400 3.096-01 1.54E+01

Fonte: Bain, 2017.

A segquir, na Figura 13, mostra a linha do tempo nos eventos criticos da populacao
residente proximo ao lago, como G4 OFs (Glacier Lake Outbrust flogd em que sao
registrados os desprendimentos de gelo repentinos das geleiras, direto no lago, elevando
bruscamente o nivel dele. E os registros das solugbes e probleméticascenbimicas

envolvidas na variacao do nivel do lago.
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Figural3i Linha do tenpo com o histérico hidrologico do Lago Paron.

. . . Mo final da estagdo seca de 2002, o presidente da Comissdo
Linha do Tempo/Hidrologia Paron de irrigagio Paron-Llullan contestou & autoridade estadual
;':?B_moﬂ'&*2°1‘-?n’;f m:“””*“m“ﬁ“!"?ﬁ"’- de dguas sobre perdas de culturas agricolas devido a
liberagdo insuficiente de dgua do Paron
Observacdo de novos
Inicio de intenso lagos de derretimento|

0 nivel do lago Paron pro_ccssodedcgelo na zona terminal da

é reduzido em 45 m regional geleira Artesonraju
Lago Paron guase Membros da
transbordou depois . . Desde 1993, a Comunidade
que uma série de Inicio da escavagao ELECTORPERU e depois Camponesa Cruz de
GLOFs (Glacier Lake ~ ©© “‘}I”Ed““m em a empresa Duke Energy, Mayo tomaram o
Outburst Flood ) a maraina no Paren  Fim das obras utilizam as dguas do controle da descarga
montante da bacia de P3™@ ‘E’“F”"E do vertedouro reservatério do Paron de dgua do Paron
drenagem hidrolégico na Paron para fins energetlcos

1968 1984 1985 1993 2002 2005 2008 2013

= T Rlak s W
Fonte: French, 2018 adaptado por Evangelista,ddit@a

2.2.2 Amostragem sedimentar

Os testemunhos foram coletados no contexto do projeto ONU/FAO/IAEA
INT/5/1537 i Assessi ng t mae Ahangeaaond its Bffects Gl $oil and Water
Resources on Polar and Mountainous Regiono
coleta destes foi realizada com um amostrador por gravidade do tipo Kullemberg
(KULLEMBERG, 1947) (Figura 14A). O mesmoléncado verticalmente a partir de uma
balsa, sendo fixado por um tripé e um sistema de roldanas (Figura 14 B). O amostrador foi
lancado na vertical contra a superficie do sedimento do lago. A partir de 24 lancamentos do
testemunhador foi realizado um mapeato sobre a localizacdo de bolsdes sedimentares.
Apenas na zona rasa do Lago Paron, em sua extremidade de jusante, foi encontrada um sitio
para a amostragem sedimentar (Figura 15). Todos os langcamentos realizados no lago
evidenciaram um substrato rochasam raras areas sedimentares. Tal caracteristica € tipica
dos lagos pr@laciais azul turquesa, que sao lagos de baixa produtividade primaria, sendo a

cor azul refletida pela presenca de carbonatos no fundo do lago.



50

Figura 14i Em detague o amostradaor gravidade (A) e a balsa para amostragem do

sedimento do lago (B).

Fonte: Evangelista, H.

Durante a campanha ao Paron, foram coletados um total de 6 testemunhos, sendo os
testemunhos identificados como Paron 4 (54 cm) e Paron 5 (60 cm) separadopesente

estudo.

Figura 151 Mapa de coleta dos testemunhos no Lago Parén.

Legenda:A 7 Lago em destaque; B Ampliacdo do ponto de coleta dos testemunhos, na regido sudoeste do
lago.
Fonte: Evangelista, H.
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Os testemunhos foram mantidos em camara fria (temperdtbrdC), desde que
chegou no Laramg/UERJ, até a abertura e subamostragem do sedimento.

Figural6i Fluxo de atividades na subamostragem
[ Estojoaberto |
longitudinalmente

e A

A J

Caracterizacdo do
sedimento

h 4

Fita métrica ao longo

do estojo
Coleta de triplicatas Coleta de triplicatas Corte do restante da
com o5 tubos falcon com o5 tubos falcon fatia de 1cm com faca
15ml - Externo 15ml - cerne de nylon estéril

v

Extracdo de micro- | Coleta em placa de Coleta de sedimento

organismos PBS 1x [ petri de plastico em tubo falcon ﬂ_e

ectéril 50ml para demais

analizes
'J' ‘l' k4 h 4

Semeio para 5 e 25 Resisténcia ao UVC 10g de sedimento em 3g de sedimento em
°C em 10 e 100% de em 5, 15, 30, 60, 120, saco ziplock para tubo falcon 15ml para
R2A 300e600s datacdo isotopos e elementar

2.2.3 Subamostragens e analises microbiol6égicas

2.2.31. Abertura do sedimento e salmostragens

O estojo do testemunho foi limpo e descontaminado com hipoclorito de sodio 4%,
agua milliQ e éalcool 70°, respectivamente. Apds limpeza, o mesmo foi serrado, usando serra
Dremel, fazendo cortes paralelos parpasicdo parcial do sedimento e subamostragem
(Figuralr-2).
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O testemunho foi posto sobre um amparo improvisado, dentro do fluxo laminar,
previamente limpo e esterilizado com luz UVC (Figu¥ra). Foi utilizado o método de sub
amostragem do testemunbedimentar, com o propdsito de maior resolucdo das analises da
escala temporal, conforme métodos descritos em Rogers et al (2004), GGustbason et.
al (2017), Zhong et al (2020). Este método foi realizado com auxilio de bisturi estéril n°22 e
faca denylon para corte e apoio durante a extracdo das subamostras. Em todo processo houve
0 cuidado em usar luvas, sempre descontaminadas com alcool 70°, sem talco e trocadas

sempre.

Figura 17 Corte do testemunho e subamostragem do sedimento.

Estojo do testemunho cortado paralelamente
expondo metade do sedimento

Area de contaminantes: Cortes de 1cm
controle em comparagdo
da superficie com a drea

estéril

Area estéril:
areareservada

p . . para anélise microbioldgica
Area de livre de contaminantes:

area reservada para datagdo .
Estojo cortado

Legenda:1 i Realizando os cortes do sedimento dentro do fluxo lamindr;Equema do corte do
sedimento, sendo: (A) vista superior de como o testemunho ficou dentro do fluxo laminar e exposi¢do dos
sedimentos para os cortes de centimetro em centimetro e (B) @anstgersal do testemunho, indicando as
areas de cortes do sedimento.

Fonte: a autora.

Os tubos Falcon de 15 ml, livres de material genético e esterilizados de fabrica,
foram destinados a triplicata, sendo separados em duplicata para citometrfeasconpara
controle de cada regido de andlise microbioldgica. Todos os frascos e placas de petri foram
previamente pesadas para obter o seu peso subtraido do sedimento recolhido.

Os tubos Falcon foram identificados e separados, dentro do fluxo laermarm
suporte, conforme a fatia a ser subamostrada. Em cada fatia, areas de subamostragem foram
selecionadas como: éarea de contaminantes, onde -arganismos seriam possiveis
contaminantes por causa do estojo do sedimento; area livre de contaminanies estaria a
maior massa entre a possivel area de contaminantes e estéril, sendo a por¢céo destinada par:

analise isotdpica e datacdo; area estéril, no qual essa é o cerne do testemunho, mais isolade
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dos possiveis contaminantes, tendo o real resultadanddises microbioldgicas (Figurd-2
(B).

Em cada area, a subamostragem foi realizada de forma diferente. Nas areas de
contaminantes e estéril a subamostragem foi realizada com o arrasto da boca do tubo Falcon.
Somente em caso de possivel perdaitiouttiade de entrada do fragmento para dentro do
tubo, que houve o auxilio, como um guia, com a lamina de bisturi estéril, sem encostar a
lamina em qualquer parte da fatia do sedimento ainda restante para subamostragem. Foi
utilizada uma lamina estéril gacada area e fatia (centimetro). Apos a subamostragem de
cada area destinada a analise microbioldgica, o corte foi finalizado com a faca de nylon estéril
e encaminhada a fracdo para uma placa de petri estéril de fabrica, destinada para as analises
elemen ar es de C e ¢ &N, idlénodadaatdc.as de U

Foram subamostrados sedimentos do topo e fundo do testemunho, para analise de
possiveis contaminantes, e um total de 60 fracdes, que representam cada centimetro do
testemunho, para analiseti§pica e datacdo, 366 subamostras em tubos Falcon, para andlises
microbioldgicas, representando as triplicatas de cada area de contaminantes e estéril, de cada

centimetro.

2.2.3.2 Eluicao dos micrarganismos

Dependendo na matriz e método de anaézestem diversos processos para eluir os
micro-organismos e concenttds. Ndo had um processo padronizado para eluir micro
organismos de matriz sélida e concentrar a partir de matriz liquida, devido as caracteristicas
fisico-quimicas do ambiente que fooletado e o objetivo da pesquisa (CORREA, 2018;
VIEIRA, 2018).

Para este trabalho foi selecionado a concentragdo de cada 3cm do testemunho, das
subamostras da area contaminante e da estéril, totalizando 3 g em tubos Falcon de 50 ml,
conforme detalhamém em Lopes (2020). Houve o preparo do soro do concentrado de
sedimento adicionando 27 ml de tampédo PBS 1x (NaCl 8 g, KCI 0,2 g, Na2HPO4 1,44 g,
KH2PO4 0,24 g para 1000 mL de agua MilliQ), misturando em vortex por 30 s.
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2.2.3.3 Cultivo e caracterizac&acrobiologica

Figura 18 Fluxo de caracterizacdo no MOp

Identificacdo de Fotografar
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O cultivo foi realizado com o propdsito de analisar a microbiota nativa e contaminante
do sedimento, na fracdo cultivavel, para qualificacdo e testes. ApGs o preparo das amostras,
50 pl do soro obtido com misturado sedimento e PBS 1X foi semeado em gdanas
concentracdes de 10% e 100% de meio de cultura R2A, nas temperaturas de 5 °C e 25 °C.
Dessa forma, a escolha das concentracbes do meio R2A é pelo cultivo de bactérias
oligotroficas em 10%, ja que o ambiente do lago Paron possue baixas taxas etgesutri
Quanto as temperaturas, foram analisadas as bactérias psicrofilas em 5 °C e mesdfilas/
psicrotolerantes em 25 °C. Ao obter os resultados, foram contabilizadas as Unidades
Formadoras de Colbénias (UFC) e analisadas as caracteristicas morfologicas eagr
colénias desenvolvidas, ao microscopio 6tico (MOp) Digilab trinocular planacroméatico
modelo D}115T, em aumentos de 400x e 1000x. O método de leitura das laminas foi em zig
zag horizontal, cobrindo toda a extensdo do esfregaco (Figura 1



Figura 197 Esquema que demonstra o método de leitura
das laminas ao MOp.

Fonte: a autora.
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2.2.3.4 Identificagéo de contaminagé&o por coliformes totdiseherishia coli

Figura 20i Fluxo de execucao do colitest.
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A partir da eluicdo realizada do sedimento, detalhado no item 3.2.3.2, teve uma
parcela utilizada para o teste de coliformes tot&isceli, nas amostras. Para isso, foi retirada
a aliquota de 10 ml da solugdo de eluicdo com sedimentos da area de @or&amin

(identificadas com a letra E nas amostras) e da livre de contaminantes (identificadas com a



57

letra C nas amostras) e adicionado o meio de cultura Colitest® e agitado no vértex por 15
segundos. Para controle positivo e negativo foram usadas amokitadade esgoto e agua
milliQ, respectivamente. Para a amostra de esgoto, como foi coletado de um local que possui
captacdo de esgoto domeéstico de amplo espectro, tem uma concentracdo de cloro, sendo
necessario o uso de inativador de cloro que vem clihdp Colitest®, agitar e aguardar 20
minutos para adicionar o meio de cultura. Todas as amostras foram incubadas por 36h a 30
°C. ApoOs esse tempo de incubacéo foi analisada a coloracdo das amostrasnegatvo

para coliformes totais; amarelo posiivo para coliformes totais. Para as amostras que
apresentarem positivo, € adicionado 5 gotas de indol. Caso surja um anel vermelho na

superficie da solucédo, a amostra é positiva Bacali (Figura21l).

Figura 21i Imagens que exemplificam os
resultads do uso do Kit Colitet®.

Fonte: Colitest®



2.2.3.5 Resisténcia bacteriana a Radiacdo Ultravioleta C (UVC)

Figura 22 Fluxo de resisténcia ao UVC.
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Foram confeccionadas placas com meio de cultura 4gar R2A para exposicao das
bactérias, em diferentes periodos, ao UVC presente no fluxo laminar microbiolégico do
laboratorio. A partir da mistura para o cultivo microbiolégico com PBS 1X, essas placas com
agar R2A foram semeadas com 30 ul de cada concentrado de 3cm de camada, sendo expostas
em seguida ao UVGQ 254nm utilizando a lampada SANKYO DENKI GERMICIDAL
LAMP - G30T8 com intensidade de radiacdo de 0,113 mW/atiizando o medidor de
intensidade de U\Lutron Ultraviolet Intensity Meter UV Radiometer. Cada camada da area
estéril foi irradiada por 5, 15, 30, 60, 120, 300 e 600 segundos (Egureeguindo para a
estufa microbiolégica a 25 °C por 48h. Apdés incubacgéo, as colonias foram contadas e
caracteizadas morfologicamente, tanto no seu crescimento e aspecto. Para a montagem das
laminas para andlise em microscopia 6tica, foram selecionados cultivos que tiveram mais de 1

colonia, usando o mesmo método descrito no iten3.3.2No caso de 1 colbnia s@da no
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cultivo foi deixada para o estoque, para analises futuras. Apés identificacdo de crescimento e
montagem das laminas dos cultivos crescidos, foram estocadas em glicerol 60% e congeladas

em-20 °C para futuras analises.

Figura 23/ Exposi¢éo das culturas ao UVC no fluxo laminar microbiologico.

Fonte: a autora.

2.2.3.6 Dosimetria Ultravioleta C (UVC)

O grau de destruicdo e inativacdo dos manganismos depende da dose empregada
no processo. Para issoca@lculada a dose absorvida de radiacdo ionizante pela célula,
organismo, tecido. Neste caso, realizamos um levantamento dentro da capela de fluxo dos
niveis de UVC a partir de um medidor portavel, com sensor destacavel, no sentido de se
obter o valor coeto da dose para o local exato onde as amostras foram posicionadas.
Baseado na Figura42e na posicdo de irradiacdo, a dose sobre cada amostra foi de 0,113
mW/cm2 na posicao de 5 cm em relagéo ao eixo principal vertical de irradiac&o CaMmo
1 Watt/cnf = 1 Joule/(crhx 1 seg), e considerande os tempos de exposicdo na Tabela 4,

obtivemos as doses finais em mJoulé/ommJ/cm.
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Figura 24i Obtengé&o da dose de UVC sobre as colonias de acordo com o
posicionamento das placas no fluxo laminar e incidéue
lampada UVC.
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Fonte: Evangelista, H; a autora.

Tabela 4 Resultados da dose absorvida de acordo com

0 tempo de exposi¢cdo dos migyganismos.

Dose Absorvida de Radiacdo UVC

Tempo de exposicao Dose
5s 0,565 mJ/crh
15s 1,695 mJ/crh
30s 3,39 mJ/crh

60 s ou 1 min 6,78 mJ/crh
120 s ou 2 min 13,56 mJ/crh
300 s ou 5 min 33,9 mJ/cm
600s ou 10 min 67,8 mJ/crh




61

2.2.4 Andlises Fisicas &eoquimicasos Testemunhos Sedimentares

Os sedimentos possuem uma grande importancia nos estudos das mudancas
climaticas e ambientais do passado, por ser uma fonte de registros cronolégicos, fisico
quimicos e magnéticos ao incorporar as mudancas sofridas por aquela localidade (EVANS.
HELLER, 20@). Diante disso, as analises expdem os registros de intemperismo, erosao,
transporte e deposicdo apds a sedimentacdo, possibilitando a obtencdo de efeitos causados
pelas mudancas ambientais sobre a matriz (LIU et al., 2012). Assim sendo, este trabalho
red i zou ans§lises de susceptibi Cd&M@aémuagn ®t

cronologia sedimentar pela técnica d6*®b

2.2.4.1 Susceptibilidade Magnética

A susceptibilidade magnética € a mais simples técnica em medir o grau de
magnetizacdo de um material que possui minerais ferromagnéticos, que possuem
magnetizacdo remanescente, como: 0xido de ferro, magnetita e magnemita, sulfeto e sulfato
de ferro, pirrata (ELLWOOD et al, 2000). Quando induzidos a um campo magnético estes
minerais tipicamente adquirem susceptibilidade magnética negativa (FALCAO e AYRES
NETO, 2010). Os resultados obtidos de susceptibilidade magnética geram dados importantes
sobre as propdades magnéticas dos sedimentos, sendo possivel inferir a respeito da
variacdo do aporte de material magnético em funcdo da profundidade e/ou tempo no
testemunho (THOMPSON; OLDFIELD, 1986). Tal significancia do método motivou 0 uso
dos dados na associacdos eventos de dindmica das geleiras anexas ao Lago Paron, junto
aos resultados geoquimicos, cronolégicos e microbioldgicos, para este trabalho. O uso da SM
tem o proposito de identificar os influxos de minerais que sofreram erosdo e foram
transportadopara o lago em consequente sedimentacdo. Estes podem ter maior ou menor teor
ferromagnético, que em associagdo a outros parametros geoquimicos, como analises
elementares, granulometria e teor de matéria orgénica indicam a possivel origem do minério
presengé no sedimento analisado.

Os testemunhos foram analisados no Instituto de Geociéncias da Universidade

Federal Fluminense (UFF), para susceptibilidade magnética. Foi utilizado umsihdor
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Padrédo (MSCL) Geotek 7.9 (Figur&)2que opera sobre um trilande os testemunhos de
sedimentos se movem em passosprogramados sob um arco onde esta instalado o sensor
para suscetibilidade magnética. Desta forax@gda centimetro do testemunho é analisado de

forma nao destrutiva.

Figura 25 Testemunho em alge no Instituto de Geociéncias da UFF.
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Fonte: a autora.

2242Ans8lise elementarfC (&) N) e isot-pica (I

Um dos processos bioquimicos mais importantes dos seres vivos, a fotossintese, é o0
que permite obter dados das modificac8efidas pela comunidade vegetal presente na
periferia de ambientes lacustres, ou em seu interior, através da preservacdo da composi¢ao
isotépica e elementar do sedimento. A fotossintese € 0 processo metabdlico vegetal capaz de
fixar o carbono atmosféricoas cadeias de hidrocarbonetos derivadas da absorcdo das raizes
das plantas. Esta € dividida nas fases dependente e independente de luz. Dependendo dc
metabolismo do vegetal ha a adaptacdo no processo de fotorrespiracéo, classifieando
C3, C4 e CAM. Eum processo que demanda muita energia e os vegetais se adaptaram
conforme as mudancas ou condi¢cdes do ambiente sobre eles, sendo necessério regular a aca
da fotorrespiracdo e aumentar o consumo direto dg IB@s de um intermediario, como o
O, (NOGUEIRA, 2019).



63

As diferencas entre os ambientes aquético e terrestre e os variados tipos de substratos
(arenoso, lamoso, rico em matéria organica (MO)) possibilitaram adaptacfes morfolégicas
gue refletiram na composicao celular e quimica da vegetacédo. Logmpéeensiva a analise
elementar e isotdpica de carbono e nitrogénio sedimentar para entendimento do clima e
ambiente no passado (BRADLEY, 2015).

A razéo elementar C:N possui um papel significativo na distingéo entre a deposi¢cao da
matéria organica oriurad da superficie terrestre ou hidrica, nos estudos em sedimentos
lacustres. Quando os valores da razédo C:N séo intermediarios (entre 10 e 19) significa que as
fontes sdo da celulose de plantas terrestres e algas esta na mesma propor¢gdo. Mas, se o
valores brem menores do que 10, a fonte é aquatica, com derivacdo da celulose do
fitoplancton (VALEROGARCES et al, 2001). Quanto aos valores altos, acima de 20, indica
predominancia de celulose vegetal terrestre. O nitrogénio € derivado de fontes proteicas e de
material genético, sendo mais rico em plantas avasculares. Caso os valores sejam baixos da
raz«o C: N, indica o predom2nio dess¥quei po
prediz a origem se foi terrestre ou aquatica daquela matéria organica.

Nocs o dos i ¥Céadopinds através dé tratamentos prévios da amostra na
remocao de carbonatos (carbono inorganico) e processamento em espectrometro de massa ¢
comparado com a composicdo isotdpica do padrdo, na raG&#C. Apds célculos é
estabbeci do o val or d%C do carbdnoqgganico d sediménto integtaea U
contribuicdo relativa dos diferentes ciclos fotossintéticos, uma vez que, durante a
decomposicdo, os mesmos pouco variam (PESSENDA et al., 2015). O gas carbdnjco (CO
ten uma assi nat 4’ @748, sy secdZntorporado aerodesso fotossintético
das plantas, fazendo parte da celulose do organismo, no final da metabolizagéo. As plantas
utilizam dois is6topos{C e °C) que participam, em diferentes proporcdes, nos ciclos
fotossintéticos, C3, C4 e CAM. A preferéncia dos organismos fotossintéticos ¥@etm
que traz val 6€C,sendogdssvel diferenciar a origemitlo isétopo se aquética
ou terrestreja que algas tem maior preferéncia p&®, que os demais, tendo valores mais
negativos (entre3 0 &-2 5 f(BRADLEY, 2015; MEYERS, 2003)

No cas™ toaz uma compl eme n°€ poraudliarassna nf e
identificacdo das fontes orgéas se sao autoctones e/ou aléctones em corpos hidricos
(STUTE; TALMA, 1997). As fontes de nitrogénio inorganico nas plantas aquaticas e
terrestres t°m difer eC do\ aguatico ee aproximadaments, 1 0 &
0a p ar a atnwosfélto, quetambém pode fornecer informacdes sobre o ciclo
biogeoquimico do elemento (MEYERS, 1997).
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Conforme esquema de subamostragem indicadofiguaa 16B, a fragdo do
sedimentodestinada para datacédo, de 60 camadas, foram subfracionadas em 3g de peso
umido, apraimadamente. Logo, destinada para o Prof. Dr. Carlos Eduardo Rezende e sua
equipe, do Laboratério de Ciéncias Ambientais, da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF), para processamento e analise, utilizando verba propria e PROEX para
obtenc¢éo dosesultados.

O processamento se iniciou com a separacdo de 10 mg das subamostras enviadas
para a determinacéo de carbono totai{lCe nitrogénio total (Nw.) € a descarbonatacdo das
amostras para carbono organicgCPara as analises deiwe Niwiforam usadas capsulas
de estanho e capsulas de prata parg@ &0s as amostras terem sido maceradas em pistilo e
graal de ceramica e secas em estufa a 60 °C por 12 h. Foram utilizados os equipamentos
Analisador elementar organico Thermo Scientiflash 2000, acoplado ao Espectrémetro de
Massa Thermo Scientific Delta V Advantage Isotope Ratio. Os resultados foram expressos
em porcentagem ( %) para a ans8lise el ement :
precisdo dos testes foi realizada de éo@mom o padrdo LD N < 0,02%.

Analises complementares de Foésforo (P) e granulometria (silte, argila e areia) foram
realizadas na Estacion Experimental de Aula Dei, Spanish National Research Council
(EEAD-CSIC), Zaragoza, Espanha, dentro de uma coopenagdinacional com a IAEA.

2.2.5 Datacio e cronologia sedimentar pelo métodd Wi

Na natureza, a desintegracdo radioativa ocorre espontaneamente com elementos que
possuem energia acumulada e em desequilibrio no nucleo atbmico. Para este atingirem uma
condicdo de maior estabilidade nuclear h4 a emiss@o de essa energia, em formaaae radiac
ionizante, corpuscular ou ondulatéria, em intervalos de tempo regulares caracteristicos de
cada um. Esses elementos s&o denominados isétopos radioativos ou radionucfifebsé O
formado por transformagdes sucessivas, ou decaimentos, do UranisBz(&?%R presente
em todas as formacdes rochosas e sedimentaiesrdofigura26). Deforma simplificada, o
U8 decai para Tério z = 234 (TH), seguindo para Uranio z = 234°¢0), até decair em
Radonio z = 222 (R?), este que é um gas nobre, émente volatilizado, ingressando na
atmosfera onde se transforma em radiois6topos de-vitlsiacurva que se agregam aos

aerosso6is onde ocorre a transformacéo para®d’. Fbste permanece na atmosfera até a
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ocorréncia de precipitacdes (na forma de newe chuva) quando € depositando em
sedimentos de rios, lagosneares (figura 2) (MABIT et al, 2014). Sua deposi¢do também
pode ocorrer na aus°ncia de precipita-«o,

depositiond) ou por impacta-«o0 inercial

Figura26i Série detalhada de decaimento dd®dté 0**%Pb
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Fonte: Godoy, 2018.

Além da presenca dd®Pb de origem atmosférica, os aquiferos de superficie também
recebem o aporte deste radionuclideo devido a processos de erosdo da borda de &gos ou d
erosdo costeira e aporte de rios no casestiearios (figra 27). Assim, os sedimentos de

fundo ficam enriquecidos permanentemente é8Fb. Uma diferenca importante entre estas
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duas contribuicdes para’8Pb total no sedimento é o fato da componenosiva estar em
equilibrio com o Ra226 presente no mesmo grdo mineral onde eSf®bo O ?!%Pb
decorrente da componente atmosférica é também denomfiffRtioem excesso e F%Pb
decorrente da erosdo &&Pb suportado & medida que”dPb atmosférico (em excesso) se
deposita constantemente no topo do sedimento, as por¢cdes nas camadas inferiores do
sedimento se desintegram de acordo com a-widéade aproximadamente 22 anos’deb.

Por este motivo, o perfil vertical #8Pb em excessmos sedimentos tem um comportamento
exponencial e tal perfil caracteriza os periodos de deposicdo do sedimento como um todo. A
componenté'®Pb decorrente da eroséo é constante ao longo do tempo. A dataé&®lpor

tem a finalidade de estimar os intengde tempo que cada camada sedimentar foi criada no

substrato lacustre (especificamente no caso deste trabalho).

Figura27 i Esquema dos decaimentos até a deposicatlo no sedimento.

Legenda:l- Série de decaimentos dBU até 0*Rn em rochs e solos; 20 ?*Rn volatiliza para a atmosfera,
onde sofrera decaimento em 3,8 dias p#Rb; 3 Em precipitacdes secas ou imidas, como neve e chuvas, faz
com que leve 6'%b para a superficie, podendo atingir leitos hidricos ou aldas@ serenransportados com
particulados durante a erosdo de solos e rochapadiculados conf*®Pb alcancando corpos hidricos; 5
precipitacdo do particulado®®Pb, se depositando junto ao sedimento ao longo dos anos.

Fonte: adaptado de Godoy, 2018.
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2.2.5.1 Processamento e andlise da datacao

Figura 28 Fluxo de processamento e analise cronolégica
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Sessenta (60) subamostras do sedimento, com cerca de 8g em peso Umido cada,
foram analisadas para no Centro de Ciéncias da Saude (Laboratério de Radiometria), da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), para anali$¥Rte O processamento de
cada amostra sedimentar requereu macerar, secar em estufa 60 °C por 12h e pesar,
acondicionandas em recipientes plasticos.

As andlises foram realizadas por espectrometria gama de alta resolucédo e larga
amplitude de energia (modelo DSPECORTEC®, formada poum analisador multicanal
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(MCA- multichannel analizer), de 8192 canais, utilizando o programa Genie 2000 (Gamma
Vision da Canberra). Foi empregado um detector de Germanio Hiperpuro (HPGe), modelo
CANBERRA GX2018, que possui alta sensibilidade aos rainsagabaixo ruido de fundo,
com eficiéncia de contagem para o radionuclideo em questédo (eficiéncia relativa de 20% e
resolucao de de 1,8 keV (FWHM) para 1,33 MeV e 0,850 keV (FWHM) para 122 keV). O
sistema é todo blindado com tijolos de chumbo de baixajiende fundo e resfriado com
nitrogénio liquido, cujo consumo € de, aproximadamente, 2,0 litros por dia.

De forma simplificada, ha a amplificacdo dos pulsos coletados e enviados ao MCA,
para convertdos de analogicos a digitais, formando um histograoergpresenta a energia
dos fétons absorvidos. E realizada a calibracéo do sistema comgadtés seladas’fPb
(46,5 keV) e€'*'Cs (661,7 keV)) para obter a identificacdo dos radionuclideos. Em seguida, a
obtencéo dos raios gama dos radionuclideoeptes nas amostras, sao feitos uma a uma por
24h. Ha o calculo do pico correspondente de cada radiagdo gama emitida, sendo subtraida a
radiacéo de fundo, ndo podendo ter interferéncia de outros elementos para obter as contagens
liquidas. Essas sao transfadas em contagens liquidas por segundo (cps), para serem usadas
em 2 equaces: equacdd Eficiéncia de deteccéo do aparellth & equacdo 2 atividade

especifica (A).

Equacéo 1:

N
E(E)_AxP
Onde:
0 = Efici®°ncia

N = Taxa de contagem (contagens/segundo)
A = Taxa de emisséo (decaimento/segundo)

P = Probabilidade de emissao

Com todos os dados necessarios adquiridos, foi determinada a atividade especifica
do radionuclideo (Bq:d #%b, ?Ra,?**U e *'Cs, para cada camada onde houve deteccao,

sendo expressa eguacao 2.
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A(e) = —

im.E

Onde:
A(e) = Atividade especifica do radionuclideo (Bg/g)
N = Numero de contagens liquidas do radionuclideo (cps)

U = Efici®°ncia do detector

m= massa da amostra (g)

A aquisicado da datacado de cada camada de sedimento foi realizada através da atividade
especifica do®®Pb em excesso®fPb exc) (Bq §) (APPLEBY e OLDFIELD, 1978),

expressa na equacao 3 abaixo.
210 _ 210 210
Pben - Pbmmi Pbsup{}rtﬂdﬂ

Onde:

1% total = contagem liquida na janela espécto radionuclideo;

2%} suportado = equivalente a contagem liquida do radiois6topg Raste caso nao foi
verificada nenhuma contribuicdo dest)Valores da atividade especifica foram expressos em

Bg cm?.

2.2.6. Sensoriamento remoto

Conforme apresentado nos objetivos deste trabalho, foi realizada uma investigacao
sobre perda de massa de gelo das geleiras anexas ao Lago Paron, o que contribui para a
formacao dos depdsitos sedimentares. Neste trabalho utilizamos resultados de um trabalho
paraklo realizado entre o LARAM®@erj/Think University na Alemanha/lIAEA, sob
orientacdo do Prof. Heitor Evangelidti@rj, que compilou vérias bases de dados das geleiras
em torno do Lago Pardn de forma a se obter os recuos de frente de geleira em uma sequéncia
temporal. De forma complementar, para se avaliar eventuais mudancas no nivel do lago ou

di ferentes padr»es de turbidez foi util i zad
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imagens das geleiras Huandoy, Chacraraju e Artesonraju, que contphuea variagdo do
volume hidrico e sedimentar do Parén, desde 1969.
Os resultados foram descritos e analisados conforme o fluxograma (figura 29) para

melhor clareza na integracdo dos dados e conclusdo do mesmo.

Figura 291 Fluxo dos resultados conformg&ecucdo dos métodos.

MUDANCAS INTERFERENCIA
CLIMATICAS BESELD. HUMANA

[ Trcis 7

Recuo de geleiras | Alteragdo do nivel
L= L dolago

Cobertura de nuvens

Taxa de
sedimentagido

A 4

Cronologia

\ 4

«—/38c 8N, oN
= Caracterizagio das 4_E
g

Susceptibilidade
¢ magnética

\ 4

Caracterizagao dos micro- s
5 § Resisténcia ao UV
01ganismos e suas respostas ao

meio ambiente

A 4

Caracterizagdo do
Paleoambiente

Fonte: Evangelista, H; a autora
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2.3. Resultados e discussao

2.3.1 Cronologia e Geoguimica sedimentar

Neste trabalho foram coletadostestemunhos sedimentares, sendo um, réplica do
outro, ja que foram amostrados no mesmo sitio com diferenca de apenas poucos metros.
Sobre o testemunho Parén 5 foram analisados os microorganismos, C, N, seus respectivos
isétopos e a susceptibilidade magreet Para o Paron 4, analisamos C, N, seus respectivos
isétopos, a susceptibilidade magnética, a granulometria e o P. Apenas o Paron 5 foi
fotografado antes da subamostragem. Como havia mais material disponivel a datacdo para o
Paron 4, este foi datado eatizamos uma equivaléncia de cronologias de deposicéo
sedi ment ar para o Par on™N,5cujab awsvasatihhmm maioses a n §
similaridades (figra30B).

Na figura30 A, € apresentada a curva de-P10 excesso e as taxas de sedimentacéo
paracada ano calculado a partir do modélonstant Rate of Suppl{CRS). A curva de
sedimentacdo mostra claramente 2 padrdes sedimentares, o primeiro na base do testemunhc
até aproximadamente 1940 quando a taxa de sedimentagéo cresce lentamente no tempo con
valores entre 0,1 e 0,5 cm/ano. Esta secdo do testemunho € caracterizada por um
enriguecimento de silte e argila com baixa concentracdo de C e N. Esta se¢do aqui datada a
partir de 1840 reflete uma dagiacdo pos Pequena Era do Gelo (PEG), que foi o ultimo
periodo quando as geleiras avancaram na Cordilheira dos Andes. -&stigue para a
Cordilheira Branca as geleiras tiveram uma perda de, aproximadamente, 30% da extenséo
desde a PEG e o inicio do século XX (JOMELLI et al., 2009). Na secao sedimentar entre
1940 e o presente, as taxas de sedimentacdo cresceram significativemteateas anos de
1940 e 1950, é possivel observar picos de taxa de sedimentacdo coincidente com eventos
reportados deGLOFs (Glfaci al L ake )Qued fepresentam Focessue O
avalanche glacial quando ocorre repentino desprendimento de massas de gelo sobre os lagos
periglaciais e pr@laciais, resultando na remobilizagcdo de uma grande concentragdo de
sedimentos a jusante das geleiras. Entre os anos de 1970 e 1980, de@wood histéricos
da Eletroperu SA, ocorreu reducdo do volume do lago, antropicamente, através da construcéo
de canais subterraneos para evitar o transbordo do lago pela &&0ke Apos o ano 2000

nossos dados de sensoriamento remoto mostram uraaddricido das frentes de geleiras que
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cercam o Lago Pardon, um padrdo que se repete para varias outras geleiras da Cordilheira

Branca.

Figura 30 i Imagens comparativas da cronologia e andlises isotopicas dos testemunhos

Paron4 e Paronb.
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Em relacdo aos resultados de susceptibilidade magnética e a taxa de sedimentacéo, o0s
valores do sedimento Paron 5 variaram entre 13,6 e 104,9 (S) xd@nélise de SM (figura
31). Uma das caracteristicas da SM ¢€ identificar o teor de ferromagaegissociado ao
sedimento analisado. Alguns estudos indicam a viabilidade de inferéncia quanto aos eventos
climaticos e as interferéncias antropicas. Valores mais baixos tém indicado que o material
depositado naquele sedimento tem caracteristicas resideidisrromagnetismo, além da
propria composicdo, por estes terem estado em locais de grande arrasto e declividade, néo
favorecendo sua interacdo com particulados ferromagnéticos ou estes graos que compdem
aquela camada do sedimento estiveram em constaveyem, em areas alagadas,
proporcionando a mesma condigao citada anteriormente (HANESCH; SCHOLGER, 2005). O
material arenoso dos 10 cm iniciais do sedimento demonstra esse padrdo com recuos intensos
das geleiras, conforme os registros de degelo e nagigdbral, pelos leques aluviais nas
morainas. Eventos antropicos também podem ser registrados no sedimento e determinados
conforme o magnetismo encontrado na susceptibilidade, caracterizando mal uso do solo ou
alta drenagem de regides alagadas (SCHACHTARHL et al, 1998). Como nos historicos
entre os anos de 1970 e 80 (entre 10 e 15 cm), com o0 escoamento através de anilhas
construidas pela Eletroperi SA, evitando os transbordamentos causados por intensos
derretimentos das geleiras (FENCH, 2018). Est& Hdefimido no aumento significante do
sinal de SM correspondente ao evento de drenagem intencional do lago. No periodo
equivalente aos eventos @& OFs (~25 cm), pode ser notada a diminuicdo repentina do sinal,
devido a esse aporte volumoso e repentino derfahrochoso para o lago. Mesmo o sinal
aumentando significativamente, em inversdo proporcional a taxa de sedimentacdo adquirida
pela datacdo do P (entre 30 e 35 cm), indica o aporte de material argiloso e que
permaneceu em relevo mais suave, ficaexjmosto a agentes bioclimaticos por mais tempo e
permitindo que interajam com particulados ferromagnéticos em maior intensidade (de JONG
et al, 2000). Caracteristicas de formacdo sedimentar, conforme descrito anteriormente, podem
ser encontradas nas areds borda das geleiras em dindmica intensa nas morainas, se

acumulando nos collvios presentes no perimetro do lago.



Figura31li Comparativo entre a suscetibilidade e os eventos listados conforme a cronologia.
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Conforme analises anteriores, fica mais claro ao adicionarmos os achados
elementares e isotdpicos, como os resultados de carbono (C) e nitrogénio (N) das amostras. A
primeira percepcdo ocorreu que somente foi possivel obter dados em todas as camadas de
porcentagem de ¥caGomuna para(a%d)ise elementar e isotdpica do
nitrog°nio, porcent adX mespdaivanmente, tevegcdntageas no%N )
definidas em algumas camadas superficiais (5 e 7) e nas profundas a partir da 41,
consequentemente afetando o resultado da relacdo C:N. Tais eventos podem estar
relacionados alguma problematica analitica ou a matéria organica presente nessas camadas dc
testemunho era indetectavel.

As taxas de %C variaram de 0,01 a 6,59, sendo que &i@icamada inicia com
indice médio, reduzindo significativamente entre a 22 e 82 camadas, em que 0s resultados de
%C ficaram abaixo de 0,73. Logo inicia um aumento em picos nas camadas 9 e 10, com
reducdo continua até a camada 23. Este aumento subdasmamadas 9 e 10 ocorreu pela
descarga antrépica da agua do lago, elevando a MO. Para um melhor entendimento, o nivel do
lago reduziu ao ponto de aumentar a concentragcdo da MO que foi se depositando no fundo do
lago. Houve um aumento subito entre asa@as 25 e 27, com redugéo continua até a camada
50, depois se mantendo na média de 0,20 até as camadas finais. Os valores de %N se

mantiveram abaixo de 0,58, em que nas camadas 9 e 10 foram as maiores taxas da



75

concentracdo desse elemento, seguindo da ipairc@mada (0,23), com as demais em valores
entre 0,015 e 0,08igura32).

Figura32i Relacéo dos valores de %C e %N com as caracteristicas geomorfologicas do

testemunho Paron5.
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Fonte: Evangelistd{; a autora

Esta variagdo na curva do carbono e nitrogénio demonstra que as camadas superficiais
possuem um aporte de matéria organica maior, inclusive podendo caracteuizizcom
atividades troficas dos micilor gani smos pr es e ntshmntsosoaem@peld un a
diversidade de hospedeiros compreendida entre o fitoplancton e microzooplancton
(MASSANA et al, 2007; JOVER et al, 2014), em que os virus e outros parasitos infectam e
realizam a lise celular do hospedeiro, permitindo a disponibilidade de biodessabono,
nitrogénio e foésforo, provenientes da célula hospedeira morta (JOVER et al, 2014). Esta
forma opool de matéria organica dissolvida (sifp®M, em inglés), permitindo o influxo da
ciclagem de nutrientes, alteracdo nas vias de manutencdo dencaobganico pelos
procariontes e possibilitam que a transferéncia de biomassa seja alcancada pelos niveis
troficos altos (MIDDELBOE et al, 2003b; MIKI et al, 2008)glra 33). Os shuntsséao
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atividades ecomicrobiolégicas bastante estudados e descritasapdrientes marinhos
(JOVER et al 2014 CAVICCHIOLI et al, 2019 e, atualmente, encontradas em lagos
oligotréficos, como os Andinos (KARRASCH et al, 2011).

Os valores baixos a partir dos 35 cm demonstram uma baixa atividade orgéanica nas
camadas profundague pode ser em decorréncia do consumo dos possiveis microrganismos
existentes, ou por sedimentos com baixa taxa de MO. Como relatado anteriormente, por se
tratar de um material rico em argila e silte, que ficou exposto a agentes bioclimaticos até ser
depositado no lago, permitiu interagdo com materiais ferromagnéticos que a maioria dos
micro-organismos nao suportam, além de nao ter ocorrido maiores depdsitos de vegetacao,

que ocorre na regiao.

Figura33i Esquema que ilustra um dos tipos parasitarios que contribuem com
disponibilidade de DOM.
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Fonte: JOVER et al (2014).

Os r e s ul™N tachm@m tivdram vélores baixos, enfgt e 3,0, onde a camada
de maior valor esta na 43,0) e os de maiores valores entre as camadas 11 e 25. Diante dos

padrbes determinados anteriormente, as 4 primeiras camadas indicam que as fontes sao
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terrestres, assim como as demais, com excecao da 17, 32, 35 e 39, que mostraram a condicac
de origem laustre de carbono. No caso das camadas 15, 16, 22, 25, 26 e 27 demonstraram
valores bem acima de 15, em especial a camada 27 (29,98), indicando que a matéria organica
depositada no sedimento do lago tem origem terrestre em alto nivel ou o lago deixou de
existir, neste periodo (RUDLOFF, 2016). Contudo, foi um evento isokadigura 34 ilustra

todas as condi¢cdes explicadas anteriormente, quando analisados os dados dos elementos
isétopos e SM.

Figura34i Andlises elementares, isotépicas e de susceagttd magnética do Paron5.
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Fonte: Evangelista, H; a autora.

Observando o levantamento por sensoriamento remoto realizado, entre 1969 e 2016
(ano da coleta do sedimento), ha o indicativo significante na variacdo da massa de neve/ gelo,
refletindo no vallme do Lago Pardéffigura 35). Esta variagdo é bem definida na regido
nordeste do lago (seta vermelha), onde tem a principal lingua de escoamento das geleiras para
o lago, em que tem até a formac&do de pequenos lagos acima do Parén. E possivel ver bem a
presenca das praias arenosas nesta regidao, em decorréncia do baixo volume do lago Paron e

deglaciacdes intensas, indicando processos geoldgicos mais recentes.
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Figura35i Compilacdo das imagens adquiridas da cronologia do Lago Paron.
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Os eventos anteriormente enumerados podem ser corroborados com o estudo ainda
nao publicado, realizado na regido do Lago Pardn, mostrando que as geleiras ao seu entorno

vém perdendo significativa massa de gelo desde os anos d€idae036).



Figura36 - Levantamento por sensoriamento remoto da bacia de drenagem
do Lago Paroén pelo consorcio Uerj/Universidade Think na
Alemanha e AIEA/ONU na obtencéo da dinamica do conteudo

glacial em torno do lago.

Limites de frente

de geleiras

1975
1076
1084

2000
2000
20m
2012
201
2014
— 2018
- 2016

Limites da

geleiras principal

1975
1976
1984
1987
1989
1991
2003
2008
2007
2008
2000
2010
201
2012
2013
2014
— 2015
— 2016

Increase
+

] T

Decreaso

~
N

[

Arewoue ybuay anbuo) ureyy
@)

8

Parén glacier area (km?)
a

1w 1980 1990 2000 2010
Year

Legenda:A - a dinamica do contetdo glacial em torno do lago; &pecificamente de
lingua de geleira principal; €mostra um declinio da area de gelo com maior aporte de
agua para o lago.
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2.3.2 Andlises nicrobiolégicas

2.3.2.1 Variacdo morfologica e metabolica ao longo do sedimento

Nas primeiras 36h de incubacdo, os meios de cultura com 10 e 100% de
concentracdo de R2A, em 25 °C, apresentaram um tapete de crescimento, sem definicdo e
isolamento das EUs. Porém, as caracteristicas fisicas de cada crescimento sdo melhor
estudadas ap0s isolamento em meio solido. Este foi realizado e, nhovamente, cresceram com
caracteristicas de colénia unica (odor fétido e intenso, cor branca leitosa, brilhosa, viscosa).
Para as bactérias incubadas em 5 °C ocorreu crescimento lento, sendo somente visivel um
tapete de crescimento bem sutil, ap6s 23 dias, tanto em 10 quanto em 100% de concentracao
de R2A. Contudo, somente sendo visto até a camada 36 cm do sedimento. Bpdsaad2

incubacédo que as demais camadas apresentaram crescimento badiguiaRY).

Figura37 1 Fotos dos crescimentos das camadd€ ke 46C, realizados a 5 e 25 °C, assim

como nas concentragdes de 10 e 100% de nutrientes R2A.

Legenda: Em (a) camada semeada em meio a 10% e incubada a 5 °Gdimada semeada em meio a 100% e
incubada a 5 °C; (¢) camada semeada em meio a 10% e incubada a 25 °C¢qdjada semeada em meio a
100% e incubada a 25 °C.

Fonte: a autora.

Visudmente, as col6nias crescidas em diferentes temperaturas e concentracdes de
nutrientes do meio R2A, ndo apresentaram diferencas quanto a tipos de colénias ou menos ou
mais expressivo crescimento bacteriano. Somente no tempo de crescimento que foi @onstatad
divergéncia, mesmo analisando camada qamada (figra 38). Tas dados expressam a
presenca de microrganismos psicrofilos e mesofilos ao longo dos 60 cm deste sedimento,
podendo ter alguns moderadamente psicrofilos (psicrotroficas), que modulam o seu
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metabolismo conforme a disposi¢do de agua no estado liquido (CHRISTNER, 2010). Quando
falando em tolerdncia a temperatura. No quesito nutricdo, mesmo 0s semeios nao
apresentando diferencas no crescimento de cada colbnia, por mais que esses micro
organismosestejam em um ambiente oligotrofico, como o Lago Pardn, a restricdo ou a

disponibilidade total dos nutrientes pareceu nao -ddeta

Figura38 i Imagens das culturas nas temperaturas de 5 e 25 °C, nas concentracdes de 10 e
100%, das amostras do centrotestemunho nas camadas de topo, meio e fundo.

= = ey e

Legenda: Ai camadas -B(C) e 16012(C) 5 °C 10%; B camadas -B(C) e 1012(C) 5 °C 100%; @ camadas
25-27(E) e 2830(E) 5 °C 10%; O camadas 3B3(C) e 3436(C) 5 °C 100%; E camadas 557(C) e 5860(C)
5°C 10%; Fi camadas 5%7(C) e 5860(C) 5 °C 100%; G camadas -B(C) e 1012(C) 25 °C 10%; H
camadas -B(E) e 1012(E) 25 °C 100%; + camadas 3B3(C) e 3436(C) 25 °C 10%; J camadas 3B3(C) e
34-36(C) 25 °C 100%; k camadas 557(C) e 5860(C) 25°C 10%; L- camadas 557(C) e 5860(C) 25 °C
100%.

Fonte: Kozlowsky, D.

Como explicado no item 33 foram extraidas subamostras da area de
contaminantes e outra livre de contaminantes foram utilizadas para semeio. O objetivo era
identificar possigis coldnias diferentes entre as areas, determinando que tem uma regiao do

testemunho mais estéril em relacdo a outra. De acordo com os resultados das colbnias, ndo
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houve diferenca entre elas, mesmo sendo cultivadas em temperaturas e concentragdes de
nutrientesdistintos (figira 39).

Figura391 Imagens que ilustram as semelhancas em cultivos de camadas como topo e fundo,

em diferentes temperaturas e concentragdes de nutrientes de R2A.

Legenda: A camadas B (C) e 46 (C) 5°C 10%; B- camadas-B (E) e 46 (E) 5 °C 10%; G camadas -B (C)
e 46 (C) 5 °C 100%; D camadas -B (E) e 46 (E) 5 °C 100%; E camadas -B (C) e 46 (C) 25 °C 10%; F
camadas-B (E) e 46 (E) 25 °C 10%; G camadas B (C) e 46 (C) 25 °C 100%; H camadas B (E) e 46 (E)
25°C 100%; I 55-57(C) e 5860 (C) 25 °C 10%; J55-57(E) e 5860 (E) 5 °C 10%; k 55-57(C) e 5860 (C) 5
°C 100%; L- 55-57(E) e 5860 (E) 5 °C 100%; M 55-57(C) e 5860 (C) 25 °C 10%; N 55-57(E) e 5860 (E)
25°C 10%0 - 55-57(C) e 5860 (C) 25 °C 100%; P55-57(E) e 5860 (E) 25 °C 100%.

Fonte: a autora.

Para uma ratificacdo de possibilidade de presenca de coliformes fecdis et

nas amostras, foi realizado o Colitest®, com controle negativo e positivo. Os resultados
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mostraram auséncia de coliformeg&.ecoli, apés 36h de cultivo e uso de indol, excluindo o
controle positivo que apresentou a coloragao amarela e o alo vermelladobifigura40).
A coloracdo do controle positivo apresentou uma coloracdo estranha por ter agitado,

acidentalmente, a amostra apoés a inclusao do indol.

Figura40i Resultado do teste das amostras com o Colitest®.

LegendaA i Resultado mostrandaiq ap6s 36h de cultivo, o controle

positivo (C+) deu positivo para coliformes, com a cor amarela do cultivo e as
amostras de sedimento com resultados negativoseBultado apds a adi¢ao

de indol no C+ para ilustrar a presenca de E. coli.

Fonte: a autora

Foi feito teste bioquimico de catalase nas culturas e em todas o mesmo resultado de
catalase positiva, afirmando que se tratava de uma colénia somente. Contudo, apos fixar em
lamina para MOp e fazendo a coloracdo de gram, a visualizacdo em 4008xerid@rou
que tinha uma interacdo de diversos mimrganismos diferentes, sugerindo a formacgao de
tapete microbiano ou biofilme, que variava conforme as camadas eram analisadas. A
visualizacdo ao MOp causava confusdo sobre algumas estruturas, queandm esndo
identificadas, pois ndo apresentavam coloracdo do gram. Era uma coloragdo marrom, no que
seriam células maiores que bactérias. Com uma nova estratégia, que somente pode ser
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executada nas laminas dos cultivos de 5 °C, pois as demais ja tinloacorsidas, algumas
laminas foram analisadas ao MOp antes da coloracao e foi possivel identificar estruturas que
se perdiam na coloracao de gram endefinidas (figzira41). Naofoi possivel fazer novas
laminas para analise, porque essa percepcado sontentelbapds descarte dos cultivos e sem

possibilidade para novos semeios.

Figura4li Imagens extraidas das laminas antes da coloragéo de gram ser executada.

LegendaA a E- Algas diatoméaceas (OAQUIN2017); Fi polém de pteridofita (COELHCESTEVES, 2011);
G a Li estruturas sem identificacao.
Fonte:a autora

Ao observar as laminas sem coloragdo para entender as estruturas microscépicas que
compunham as laminas coradas com gram, foi possivel constatar o crescimento de uma
diversidade microbiolégica em meio R2A, tanto nas diferentes temperaturas, quanto
concentacdo de nutrientes. Houve variacdo na diversidade conforme as camadas eram
analisadas, entre bactérias (cocos, cocobacilos, bacilos, diplococos, diplobacilos,
estreptococos, estreptobacilos, bastdes, vibrides, espirilos e espiroquetas), fungos (leveduras,
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hifas e esporos), algas (diatomaceas e outras), esporos, além de outras estruturas nao
identificadas(tabelas 5, 67 e 8. Foi observado um gréo de poélem presente em um dos
cultivos, que se assemelha a polém de pteridéfitas Polypodiaceae (COELHO; ESTEVES,
2011) figura4l F), presente na camada-5%, ou seja, camada mais profunda, préxima do
final do perfil de sedimento amostrado. N&o era possivel contaminacao, pois, ndo ha plantas
no laboratério, tudo estava limpo e esterilizado, sendo usado materipfes@amvo e
descartavel, a cada camada, e todo processo realizado dentro do fluxo laminar limpo e
esterilizado com luz UVC. E relatado que na regifo de Ancash tem registros de
Polypodiaceae, de acordo com Almeida et al, 2017.

Como observado, tanto no semajuanto na visualizagdo ao MOp, néo foi possivel
guantificar as UFCs e de mieasganismos identificados, respectivamente. No caso da
identificacdo em laminas ao MOp, os microbios se apresentavam aglomerados, muitas vezes

impossibilitando diferenciacdalém da contagem individudiqura4?2).

Figura42 i Imagens das laminas de MOp em coloracdo gram das primeiras camadas do
sedimento, sendo Aincubada a 25 °C a 100% de R2A: Bicubada a 25 °C a
10% de R2A.

Fonte: Kozlowsky, D.

Como pode ser vist em todas as tabelas a segfiabela 5, 6, 7 e 8)tem
subamostras como ATOPO e APROFO. Estas for :
como camadas que estariam em contato com a tampa do estojo, em cada extremidade do

testemunho, que néo foi descontaminada antes da coleta do sedimento. O pm@pésitee
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tinha alguma diferenca na diversidade de contaminantes, ou qualquer outra constatacéo
possivel de contaminacdo dessas camadas em relacdo as demais. Estudos indicam que en
camadas superficiais de sedimento, demonstram os-origanismos com maigelacado do

gue esta presente na comunidade bentbnica e na cbiuri gdiaeente (BESEMER, 2015).

Tabela 5 Descricdo morfolégica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas

[Aminas dos cultivos de 5 °C a 10% de R2A de cada camada.

1-3C
4-5C
oc I
10-12C
13-15C
16-18C
19-21C
22-M4C
25-27C
28-30C
31-33C
34-36C
37-39C
A40-42C
43-45C
45-48C
43-51C
52-54C
55-57C
| SE-60C
TOP
1-3F
4-6E
T-3E
10-12E
13-15E
16-18E
19-21E
22-24E
25-27E
28-30E
31-33E
34-36E
37-39E
40-42E
43-45E
46-48E
49-51E
52-54E
55-57E
58-60F F—
P REF —

Legenda Gram positivo (+) e negativo)(apés cada morfologia, em linha. Cultivos das areas livres de
contaminacéo (C) e areas de contaminantes (E) do testemunho, localizado em cada camada, na primeira coluna.

Como pode ser observado nos resultados adquir@@nalise das laminas ao MOp,
de cada camada, tem uma diversidade significativa, além de variacdo quando comparadas as
camadas de topo, meio e fundo. Infelizmente, no semeio de 5 °C a 10% de R2A tiveram 2
perdas, 3133C e 3436C, que sofreram congelamemimdental, sem possibilidades de repetir
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0S semeios. Uma constatagcdo importante foi a concentragcdo de algas, possivelmente,
Chloromonas speconforme descrito em Hanzelova et al (2018).

Por mais que a quantificacdo ndo possa ter sido realizada, a percespglalesse
micro-organismo, nas laminas, era de maior concentracdo nas camadas superficiais,
diminuindo nas camadas de meio, tendo um aumento consideravel de formas bacilares nas
camadas de fundo. Contudo, a andlise individual de cada método de incalmagécao para
os cultivos, indica que em 5 °C a 10% de R2A, as algas estavam presentes em quase todas as
camadas e com diversidades variadas entre as camadas. As formas bacterianas que constan
de forma significativa sdo as variagcdes de cocos e ba@ipscocos, cocobacilos e
diplobacilos), seguido da presenca de filamentos, alguns contendo esporangiosde
apresentarem morfologia que os assemelha aosde serem fungos, mas bactérias como Actinobacteria e
Firmucute possuem a mesma estrutura dgdsirfilamentosos e tém sido encontrados pela
criosfera terrestre (STOODLEY et al, 2002; MARGESIN e MITEVA, 2011; BESEMER,
2016; BUSI et al, 2022).

Ao comparar os cultivos das areas (C) com a areas (E) do testemunho, ndo demonstrou
gue tem algum contaminantpois a distribuicdo e diversidade mostrou similar, quando

analisada por essa temperatura e nutricao.
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Tabela 6 Descrigdo morfolégica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de”® a 100% de R2A de cada camada.

1-3¢
4-6C
7-9C
10-12C
13150
16-18C
19-21C ||
22-24C
25270
28-30C
31-33C
34-36C
37-39C
A0-42C
43.45¢
46-45C
49-51C
52-54C
55-57C
5B-60C
TOP
1.3
4-GE
7.56
10-12E
13-15¢
16-18E
19-21E
22-24F
25.97€
28-30
31-33E
34-36
37-39E
a0-42E
43-85¢
46-48E
4951
52.54E
55-57E

S58-60E H
FROF

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cada morfologia, em linha. Cultivos das areas livres de
contaminagdo (C) e areas de contaminantes (E) do testemunho, localizado em cada camada, na primeira coluna.

O mesmo foi constatado nos cultivos de 5 °C a 100% de R2A. Entretanto, ao comparar
os teores nutritivos dos cultivos nesta temperatura de incubagédo, mostrou que em 100% teve
alteracdo de alguns micorganismos, como espiroquetas e espirilos. Porém, usddgméo
de algumas morfologias microbianas, quando a concentracdo estd a 10% de R2A, como:
cocobacilos gram, bacilos gram +, diplobacilos gram +, espiroquetas, em algumas camadas.
Quanto a comparacao entre as areas (C) e (E) do testemunho, indicamonoessultado

anterior.
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Tabela 7- Descricdo morfoldgica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de 25 °C a 10% de R2A de cada camada.

55-57E

T — -

Legenda: Gram positivo (+) e negative @pdés cada morfologia, em linha. Cultty das areas livres de
contaminacdo (C) e areas de contaminantes (E) do testemunho, localizado em cada camada, na primeira coluna.

Ao analisar os microrganismos cultivados em 25 °C a 10% de R2A foi identificada
uma maior diversidade ao longo das camsadaostrando uma predilecdo anteriormente
observada, como para algas e estruturas como hifas, nas camadas mais superficiais e demais
morfologias em estratos mais profundos do sedimento. Dentre as que mais se desenvolveram
em 25 °C a 10% de R2A foram os os@ram + e, diplococos gram + € cocobacilos gram
+ e -, estreptococos gram +, bacilos gram + e espiroquetas gram +. Infelizmente nao foi
possivel analisar as laminas de 25 °C antes de serem coradas, como foi explicado
anteriormente, mas partes daifggia da maioria das laminas, dessa categoria, ndo foram

afetadas pelo processo de gram. Ao comprar as areas (C) e (E) do testemunho em cada
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camada, mostra que alguns tipos bacterianos tém maior ocorréncia em (E) como 0s cocos e
cocobacilo, ambos gram principalmente, ao observar a distribuicdo nas camadas, contudo,

sem conclusédo quanto a contaminacao.

Tabela 8 Descrigdo morfolégica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas

[aminas dos cultivos de 25 °C a 100% de R2A de cada camada.

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pos cada morfologia, em linha. Cultivos das areas livres de

contaminacgéo (C) e areas de contaminantes (E) do testemunho, localizado em cada camada, na primeira coluna.

Ao analisar os cultivos de 25 °C a 100% d2ARa presenca de alguns miero
organismos se manteve, como as algas, cocos gram +, cocobacilos gram +, bacilos gram + e
hifas. Contudo, alguns mostram uma predilecdo tanto nutritiva quanto térmica. Quando é

estudada a diferenca de crescimento entre as &®a® (E), neste cultivo, ndo séo
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constatados resultados significativos, exceto pela aparicdo de alguns goam diplococos,
estafilococoss e bastoes.

Com a diversidade crescente nesta temperatura, em comparacdo com o0s cultivos
realizados em 5 °C, miwa que alguns representantes possuem metabolismo psicrotolerante,
com crescimento presente tanto em 5 °C quanto de 25 °C, como algas, cocos gram +,
cocobacilos gram + e bacilos gram +. Mas, claramente, alguns mostraram preferéncia em 5
°C, indicando seremastritamente psicroéfilos, como mieooganismos que sao filamentosos.
Outras indicaram ser mesdfilas, por crescerem somente em 25 °C, como 0S estreptococos e
estafilococos, em ambos os gram, diplobacilos gram +, estreptobacilos gram eseirilos
gram +. O crescimento estritamente mesofilo pode significar que sejam comensais aos
animais endotérmicos, incluindo o homem, ja que é um local turistico, de monitoramento
constante pelo volume variavel do lago e sua drenagem, além de histéria de ocupag@o. O la
estando presente em um Parque Natural, com preservagdo nacional, a vida selvagem é mais
presente, podendo ter mieboganismos estritos ou zoonaticos.

Alguns fatores ambientais séo limitantes para a vida ter sucesso e que podem alterar
funcdes metabolas a fim de uma possivel adaptacdo, como temperatura e disponibilidade de
agua no estado liquido (SCHMIDT, 2019). Mesmo em ambientes hostis, como a criosfera,
permite uma diversidade significativa de mior@anismos como 0s apresentados nesses
resultados. Os impactos que esses organismos sofrem incluem reducdo de reacdes
enzimaticas, limitados niveis de nutrientes, variagdes bruscas no pH, exposicdo ao UV e
salinidade (MARGESIN e MITEVA, 2011).

O meio de cultura, com baixo teor nutritivo como o R2A, tem o propdsito de
crescimento de microrganismos cultivaveis e presentes em agua potavel ou natural, que ja é
oligotréfica. O objetivo do cultivo com variacdo na disponibilidade de R2A era ter o
sulgimento de microbios oligotréficos (baixa nutricdo) e/ou nutricho um pouco menos
oligotréfica, por ter maior disposi¢do de nutrientes, sem chegar ao nivel eutréfico. Poucos
micro-organismos do sedimento analisado indicaram preferéncia nutritiva, por exempb
°C as algas indicaram serem mais seletivos para um ambiente menos oligotréfico (100% de
R2A). Coerente com a literatura que aponta a participagcdo das algas na manutencéo da
matéria organica do lago e nos ciclos biogeoquimicos (KARRASCH et al, ZOVER et al,

2014; BESEMER, 2016). Assim como, na inferéncia dos achados a 25 °C, os estreptococos
gram 1, estafilococos gram + & e espirilos gram + tém melhor crescimento em 100%,
contrario dos diplococos, cocobacilos e bacilos que tiveram melhorvdégerento em

ambiente muito oligotrofico (10% de R2A).
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Ao observar esses resultados, constatamos uma interagdo microbiana, sugerindo
formacgao de biofilme microbiano, porque os cultivos ndo apresentaram qualquer diferenca na
formacdo de coldnias, apontandl@rescimento de 1 mictarganismo, somente. Contudo, as
laminas contendo esfregaco em lamina para MOp de cada cultivo mostrou diferentes
morfologias microbianas presentes em cada camada.

Os biofilmes bacterianos estdo presentes em muitos ecossistentasd em
sedimentos lacustres, participando dos processos biogeoquimicos. A presenca de biofilme em
sedimentos tem um papel importante na estabilidade do mesmo, evitando que haja
ressuspensadigura43) (STOODLEY et al, 2002; BESEMER, 2016). Esse tigoedtrutura
microbiana surge conforme afinidade e adaptacbes aos parametros ambientais que esses
organismos se encontram. Na criosfera, representantes bacterianos, como: Firicutes,
Actinobacterias, Verrucomicrobiota, Planctomicetos, Proteobacteria, Acigolba e
DeinococcusThermus estdo presentes nos biofiimes (MARESIN; MITEVA, 2011). Fungos,
algas e arqueias também estdo presentes, principalmente, os dois primeiros possuem a fungac
de decomposicdo da matéria organica (OLAPADE; LEFF, 2005)

Figura 43 7 Visdo esquematica da formacdo da metacomunidade do

biofilme e a participacdo na biogeoquimica em corpos

hidricos.
| Stream biogeochemistry, Regional geology,
o water temperature, | hydrology,

light, pH = landscape topography -

 — Fa— -

Organic carbon, ‘

& Streambed landscape, 2
- nutrient, : Metacommunity
ooy 4= |ocal hydrodynamics \
mm— v : = 14 v
Local adaption ’ int eB :::t:lt?o ne Dispersal
: v
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Fonte: Besemer, K., 2016.
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Este trabalho ndo foi capaz de determinar de forma qualitativa ou quantitativa a
presenca ou auséncia de virus sabamostras. Mas, estudos como Busi et al (2022)
determinaram que biofilmes que possuem uma variedade em procariontes e eucariontes,
fatores de equilibrio naturais, como sistema parasipedeiro, coexistem. Por mais que
cada micreorganismo possa tera@acteristicas inibitorias para o equilibrio populacional,
regulando a taxa de crescimento de cada individuo que compde o biofilme, parasitos também
estardo presentes nessas regulacdes, como os virus (SANGHRRZANCO et al, 2020).

As identificacbes morfdigicas e de gram realizadas nas laminas microscépicas de
cada cultura adquirida, permitiu que fossem visualizados representantes bacterianos, fungicos
e algas. Conforme achados pela criosfera terrestre é possivel inferir que nessas subamostras
existem mico-organismos de interesses diversos, até mesmo potenciais proxy para
identificacdo de processos geocronologicoss. Estudos demonstram que essa diversidade pode
ter diversas funcdes, contudo, as mais preocupantes envolverrongaresmos de potencial
patol@ico (PERINI et al, 2019; SAJJAD et al, 2020; YARZABAL et al, 2021).
Historicamente, pandemias e guerras fizeram parte da vida humana, possibilitando que
regides glaciais, principalmente, nas localidades da Eurasia e Américas abrigassem micro
organismos. Mdangas climaticas vém afetando essas areas de alta sensibilidade, que
possuem manto de gelo ou solo congelado permanentemente, derretam expondo fungos,
bactérias e virus ainda viaveis, ou, até mesmo, material genétidento (figura 44)
(YARZABAL et al, 2021; Jl et al, 2022; LIU et al, 2022).
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Figura44i Esquema indicando a liberac&o de patdgenos e as implicacdes ecoldgicas.

44 Am:-entmmobesl

@4 Native microbes I

&7 { Disturbed microbial diversity |
"w e [ Boosxed microbes inhabiting the water

I Increased carbon and organic matter ]

A Disturbs indigenous

" Lt M aaaanan:
= %

Fonte: SAJJAD et al, 2020

Para os géneros de cocos de interesse na saude, todos estdo classificadgam
negativo (ANVISA, 2008), cuja representatividade nos cultivos foi praticamente
insignificante, ndo s6 em aparicdo como quantidade quando visualizados nas laminas. A
predominancia de microrganimos observados foi de gram positivos, como exemplo
bacilos, encontrados em diversas localidades e com mecanismos adaptativos a sobrevivéncia

em ambientes hostis, seguido pela identificacdo de cocos, basgmoguetagiigurass).
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Figura45 - Imagens extraidas dos cultivos em R2A em 400x.

LegendaA- Bacilos; Bi bastéo; @ espiroquetas; Bcocos.
Fonte: a autora.

Trabalhos realizados na regido Andina mostraram a presenca deong@nismos
encontrados nas demais regides glaciais dogpd, até mesmo biofilmes. Parro et al (2016)
detectou os mesmos exemplares em suas amostras de lagos dos Andes Argentinos, usandc
técnicas de microarrays, sequenciamento e analise filogenética. Saeormamsmos de
grande interesse médico, industeahmbiental. Dependendo da espécie encontrada de cada
filo bacteriano citado acima, possuem capacidade de degradacdo e/ou fixagcdo de elementos
guimicos que causam impactos por poluicdo ou que regulem a quantidade, evitando a
toxicidade ambiental (MARESINMITEVA, 2011; GONZALEZTORIL; AGUILERA,

2019).

Conforme apresentado nas tabelas de 5 a 8, é possivel notar formas como hifas e
filamentos, além de filamentosas, que apresentaram gram positivo. Ao identificar os
representantes que sao identificados nas uymess) realizadas na criosfera (ANESIO;
LAYBOURN-PARRY, 2012; LAROSE et al, 2013; MACCARIO et al, 2015; MARGESIN;
COLLINS, 2019; SHARMAGHIMIRE et al, 2019), principalmente nos Andes
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(ALBARRACIN et al, 2015; ORDONEZ et al, 2015; RASUK et al, 2017; POLLAakt
2018; PARRO et al, 2019), as Actinobactérias formam um filo cujas caracteristicas se

assemelham a outros mienoganismos, comfungos (figira46).

Figura 46 7 Imagens extraidas dos cultivos em R2A em 400x, indicando as formas

filamentosas, hifas e esporos, sugerindo Actinobacterias conforme com

Fonte: a autora.

Leveduras também estavam presentes em algumas camadaschuribst do lago
Parén (figira 47). Pesquisas realizad&n outras regides glaciares indicaram a presenca
desses fungos em sedimento, principalmente, por serem encontrados com grande facilidade

em solos, em especial, com teor organico significativo.
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Figura 47 i Imagens extraidas dos semeios em R2A, em 400x, que apresentaram Leveduras,
indicando formas que sugerem géneros como: Mrakia, conforme com
ThomasHall et al (2010); B- Cystofilobasidium, conforme com Pontes et al
(2015); C- Holtermanniella, onforme Wuchkowski et al (2011).

Fonte: a autora.

Como relatado nas tabelas de 4 a 7, algumas camadas tiveram outras estruturas nao
identificaveis (fgura 48), contudo, sugerindo serem micro invertebrados, artrépodes,
conhecidos como tardigrados e rédsa Um outro parecia ter concha, sugerindo ser um

molusco.
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Figura48i Imagens de outras estruturas encontradas nas camadas em diferentes temperaturas

e nutri¢des.

Fonte: a autora.

Os acaros tém sido encontrados em sedimentos nos Andes, principalmente, em estudos
como compreensdo de teias tréficas (MODENUTTI et al, 1998), descricdo de espécies
(PESIC et al, 2010) e proxies para a presenca de macrofauna, na regido de Cuzco/ Peru
(CHEPSTOW-LUSTY et al, 2019). Neste trabalho, esses espécimes foram identificados na
altima camada.

Os possiveis tardigrados foram identificados por estarem desincistados e houve a
coloracdo. E provavel que tenham outros e em forma de cistos, principalmante n
temperaturas mais baixas e condicdo oligotréfica extrema. S&o invertebrados
poliextremafilos, principalmente conhecidos pela resisténcia a altas doses de radiacéo,
incluindo a césmica. Contudo, estudos recentes tém identificado que as mudancas<limatica
estdo afetando a sobrevivéncia deste animal. Mesmo ele sendo resistente a diversas
adversidades ambientais, a temperatura parece ser a fraqueza deste invertebrado. O
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aquecimento global tem afetado drasticamente a sobrevivéncia dele, por demonstragdes de
sensibilidade as altas temperaturas (NEVES et al, 2020).

2.3.2.2. Resisténcia bacteriana a Radiacdo Ultravioleta C (UVC)

Os resultados obtidos da resisténcia bacteriana mostraram um padrdo esperado de
menor exposicao das amostras ao UVC gerar ainds coldnias que em maior exposicao.
Porém, em alguns cultivos as coldnias cresceram ao ponto de formarem tapetes. Para esse
experimento foi considerado somente a parte nobre do testemunho, ou seja, mais integra
guanto a contaminantes, a area (C), ou sajarme do testemunhéigura49).

Quando avaliados os resultados por tempo de exposicdo, em 5 segundos, exceto a
primeira camada, as camadas tiveram contagens mais baixas até o meio do testemunho, com
maior crescimento nas camadas profundas. Em 15 segjumanesmo que em 5 segundos,
mas as menores contagens foran38&, 1315C, 3133C e 2224C, em sequéncia. Em 30
segundos manteve o padrao das exposi¢cdes acima, sendo que as menores contagens foram 3¢
36C, 3133C, 1618C, 2830C e 1315C. Curiosamente, agas exposicdes é possivel ver a
distincdo bem aparente entre as camadas. Até a metade do testemunho tiveram mais baixas
contagens de UFCs, sendo possivel distiag)idiferente das camadas abaixo da metade do
testemunho que foram incontaveis por formatren tapete microbioldgico.

Quando analisado o tempo de exposi¢cédo de 60 segundos ao UVC algumas culturas nao
tiveram crescimento (333C e 3436C). Ao comparar os tempos de exposi¢cdo ao UVC de
30s e 60s, comeca a ter uma mudanca no cenarierdssimentos, com contagens mais
definidas e mais variadas. Até a camada3@8@ teve uma diminuicdo consideravel na

contagem das UFCs, bem como nas camadas a partirs#55
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Figura49i Contagens das UFCs e variacdo gréafica conforme exposigd@gao UVC.

Camadas UwcS5s Uwcl5s Uwc30s Uvcb0s Uvc120s Uvc300s Uvc 600 s R 5000 10000
1-3cm | 2000 1000 228 11 ] ] 0
4 - 6cm 023 400 104 4 ] 1 1] Doses:
7 - 9cm 1300 1300 155 39 3 0 0 : .,;J-..T:cf;h

10- 12em| 1100 S00 246 44 14 4 0 UNC 305

13- 15m| 419 170 28 11 0 3 0 ;J:Eiﬁfn:
16-18m| 1500 1600 4 20 3 0 0 UNE 3005

19-21em| 625 377 pal 4 1 4] 0 el

22 - 2dem 270 224 32 15 12 0 0

25- 27cm 578 BE2 72 5 1 ] 0

28- 30cm 750 715 24 1 ] 33 0

31-33cm 702 210 4 0 ] 1 0

34 - 36cm 823 141 2 0 ] 2 0

37-3%cm| 2000 5000 1500 585 715 1 0

40-42cm| 2300 3000 1006 622 46 ] 0

43-45cm| 4000 5000 2000 990 32 E, 0

46- 48cm| 3800 3500 2200 802 156 7 14

49-51cm| 2300 3500 1100 690 36 3 4

52-54cm| 2100 2800 1800 865 82 1 3

55-57cm| 4000 1000 1200 28 ] ] 1

58-60cm| 4000 1500 1300 21 2 ] 0

Fonte: Evangelista, H; a autora

Ao analisar a exposi¢ao ao UVC de 120s, que possui uma dose de radiagéo alta (13,56
mJ/cnf), indica uma resisténcia consideravel para os organismos que sobrevivam a ela. As
culturas néo resistentes a esse tempo de exposicao foram as ca@dasC, 1315C, 28
30C, 3133C, 3436C e 5557C, j& comecaram a demonstrar a seletividade a ress@nc
radiacdo. Houve queda consideravel na contagem de UFCs até a metade do testemunho, €
essa reducdo continua nas camadas finais do testemunho. A maior contagem foi da camada
37-39C.

Continuando a analise por tempo de exposi¢cao ao UVC, a cam&@CaA8ve uma
reducdo drastica em 60s, ndo tendo mais indicios de crescimento em 120s, voltando a ter
UFCs contaveis em 300s e a maior (33 UFCs). As camafis #612C, 1315C, 3133C,
34-36C, 37%39C, 4345C, 4648C, 4951C e 5254C tiveram contagens bem bax@de UFCs,
se mantendo abaixo de 9 unidades.

Ao analisar a ultima e maior tempo de exposi¢do ao UVC, de 600s, somente tiveram
crescimento em 488C, 4951C, 5252C e 5557C.

Os cultivos a partir da camada-39, até o final do testemunho, se mostraram be
altas até os 30s, com diferencas em 60s. Pai203veducdo consideravel em 60s (595
UFCs), aumentando um pouco em 120s (715 UFCs). Em 300s de exposicdo houve uma

reducdo bastante expressiva para 1 UFC, inexistindo UFCs em 600s-£2nné0exposicao
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de 60s houve queda para 622 UFCs, se mostrando continua e expressiva nas demais com 4¢€
UFCs (120s) e nao tendo mais crescimento a partir de 300s. P4%a #8 contabilizada a

maior contagem da exposicao de 60s, reduzindo brutalmente em 120s (32 UEGs)nead
continua em 300s (9 UFCs), sendo o ultimo crescimento da camada e area. Na catBada 46
nos 60s de exposicao, teve a contagem de 802 UFCs, declinando vertiginosamente em 120s
(156 UFCs), 300s (7 UFCs), com um pequeno pico em 600s (14 UFCs) 9Pdrands 60s

teve a contagem de 690 UFCs, com diminuicdo expressiva em 120s (36 UFCs), 300s (3
UFCs) e 600s (4 UFCs). Na camada®Ras UFCs contabilizaram em 865, na exposicéo de

60s, com diminui¢cdo brusca em 120s (82 UFCs), 300s (1 UFC), com aumes@lsr(B

UFCs). Para 557, de incontaveis seguiu para 28 UFCs em 60s, com auséncia de contagens a
partir de 120s, com a aparicdo de 1 UFC em 600s. Na camd&faté8e o mesmo padrdo da
camada anterior, com 21 UFCs em 60s de exposicdo, continuando erf2 1298s), ndo
havendo mais crescimentos nos demais periodos de irradiacdo dessa camada. Para a camad
61se repetiu o cenario com 26 UFCs na exposi¢cdo de 60s e 4 UFCs em 120s, somente.

AplOs a andlise quantitativa, qualitativamente as exposi¢cdes tiveranitados
curiosos, mas consistentes ndo s6 com o0s achados pela criosfera terrestre, mas de
experimentos com resisténcia ao UV na microbiologia. Ao observar as tabelas de 9 a 15,
mostraram que 0s crescimentos em todos os tempos de exposicdo ao UVC rerosaa
tiveram micreorganismos com morfologias constando hifas, esporangios, esporos e bacilos
(figura 50). Quanto as hifas e esporangios sao estruturas presentes em representantes dos
dominios Bacteria e Eukaria, actinobactéria e fungos filamentossgectivamente. Sao
encontradas em locais com geleiras permanentes do planeta, demonstrando alta resisténcia &
radiacdo UV, segundo Maccario et al (2015), Bull et al (2018) e Perini et al (2019). Tem
muitos bacilos resistentes ao UV, sendo até definidoamo Nfdos2 metros
(COCKELL et al, 2002), excepcionalmente se esses formarem endosporos, que é uma forma
de sobrevivéncia as adversidades que o ambiente pode expor. Sdo bem comuns em todos o¢
tipos de ambientes, inclusive criosfera. Bactérias Futegctambém tem formato bacilos, se
apresentando gram positivo e negativo, sendo resistentes ao UV e presentes nas amostras de
geleiras, inclusive Andes (GONZALETYORIL et al, 2015).
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Figura 50i Imagens das laminas em resisténcias ao UV.

LegendaA i Hifas e esporangios e-Bacilos.
Fonte:a autora.
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Tabela 9 Descrigcdo morfolégica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radiagdo Ultravioleta C (UVC) por 5

segundos.
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1-3C

4-6C

7-9C
10-12C
13-15C
16-18C
15-21C
22-24C
25-27C

28-30¢
31-33C |
34-36C

37-39C
40-42C
43-45C
46-48C
49-51C
52-54C
55-57C
58-60C

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cada morfologia, em linha.

Em todas as camadas houve crescimento de +foigamismos com hifas e
esporangios, ja descritos anteriormente as possibilidades de identificacdo para essas
estruturas, excefpara as camadas-3®C e 3133C. Ao analisar as col6nias, no crescimento
dos meios de cultivo, ndo tinham caracteristicas de fungos, mas similares as actinobactérias
(figura 51). Somente as camadas-28C e 3133C ndo tiveram esses crescimentos, se
limitando aos bacilos gram positivos, cocobacilos gram positivos e negativos e cocos gram
positivos. As algas estavam distribuidas entre zonas das camadas, mas € interessante consta

que até a metade do testemunho, se mantém uma maior diversidade morfolG&iied.esp
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Figura51i Imagens de cultivos resistentes a exposicao de 5s ao UVC.

possivelmente, verdes chlorococal (HANZELOVAa&t2018)
Fonte:a autora.
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Tabela 10 Descri¢cdo morfolégica dos micarganismos e coloragéo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radia¢do Ultravioleta C (UVC) por 15

segundos.

1-3C

4-6C

7-9C
10-12C
13-15C
16-18C
19-21C
22-24C
25-27C

28-30C
31-33C
34-36C

37-39C
40-42C |
43-45C
46-48C
49-51C
52-54C
55-57C
58-60C
Legenda: Gram positivo (+)reegativo ) apdés cada morfologia, em linha.

Em todas as camadas tiveram crescimento, inclusive com hifas e esporangios, assim
como esporos. Além desses, bacilos e algas, como diatomaceas. Mais uma vez, com a
observacdo das camadas superiores terem maersidade na resisténcia nesse tempo de
exposicao aos raid$VC. Outras estruturas néo identificadas foram vistas na camatizC40

como pode ser visto na figp52.
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Figura52i Outras estruturas nao identificadas na exposicao de 15s.

Fonte:a atora

Tabela 11 Descrigdo morfoldgica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radiacéo Ultravioleta C (UVC) por 30
segundos.
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1-3C

4-6C

7-9C
10-12C
13-15C
1&-18C
13-21C
22-24C
25-27C
28-30C
31-33C
34-36C
37-38C
40-42C
43-45C
46-48C
49-51C
52-54C
55-57C
58-60C

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cadanorfologia, em linha.
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Com crescimentos em todas as camadas o crescimento deong@nismos ocorreu,
basicamente, com hifas, esporangios e algumas mais profundas com auséncia de bacilos,

exceto na ultima.

Tabela 12 Descricdo morfolégica dos micarganismos e coloracdo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radiacéo Ultravioleta C (UVC) por 60

segundos.

13c
46C
7-5C
10-12¢
13-15C
16-18C
19-21C
22-24C
2527C
28-30C
31-33C
3436C
37-35C
ap-42¢ |
43-45¢
46-28C
25.51C

52-54C
55-57C
58-60C

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cada morfologia, em linha.

N&o houve crescimento de resistentes nesta egwde 60s nas camadas3BC e
34-36C. O crescimento de estruturas como hifas e esporangios foram mais presentes, seguido
pela presenca em algumas camadas de bacilos gram positivos. Na céhrfada @nica que

ocorreuo aparecimento de alga.
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Tabela 13 Descri¢cdo morfolégica dos micarganismos e coloragdo gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radia¢do Ultravioleta C (UVC) por 120

segundos.

1-3C
4-6C

7o .

10-12C
13-15C
16-18C

19-21C
22-24C
25-27C
28-30C
31-33C
34-36C
37-39C

40-42C
43-45C
46-48C

49-51C
52-54C
55-57C

58-60C [ |

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cada morfologia, em linha.

N&o foram identificados crescimentos nas camaes, #6C, 2830C, 3133C, 34
36C e 5557C. Em todas as camadas com crescimentos tiveram hifas e esporangios, assim
como esporos, sendo que em algumas camadas tinha interacdo com algas diatomaceas, bacilo
gram positivos e estrutura nao identificada descrita anteriormentem 3.3.2.1, nafigura
36G.
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Tabela 14 Descricdo morfologica dos micmrganismos e coloragcao gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radiagdo Ultravioleta C (UVC) por 300

segundos.
5
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13C
4-6C
7-9C
10-12C
13-15C |
16-18C
19-21C
22-24C
25-27C
28-30C
31-33C
34-36C
37-39C
40-42C
43-45C .
46-48C
49.51C
52-54C
55 57C
58 60C

Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cada morfologia, em linha.

Na exposicao de 300s foram identificados crescimentos entre as camadas 28 de 43.
Os crescimentos ocorreram em 11 das 20 camaeiS, (4012C, 1315C, 2830C, 3133C,
34-36C, 3739C, 4345C, 4648C, 4951C e 5254C). Em todos os cultivos tiveram estruturas
cono hifas e esporangios, alga na camada superficial e alguns bacilos mais distribuidos nas

camadas mais profundas.
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Tabela 15 Descricdo morfologica dos micmrganismos e coloragcao gram respectiva, nas
laminas dos cultivos de resisténcia a radiagdo Ultravioleta C (UVC) por 600

segundos.

1-3C
4-6C
7-9C
10-12C
13-15C
16-18C
19-21C
22-24cC
25-27¢C
28-30C
31-33C
34-36C
37-39C
40-42C
43-45C
46-48C ||
49-51C
52-54C
55-57C
58-60C
Legenda: Gram positivo (+) e negativd §pds cada morfologia, em linha.

Na eposicdo de 600s ou 10 min, em que o tempo de irradiacdo é de alta dosagem
(67,8 md/crf), os micreorganismos que cresceram sdo significantemente resistentes a
exposicao de UVC, como pode ser visto na tabela 16. Os crescimentos somente ocorreram em
46-48C,49-51C, 5254C e 5557C.
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Tabela 16 Dose necessaria para destruir alguns mocganismo (GONCALVES, R. S.,

2016).
.. Dose UV . Daose UV
Bactéria (mWs/cm®) Virus (mWs/cm?)
Agrobacteritem [umefaciens 8.5 Adenovirus Tipo [ 3 4.5
Bacillus anthracis 8,7 BacteriGfagos 6,6
Bacillus anthracis (esporos de Antrax) 46,2 Coxsackie 0,3
Bucillus paratyphosus 6,1 Hepatite A* 3,7
\Bacillus subtilis 11 Hepatite infecciosa bt
Clostricinem tetani 23,1 Influenza 0,6
Corpnebacterium diphtheriae 0.5 Mosaico do tabaco 440
I hyesentery bacilli 4.2 Poliovirus® 7.5
Eberthella typhosa 4.1 Rotavirus 24
\Escherichia coli 6,6 Rotavirus SA-11* 9.9
Espécies de Salmonella 15,2
Esporos de Bacillus subtilis 22 Pmmzc?arms €
helmintos
[ egionella bozemanii 3.5 L]Hm:‘\. de Giardie 100
‘ eamblia
h'g_r':uzr‘fff_; prenmophila (doenca dos 12.3 E. hystolytica 84
legionirios) -
Leptospira interrogans (3 Cvos de nematodos 440
Micrococcus candidis 12.3
Wiycobacteritem tuberculosis 10 Algas
P.wm-hunwfn.s agruginosa (cepas 10.5 Chlorella vulearis 990
ambientais) =
P.wmf:urz:u_m‘.} aeruginosa (cepas 39 Al azulverde 490
laboratoriais) =
\Salmonella enteritidis 7.6
Salmonella paratyphi (febre entérica) 6,1 Fungos
Salmonella typhi (febre titéide) 7 Aspergillus amstelodami 77
Salmonella typhimurium 15,2 Aspergillus glavcus a8
\Sarcina litea 264 Aspergillus niger 330
\Shigella dysenteriae — disenteria 4.2 Penicillium digitatum 88
\Shigella flexneri — disenteria 3.4 Penicillium expansum 22
Shigella paradysenteriae 3.4 Rhizopus nigricans 220
\Staphylococeus aurens 6,6
Staphylococcus epidermidis 5,8 Leveduras
Streptocoacus facaila 10 Levedura do pao 8.8
\Streptococeus hemolyticus 3.5 Levedura de cerveja 6,6
Vibrio cholerae 6,5 \Saccharomyces cerevisiae 13,2
Vibrio comma (colera) 0.5 Saaharomyees ellipsoidens 13.2

Os micreorganismos que resistiram a essas doses de radiacdo esterilizante
mostraram uma condi¢ao similar a alguns no levantamento realizado por Gongalves (2016).

Ao observar a dose de radiagdo UVC que os rooganismos do sedimento Paron 5 foram
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exposts, notase uma faixa de sobrevivéncia elevada, ao comparar com o0s bacilos,
Mycobacterium fungos, algas, leveduras e até mesmo virus. Biasin e colaboradores (2021)
realizaram o experimento de investigacdo da dose mais eficaz para a inativacao pagcial e, at
mesmo, completa do virus SARDV-2, responsavel pela pandemia da Ca\dd atraves da
exposicdo ao UVC. A dose capaz de reduzir a quantidade de virus viavel para a patogenia foi
de 3,7 mJ/ch (ou mWs/cm), ou seja, dose para a inativacdo parcial (3)log®se
equivalente a exposicao entre 30 e 60s neste trabalho. A dose de inativacao total foi de 16, 9
mJ/cnf, equivalente ao aplicado em 120s. Isso demonstra que OS-OTHEMSMOS
resistentes ao UVC, tem grande capacidade de resisténcia as outrasxciasqdé& radiagéo,

que atingem a litosfera.

Conforme citado anteriormente, os achados desta tese indicam a interacdo entre
micro-organismos de diferentes taxons, com capacidade de formacdo de biofiime. Estes
podem ser mecanismos encontrados em regi@esagts, ambientes de condi¢cdes adversas,
que conferem a sobrevivéncia de alguns marganismos. A interagdo pode proporcionar
transferéncia de caracteristicas através da relacdo de parasitismo ou protocoperacédo. Ainda
nao tem concluséo estabelecida etu@os pretéritos sobre as interacdes e estratégias, devido
a complexidade (BELLAS et al, 2015), mas que resultados vém apontando para a possivel
existéncia FLOOD; ASHBOLT, 2000; BESEMER 2015 WEBSTER et al, 2018;
CAVICCHIOLI etal, 2019, como o preseattrabalho.

2.3.3. Relacao entre a resisténcia microbiana e aspectos sedimentoldgicos

Apoés obtencado de resultados abidticos e biodticos significantes, foram selecionados os
dados dos microrganismos resistentes ao UVC, j4 que foi o Unico produto quantitativo
biético, e que indica forteorrelacdo aos dados geoquimicos na nas modificacdmerdais

e climaticas da regido do Lago Paronyfab3).
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Figura53i Dados abibticos em correspondéncia com os raoganismos resistentes ao UV.

Fonte: Evangelista, H autora

Observando os resultados de C e N, is6topos e SM com os resistentes ao UVC é
possivel ver a divisdo dos dados em 3 fases, de acordo com a sedimentacdo no lago. Na fase
1, de sedimento mais antigo, tem caracteristicas de alto sinal magnético proveniente de
material essencialmente mineral, conforme os sinais elementares e isotépicos que demonstram
a origem terrigena e de baixa concentracdo de MO, que chega a ser nula. Polissar et al (2006)
comenta que a glaciacdo crescente de corpos hidricos aumenta a ts@dinelastica em
lagos preglaciais, resultando em maiores concentracdes de minerais magnéticos de
granulacao fina, tendo distingdo em cor, facilmente identificados, e quantificados pela SM. O
curioso é a aparicdo de mievoganismos altamente resistentes UV, nesta fase do
sedimento, demonstra esse material rochoso se manteve exposto aos intemperes do ambiente
arido, mais seco, de baixo nutriente e de alta exposicdo a radiacdo UV. E um material com
caracteristicas de argila, bem fina, com maior teosilde, que confirma mais uma vez a
condicdo que foi um material que ficou exposto aos agentes bioclimaticos e de baixa
drenagem (de JONG et al, 2000; HANESCH et al, 2001). Estes dados podem ser comparados
ao Paron 4, que apresentou similaridad®amn 5(figura54), jAque as andlises do 4 foram
mais completas em granulometria a composicdo elementar, traz outros resultados
complementares para o estudo. Como pode ser visto que a curva de fosforo (P), um elemento
constituinte de MO, tem 0 mesmo perfil dee@. Ao observar a distribuicdo de diversidade
morfolégica dos micrerganismos nesta fase é possivel ver que sdo representantes
bacterianos e fungos, que possuem condi¢cdes de sobrevivéncia relatados como tolerantes e,
até mesmo, extremofilos em outrosuesis (VINCENT, 2007; JI et al, 2020; SAJJAD et al,

2020; BUSI et al, 2022). Nesta fase tem os registros de grande importancia climatica que foi a



