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RESUMO

A analise da morfologia e do tamanho de células bacterianas de trés
reservatorios em diferentes estados troficos (Barra Bonita — eutréfico, Broa -
mesotrofico e Lagoa Dourada — oligotrofico) foi feita com imagens obtidas por
microscopia de epifluorescéncia (coloragdo com DAPI). Em cada ambiente foram
estimadas as frequéncias relativas de cada morfotipo estudado (coco, cocobacilo,

bacilo, vibrio, filamento e espirilo) assim como dos biovolumes dos organismos.

As frequéncias relativas dos biovolumes e dos morfotipos foram
transformadas em indices de diversidade de tamanho (IDT) e de diversidade
morfolégica (IDM), respectivamente, calculados pelo indice de Shannon e foram
estimadas as densidades populacionais (D). Estes valores foram comparados com os

indices de estado trofico médios (IETm) calculados para os ambientes.

Entre as variaveis fisicas e quimicas, o fésforo total representou o mais
claro divisor de estado tréfico dos ambientes, no periodo estudado, enquanto entre as
variaveis bioldgicas a densidade populacional bacteriana foi o indicador mais
significativo do estado de trofia dos ambientes. O IDM revelou-se um indicador
significativo entre o ambiente eutréfico e o oligotrofico, e entre o mesotréfico e o
oligotrofico, mas nao tao consistente entre o eutréfico e o mesotréfico, possivelmente
devido a proximidade do estado tréfico entre eles. O IDT revelou-se um indicador
significativo entre o ambiente eutréfico e oligotrofico mas ndo entre cada um desses e

0 mesotrofico.

No ambiente oligotrofico constatou-se uma correlagdo linear negativa,
extremamente significante (r = - 0,9735 e P = 0,001), entre IET e IDM; esta correlagao
mostrou-se significativa com a concentragao de cloforila a e ndo significativa com os

demais componentes do IETm.



ABSTRACT

The morphology and size of bacterial cells taken from three reservoirs in
different trophic state (Barra Bonita — eutrophic, Broa — mesotrophic and Lagoa
Dourada - oligotrophic), were analysed through images acquired by epifluorescence
microscopy (with DAPI fluorescent stain). In these water-bodies, the relative frequencies
were calculated for each bacterial morphotype (coccus, coccobacillus, bacillus, vibrio,

filament and spirillum) and biovolume.

The relative frequencies of biovolumes and morphotypes were converted
into indexes of size diversity (SDI) and morphological diversity (MDI) using the Shannon
Index for calculations, and population densities (D) were also estimated. These values
were compared with the mean trophic state index (mTSI) calculated for each

environment.

Among the physical and chemical variables, total phosphorus discriminated
most clearly between different trophic states during the studied period, while among
biological variables, bacterial population density was the most significant indicator of the
trophic state of the environments. The MDI proved to be significantly different between
the eutrophic and oligotrophic environments, as well as between the mesotrophic and
oligotrophic reservoirs, but not consistently so between the eutrophic and mesotrophic,
possibly because of the similarity of the trophic state in the last two. The SDI was found
to differentiate significantly between the eutrophic and oligotrophic environments, but

not between either of these and the mesotrophic.

In the oligotrophic environment there was an extremely significant negative
linear correlation (r = - 0.9735, p = 0.001) between mTSI and MDI; this correlation was
especially significant with chlorophyll concentration (Chla) but not significant with the

other components of the mTSI.



1 - INTRODUCAO

Na histéria do desenvolvimento da Ecologia e, particularmente, da
Limnologia, o papel desempenhado pelos microrganismos tem sido alvo de opinides
muitas vezes contraditérias entre os pesquisadores bem como tem mudado a medida

que o desenvolvimento cientifico cognitivo acompanha o tecnoldgico.

Desde os primérdios da Ecologia os microrganismos como bactérias e
fungos tém sido encarados como responsaveis pela decomposi¢ao da matéria organica
(MO) labil ou refrataria (principalmente os compostos humicos) em gas carbénico e
outras substancias simples (como a agua) e ions (amoénia, nitritos, nitratos, fosfatos,
etc.), assumindo assim um papel preponderante no retorno de nutrientes aos
ecossistemas aquaticos e terrestres. Este enfoque ja se mostrava presente no classico
trabalho de LINDEMANN [1942] e continua sendo encontrado em livros textos classicos
de Ecologia [PHILLIPSON, 1969; ObuM, 1988; BEGON et al., 1999] e Limnologia [ESTEVES,
1998]. Entretanto, na analise destes textos observa-se que n&o mais que algumas
linhas sao dedicadas ao “papel dos decompositores” (bactérias e fungos). Somente em
Obuwm [2001] encontra-se uma maior abordagem das contribuicdes microbianas para os
processos de nutricdo e energia além de todo um capitulo (20 paginas) dedicado as

“Perspectivas em Ecologia Microbiana”.

S6 a partir de meados dos anos 70, comegou a surgir uma abordagem
diferente que passou a atribuir aos microrganismos (particularmente as bactérias) um
importante papel nas teias alimentares microbianas em regides pelagicas, visdo esta
que foi acrescentada a tradicional, incorporando-se em definitivo aos paradigmas
ecoldégicos nos anos 80 [THOMAZ, 1999]. Na década de 70 ja era um postulado basico
que, para o entendimento de qualquer ecossistema ¢é indispensavel o conhecimento de
sua teia alimentar, através da qual a energia e a matéria fluem. Apoiado neste
postulado e em observagdes (de varios pesquisadores da época e de décadas
anteriores, principalmente em ecossistemas marinhos) relacionadas com a rota da MO
(produgao, assimilagao por bactérias e degradagao), POMEROY [1974] propde um “novo
paradigma” para o papel dos microrganismos aquaticos, no qual além daquele de
decompositores, também assumiriam relevante fungdo como rota indireta para re-
introducdo de matéria organica dissolvida (MOD) na teia alimentar, além do de

recuperacao para esta, de matéria organica particulada nao viva (MOP).
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O “novo paradigma” abria portas ao entendimento de constatagdes até entao
nao explicadas ou pouco entendidas, tais como: (1) os microrganismos sao 0s maiores
consumidores de energia do mar, consumindo mais do que a energia disponibilizada
pela producéo primaria [POMEROY e JOHANNES, 1966]; (2) o consumo direto de MOD
pode contribuir com 50% da degradacao total de MO no oceano [WiLLIAMS, 1970]; (3)
50% da matéria organica sintetizada pelo fitoplancton marinho é “perdida” como
material dissolvido [ANDERSON & ZEUTSCHEL, 1970; THomAs, 1971], etc. Foram
necessarios, no entanto, mais nove anos para que este paradigma ganhasse uma
“‘identidade” que o consolidasse na Ecologia Microbiana. Para tanto, teve fundamental
importancia o desenvolvimento tecnolégico que propiciou, na época, novos métodos de

pesquisas.

Até o inicio dos anos 70, “contagem em placas”, “diluigdo seriada” e
“microscopia de contraste de fase” foram os métodos convencionais usados para
estimar-se o numero de bactérias marinhas. No transcurso desta década, varias
técnicas quimicas foram usadas para estimar-se biomassa, tais como ATP [KARL &
HoLM-HANSEN, 1975; SOROKIN & LYUTSAREV, 1978], acido muramico [FAzIO et al., 1978;
MORIARTY, 1977] e lipopolisacarideos (LPS) [WATSON et al., 1977], técnicas estas que
apresentavam — como se verificou mais tarde — resultados muito aquém de valores
mais proximos da realidade. Foi neste periodo que se consagrou o uso da microscopia
de epifluorescéncia (MEF) para a contagem direta de bactérias. A coloragao feita com o
uso de fluorocromos tais como laranja de acridina (AO) [FRANCISCO et al., 1973; HOBBIE
et al., 1977] e DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol-dihidrocloreto) [PORTER & FEIG, 1980]
permitiu uma significativa melhoria dos resultados obtidos nas estimativas de
biovolumes bacterianos e de biomassas, bem como a estimativa numérica nas
amostras. Pelos novos métodos pbde-se constatar que o numero de bactérias
contadas era 10 a 100 vezes maior que o0 obtido pelos métodos tradicionais que
utilizavam técnicas de cultura (técnica do numero mais provavel) [HOBBIE et al., 1977,
AzAM et al., 1983].

Como se vé, os anos 70 e 80 foram proficuos no desenvolvimento cientifico
de métodos de observagcdo e analise de microrganismos 0s quais proporcionaram
avancos tanto qualitativos quanto quantitativos. Foram os conhecimentos adquiridos a
partir dos novos métodos e técnicas que possibilitaram a Azam et al. [1983] elaborarem

a hipotese do “elo microbiano” — microbial loop — (EM). Esta hipétese baseou-se
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principalmente no fato de bactérias da coluna d’agua usarem a MOD de origem
principalmente fitoplancténica como fonte de energia, ja que foi estimado que 5 a 50%
do carbono fixado pelos autotrofos é liberado como MOD [LARSSON & HAGSTROM, 1982]
e mais que: (1) a biomassa bacteriana, no mar, esta relacionada com a concentragao
fitoplanctoncia [Es & MEYER-REIL, 1982, appud Azam et al, 1983]; (2) as bactérias
utiizam 10 a 50% do C fixado na fotossintese [FUHRMAN & Azam, 1982]; (3) os
organismos tendem a utilizar particulas com uma ordem de magnitude menor que a
deles préprios [SHELDON et al., 1972]; (4) o numero de bactérias livres é controlado por
nanoflagelados heterotréficos (NFH), onipresentes na coluna d’agua marinha e que
consomem bactérias com eficiéncia de 60%, sendo os 40% restantes excretados como
fezes [FENCHEL, 1982]; (5) os NFH podem filtrar aproximadamente 10° (entre 5 x 10* a
10°) vezes o volume de seu corpo, por hora, ou seja, cerca de 20% (de 10 a 70%) da
coluna d’agua é filtrada pelos nanoflagelados por dia, para o consumo de bactérias e
outros recursos [FENCHEL, 1982]; (6) os flagelados sao predados por microzooplancton
possibilitando que alguma energia possa retornar do EM para a teia alimentar
convencional [SHELDON et al., 1972; Azawm et al., 1983].

Em resumo, a hipotese propunha um retorno de alguma energia via EM
(MOD — bactérias - NFH — microzooplancton — metazoarios) para a teia alimentar
plancténica convencional. Estava assim criada a “identidade” do “novo paradigma” de
PoMEROY. E, curiosamente, POMEROY n&o esta entre os autores citados por AzaM et al.
[1983]!

Os estudos da época evidenciaram que o comportamento dindmico do EM é
um resultado de varias interagdes ecoldgicas: comensalismo (bactérias usam a MOD
disponibilizada pelo fitoplancton e em contrapartida disponibilizam a este nutrientes
minerais), competicdo (entre bactérias e fitoplancton, pelos nutrientes minerais) e
predacao (pelos microflagelados sobre bactérias) [Azam et al.,, 1983]. Algumas
conclusdes destes autores promoveram avancos e/ou modificaram concepgdes da
época, tais como: (1) a regeneracdo de nutrientes minerais resultantes da predacéo
suprira uma retro-alimentagdo do fluxo de materiais dentro do EM; (2) os fluxos de
carbono e nutrientes minerais no EM sao fortemente ligados e (3) a regeneracéo de
nutrientes minerais resultante da predacéo (flagelados / bactérias) proporciona uma
realimentacdo de alguns dos materiais fluentes dentro do EM, ou seja, como as
bactérias sequestram nutrientes minerais eficientemente e sdo consumidas por
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flagelados (com alta eficiéncia de assimilagédo de carbono) [FENCHEL, 1982] e outros
componentes do zooplancton, cabera a esses representar o maior papel na re-
mineralizagdo no mar, visdo esta compartiihada por MANN (1982); assim sendo,
atualmente grande parte da regeneragao de nutrientes é atribuida aos protozoarios que
consomem as bactérias e liberam o0 excesso de amébnia e fosfato, tanto em

ecossistemas aquaticos como terrestres [POMEROY et al., 1988, appud THOMAZ, 1999].

A hipétese do EM gerou uma controvérsia (“link or sink”) sobre se o EM seria
uma fonte de recursos para a teia alimentar dos metazoarios ou seria um sumidouro de
carbono fixado via perdas respiratérias [DuckLow et al., 1986; SHERR et al., 1987]. No
modelo conceitual de Azam et al. [1983] para a teia alimentar pelagica, a teia
microbiana — incluindo todos os organismos unicelulares, tanto pro como eucariontes —
suportaria a teia alimentar metazoaria. Mas nao se poderia olvidar que a maior parte da

produgao primaria poderia ser respirada dentro da teia alimentar microbiana.

Coube a SHERR & SHERR [1988] a elaboracdo de um elegante modelo para
solugdo deste impasse. SHERR et al. [1986] ja haviam chamado a atencéo para o fato
de que, embora na concepcgao de Azam et al. [1983] o EM fosse um “processador” de
MO nao viva, via tomada pelas bactérias e posterior consumo das bactérias por
protozoarios, haveriam diversas ligagdes entre algas e microrganismos heterotréficos.
Assim sendo, o EM nao poderia ser visto de forma independente do restante da teia

alimentar microbiana e nem mesmo da teia alimentar dos metazoarios.

No modelo de SHERR & SHERR [1988] baseado em SHERR et al. [1986] — ver
Anexo 1, Fig. A1 — n&o so6 o fitoplancton mas toda a teia microbiana suporta a teia
alimentar dos metazoarios ja que estes (particularmente os micro-crustaceos) estariam
usando como recurso flagelados (os quais podem, também, ingerir e assimilar
polissacarideos de alto peso molecular em relativamente baixas concentragbes) e
ciliados, os quais por suas vez consomem bactérias. A teia alimentar microbiana é o
recurso alimentar final para o meta-zooplancton, mesmo quando a produgao primaria é
respirada dentro da prépria teia alimentar microbiana. Este modelo sumarizou os
principais conhecimentos existentes na época sobre as relagdes ecoldgicas entre seus
diversos componentes (estrutura e fungdo), atendendo plenamente os postulados

basicos da ecologia, especialmente os relativos aos microrganismos aquaticos. Tanto é
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verdade que o0 mesmo ja resiste ha 16 anos, estando cada vez mais consolidado como

paradigma.

O modelo do EM foi elaborado com base, principalmente, em dados
concernentes a ecossistemas marinhos, tendo se revelado eficaz para explicar os
processos que deram origem a estes dados e mostrou-se plenamente aplicavel,
também, aos ecossistemas continentais. A titulo de exemplo vale lembrar que SANDERS
[1992] mostrou que a correlacdo positiva entre abundancia de bactérias e NFH ocorre
independentemente da salinidade em ambientes variando de alta oligotrofia a

hipereutrofia.

Durante os anos 80 e 90, a quantidade de pesquisas produzidas envolvendo
o EM e aspectos concernentes a Ecologia Microbiana € soberba. Tanto aspectos
qualitativos como quantitativos foram sendo estudados e conceitos novos surgiram

além do aprimoramento dos ja existentes.

Entre tais trabalhos podem-se citar as constatagdes de que: (1) o numero de
bactérias correlaciona-se fortemente com a quantidade de clorofila disponivel no meio
[BIRD & KALFF, 1984; COLE et al., 1988], com a de fésforo [CURRIE, 1990], ou MOD em
lagos humicos (de “aguas marrons”) [TRANVIK & SIEBURTH, 1989]; (2) o controle
predatério sobre o numero de bactérias pode ser de menor importancia em alguns
sistemas e é, talvez, mais importante em ambientes eutréficos do que em oligotréficos
[BIRD & KALFF, 1984; CoLE et al., 1988]; (3) a densidade e produtividade bacteriana
planctbnica podem ser representadas por um modelo matematico que considera os

controles de recurso e predagao atuando simultaneamente [WRIGHT, 1988].

O modelo matematico de WRIGHT [1988] indicou basicamente que: (1) a
densidade bacteriana é determinada primariamente pela proporcdo de entrada de
substrato para consumo; (2) a produgéo bacteriana é balanceada por uma combinag¢ao
de perdas (respiragdo, morte e consumo) e ocorre huma propor¢gao dependente da
entrada de substrato e o rendimento de crescimento e (3) a concentragao de substrato
no ambiente & diretamente relacionada com a taxa de consumo [WRIGHT et al., 1987,
WEISSE & SCHEFFEL-MOSER, 1991]. HADAS & BERMAN [1998] evidenciaram que a

densidade de bactérias, picofitoplancton, flagelados e ciliados no EM é controlada pela
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combinagao do suplemento nutricional (efeito bottom-up) e da acdo de predadores

(efeito top-down).

Aos estudos relativos a biovolume, biomassa, producdo primaria e
secundaria, fluxo energético, etc., somaram-se outros com enfoques mais direcionados
para abundancia, diversidade, escala (temporal e espacial), tamanho dos organismos,

diversidade genética, entre outros.

Questbes como abundéncia e densidade dos componentes do EM foram
objeto de grande interesse na época (como continuam sendo até hoje). GASOL & VAQUE
[1993], por exemplo, mostraram que a abundancia de NFH pode ser regulada pela
disponibilidade alimentar (bactérias, algas e possivelmente COD) e/ou pela predacgao,
sendo que cladéceros e copépodes [GUDE,1988, 1989; STOECKER & CAPUzO, 1990],
rotiferos e ciliados [WEISSE, 1991] sao potencialmente importantes predadores e podem

controlar a abundancia e atividade dos NFH.

Mais, ainda, GAsoL & VAQUE [1993] mostraram que a abundancia de
bactérias (AB) & fortemente correlacionada com a abundéncia de nanoflagelados
heterotréficos (ANFH) através de diferentes sistemas aquaticos, sugerindo controle de
recurso de ANFH e predatorio de AB (interessante verificar o grafico de THINGSTAD em
Azam, 1983) e constataram que a relagéo é forte em sistemas com baixa AB e fraca em
sistemas ricos em bactérias; a relagdo mostrou-se realgada em lagos onde a
abundancia de cladéceros é negativamente relacionada com ANFH e o efeito é forte
onde Daphnia spp dominam. Determinaram, ainda, que a AB varia de 10° a 10"

células x mL™" e que ANFH varia de 10 a 10° células x mL™.

A Ecologia Microbiana assumiu o carater holistico da Ecologia — ainda que
por vias reducionistas —, principalmente no entendimento de que a estrutura da
comunidade e o fluxo de matéria e de energia através dela dependem do numero e do
tipo de organismos encontrados na mesma [GAsOL & VAQUE, 1993]. A anadlise das
comunidades aquaticas, cada vez mais passou a adotar os trés critérios principais ja
utilizados na Ecologia, de forma geral: tamanho, genética e fungéo trdfica, isto sem que
as questdes estruturais e funcionais fossem deixadas de lado e, até mesmo, para
buscar explica-las [GAsOL et al.,, 1997]. Estes autores discutiram os trés critérios

utilizados para a analise de comunidades aquaticas — com suas vantagens e
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desvantagens — e concluiram que tamanho é o critério de agrupamento de organismos
vivos mais direto ao nivel da comunidade e produz um “espectro de tamanho” que
possibilita facil comparagao entre diferentes comunidades. Reconhecem, ainda, que os
métodos moleculares estdo permitindo significantes avangos, tanto na abordagem
genética quanto na trofica, na andlise de comunidades. Entretanto, eles entendem que
‘tais abordagens ainda estdo longe de fornecerem uma descricdo total das
comunidades e seu uso € um sorvedouro de tempo e ndo esta disponivel em todos os
laboratérios”. Para os autores, “os estudos de diversidade de espécies de bactérias

ainda estao na sua infancia”.

Independentemente da visdo de GAsoL et al. (1997) sobre as outras
abordagens na analise de comunidades relacionadas ao EM, é interessante lembrar-se
que além do fato de tamanho ser uma propriedade possivel de ser determinada com
relativa facilidade e precisado para cada individuo de uma comunidade, ele também esta
relacionado com interessantes propriedades do organismo, tais como taxa de
crescimento, abundancia, diversidade, velocidade de afundamento, etc., em
ecossistemas pelagicos. A idéia central de que ha uma relagdo direta e exponencial
entre uma dada caracteristica biolégica e a massa de um organismo, tem se mostrado
valida tanto para organismos da escala macro como para os da escala micro. Dai sua

aplicabilidade nos estudos ecoldgicos de microrganismos aquaticos [PETERS, 1987].

A nivel macro, a distribuicdo de tamanho dos organismos constituintes de
uma comunidade fornece informagdes ecologicas (estrutura e funcédo) desta
comunidade. Esta abordagem, no entanto, tem sido raramente estendida as bactérias,

de forma particular, e/ou aos demais componentes do EM de forma mais geral.

O método mais comumente utilizado para estudos de tamanho médio em
assembléias bacterianas é a MEF com coloracdo por AO e/ou DAPI. No entanto, o
tamanho médio de um organismo sumariza todas as medidas individuais em um
numero (ou dois se uma medida de variabilidade — como o desvio padrao (DP) — é
incluida). No entanto, varios casos existem nos quais a distribuicdo de tamanho muda
embora a média permanega a mesma. Assim, poderiam estar sendo descartadas
varias informagdes importantes se for usado somente o tamanho médio das células
[GAasoL et al.,, 1997]. Os autores mostraram que a “distribuicdo de tamanho” € um

caminho que permite a comparagao quantitativa das distribuicbes de tamanho de varias
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comunidades, com significado ecoldgico, e o “indice de diversidade de tamanho (IDT) &
a inclinagdo de uma reta obtida apds ranquear-se todos os tamanhos obtidos na
andlise das células de uma determinada amostra e proceder-se a regressao da linha

encontrada”.

As principais vantagens desse método sao as seguintes: (1) diferencas nas
distribuicbes de tamanhos sdo imediatamente Gbvias; (2) varias distribuicbes podem
ser superpostas na mesma plotagem; (3) ndo havendo agrupamento de células por
morfotipos ou classes arbitrarias, todas as informagdes reunidas sao usadas; (4) € uma
apresentacao de dados simples e direta; (5) a distribuicdo pode ser quantificada (o
indice de diversidade de tamanho) e ser comparada quantitativamente com outras e (6)
os parametros estatisticamente estimados tém significado ecologico e, de fato,
fornecem uma estimativa da diversidade de tamanho da comunidade que pode ser

usado para comparar comunidades inteiras, por uma rota simples [GASOL et al., 1997].

Além do tamanho, uma das expressbes genéticas mais facilmente
observaveis dos integrantes do EM é o fendtipo morfolégico dos microrganismos,
principalmente das bactérias. O volume de informacgdes existentes sobre a morfometria
bacteriana, na Ecologia Microbiana, ainda ndo é compativel com o de estudos da
variabilidade morfolégica nos diferentes ambientes aquaticos. Ndo se encontra na
literatura, por exemplo, uma tentativa de expressar a diversidade morfologica
bacteriana através de um indicador, como foi feito para a diversidade morfométrica por
GAsoL et al. [1997], mesmo que os estudos morfolégicos ja tenham atingido o nivel
molecular (e.g. estudos sobre os genes de alongamento “rodA” e “mre” do bastonete
Salmonella typhimurium [COSTA & ANTON, 1999]).

Parece que uma das grandes dificuldades em estudos comparativos da
diversidade morfolégica de bactérias em ambientes aquaticos tem sido a falta de uma
padronizacao na definicdo das relagdes métricas caracteristicas dos diferentes
morfotipos, especialmente entre cocos, cocobacilos e bacilos. Diferentes autores tém
usado diferentes critérios para a caracterizacdo destes morfotipos (e.g. BLACKBURN et
al., 1998; BOLTER et al, 1993; FERRARI, 2002; LA FERLA et al., 2004), principalmente
quando o método utilizado € o de analise computadorizada de imagens. Esta

diversidade de critérios tem inviabilizado comparagdes quantitativas com dados
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oriundos de diferentes estudos e, portanto, o uso de um indicador confiavel que facilite

tais comparacgdes.

Da mesma maneira que o tamanho, a forma — enquanto expressao génica —
€ uma ferramenta interessante para comparagdo de populagbes na Ecologia
Microbiana e pode oferecer informacdes valiosas tanto estruturais quanto funcionais
sobre as populagdes bacterianas nos ecossistemas aquaticos, principalmente devido a
indicios ja detectados de variagbes morfolégicas decorrentes da condi¢ao trofica (e.g.

STEINBERGER, et al., 2002; FERRARI, 2002; LA FERLA et al., 2004).

Os conhecimentos sobre o EM n&o param de crescer. Mesmo assim, ainda
ha muito o quer ser determinado e entendido sobre os aspectos ecoldégicos do mesmo,
como mostram, por exemplo, a descoberta de que organismos mixotréficos séo
comuns e podem ser numerosos em muitos ambientes aquaticos [BERMAN & STONE,
1994; JoONES, 2000], assim como o possivel envolvimento de bacteri6fagos na
promog¢ao de um “mini-loop” (bactéria — fago — MOD — bactéria) [BERMAN & STONE,
1994; WoMmMACK & COLWELL, 2000].

O entendimento da teia alimentar microbiana tem se mostrado importante
para a interpretagcdo de processos como o controle do aquecimento global, a poluigao
costeira ou a qualidade da agua em lagos e reservatorios [BERMAN & STONE, 1994]..
Com relacado a estes ultimos, notadamente a eutrofizagdo — em especial a cultural ou
antropica — tem sido uma das grandes preocupag¢des ambientais do fim do século
passado que devera persistir no inicio deste [ESTEVES, 1998; UNEP-IETC, 2001; SALAS
& MARTINO, 2001].

Diante do exposto, pode-se observar a complexidade que envolve a teia
microbiana como um todo, bem como as dificuldades de estudos de sua estrutura e
funcdo. Mas, a despeito destas dificuldades, é muito clara a evidéncia da importancia
do conhecimento da mesma, principalmente quando levamos em consideragao — como

ja dito anteriormente — os efeitos das agdes antropicas.

Também se evidenciou a importancia dos fatores bidticos e abidticos na
estrutura e funcdo do EM. Podemos acreditar, portanto, que alteragdes troficas

produzirdo — em ultima instancia — alteragdes morfolégicas e morfométricas entre os
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integrantes do EM, assim como no numero de individuos das diversas espécies que

estardo compondo as comunidades integrantes do mesmo.

Ha que se considerar, ainda, que 0 numero de organismos numa area em
particular € determinado pela especiacéo e extingao e pela imigracao e perdas locais e
que a importancia relativa destes processos depende da escala da investigagao
(global, regional ou local). Ndo menor sera a importancia das escalas temporal e
espacial de ocorréncia dos processos considerados, sobre o numero de individuos das
comunidades estudadas e, por conseguinte, sobre todos os seus subsequentes

(tamanho, forma, densidade, biomassa, etc.) [GODFRAY & LAWTON, 2001].

2 - OBJETIVOS

GERAL

Analisar comparativamente a densidade e as variagbes morfologica e
morfométrica das populacdes bacterianas em diferentes escalas trofica e temporal, em

reservatorios.

ESPECIFICOS

1 — Confirmar a diferenca de estado trofico (IET) entre os ambientes
estudados e a variagao temporal do indice de cada ambiente;

2 - Estudar comparativamente as populagdes bacterianas nos ambientes
através da determinacdo de indicadores biologicos (IDTs, IDMs e Ds) na escala
temporal e verificacdo da existéncia de possiveis correlacées entre eles;

3 — Verificar a existéncia de possiveis correlacbes entre os indices
bacterianos e o de estado tréfico, bem como com as outras variaveis estudadas, na

escala temporal.

3 - JUSTIFICATIVAS

A eutrofizacdo antrépica (poluicdo) dos meios aquaticos € um dos grandes
problemas ambientais com os quais temos que nos deparar durante este século o qual

esta intimamente relacionado com a regeneragado de nutrientes minerais e fluxo de
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carbono, através da incorporacdo do COD e sua transformacao em fragao particulada —
carbono orgénico particulado (COP) —. Sabendo-se da profunda relagdo entre tais
processos e a teia microbiana (a qual regula em grande parte este fluxo de energia e a
ciclagem de nutrientes nestes ambientes), torna-se visivel a necessidade de maior
conhecimento dos processos, assim como da teia microbiana como um todo (estrutura)
e das mais intimas relagées entre ambos (fungéo), abordagem esta ja preconizada por
Azam et al. [1983].

O EM, que inclui bactérias e protozoarios, ndo pode ser dissociado das teias
alimentares microbianas e as bactérias podem ser colocadas na base das teias
microbianas, juntamente com o fitoplancton. Mais, ainda, como o tempo de duplicagao
das bactérias é relativamente curto, de 15 a 20 minutos [PEDROS-ALIO & GUERREIRO,
1994], embora este tempo seja geralmente maior que 2 horas na maioria dos
ambientes aquaticos [THOMAZ & WETZEL, 1995], a dinamica operacional do EM torna-se

extremamente relevante, principalmente nestes ambientes.

Portanto, conhecer as relagcbes morfolégicas e morfométricas dos
microrganismos aquaticos, em diversas escalas, parece ser de profunda importancia
nao sO para um possivel uso futuro como indicador biolégico de eutrofizagao (ou parte
de um indice indicador desta) como, até mesmo, para possiveis acgdes de
biorremediagdo. No minimo, o conhecimento destas relagdes permitem um melhor
entendimento da teia alimentar aquatica como um todo ja que a interagcdo da teia
alimentar dos metazoarios esta intimamente relacionada com a teia microbiana e

particularmente com o EM como fonte energética, inclusive.

O conhecimento das possiveis relagdes entre as variaveis fisicas, quimicas
e bioldgicas (incluindo as populagdes microbianas e especialmente a bacteriana, base
da teia alimentar microbiana) nos ambientes aquaticos podera, em momento talvez ndo
muito distante, mostrar-se como importante ferramenta para melhoria da qualidade da
agua em meios I6ticos e Iénticos, através da adequagdo de manejo por agdes

bioldgicas tais como a biomanipulagao e biorremediagao.

4 — MATERIAL E METODOS

4.1 - LOCAIS DE ESTUDO
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Os estudos foram realizados em trés reservatérios: Barra Bonita (BB), Broa
(BR) e Lagoa Dourada (LD), que apresentam distintos estados tréficos, segundo
trabalhos anteriores [UNEP-IETC, 2001; TunDISI & MATSUMURA-TUNDISI, 1995 e

PompPEO, 1991]. Em cada um foi determinado, um ponto de coleta.

Figura 1 — Reservatdrios de Barra Bonita (A), Broa (B) e Lagoa Dourada (C), vistos dos respectivos
pontos de coleta

BARRA BONITA - represa situada no municipio de Barra Bonita (SP), a 466
m de altitude, com 80% da agua proveniente dos rios Tieté e Piracicaba, ambos
severamente poluidos por residuos domésticos e industriais [TUNDISI et al., 1998]. A
area total da bacia é de 32.330 km?, com profundidade média de 10,2 m, comprimento
de 287 km, perimetro de 525 km, area da superficie de 325 km?, volume estimado em
2.600 km®. O tempo médio de residéncia anual da represa é de 100 dias, tempo de
residéncia no verao de 30 dias e tempo de residéncia no inverno de 180 dias [UNEP-
IETC, 2001].

As margens correspondentes ao ponto de coletas s&o ocupadas por
atividades de recreagao (um clube de campo). A bacia apresenta ocupagao e uso do

tipo agricola e de pecuaria, com baixa urbanizacdo no entorno do ponto de coletas.

LOBO (ou BROA) — reservatério turbulento e ndo muito profundo, situado no
centro do estado de Sao Paulo, construido em 1936 (para suprimento energético) &
atualmente usado como centro de recreacao e de pesquisas. Seu perimetro é de 21 km
com comprimento maximo de 8 km e largura maxima de 2 km, com area de superficie
de 6,8 km?, profundidade maxima de 12 m e média de 3 m. Seu volume é estimado em
22x10° m*. A vegetagdo predominante original na bacia era a de cerrado, substituida
em areas mais férteis e umidas por vegetagao do tipo floresta de galeria. Encontram-se
ainda na bacia areas de agricultura ocasional e de reflorestamento com Pinus sp. e

Eucalyptus sp. [TUNDISI & MATSUMURA-TUNDISI, 1995].
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LAGOA DOURADA - pequena represa situada no municipio de ltirapina
(SP), a 715 m de altitude, parte da Bacia do Ribeirdo do Lobo. A area total da represa é
de 0,079 km?, o volume de 208.390,27 m?, o perimetro de 1.560 m, o comprimento
maximo de 650 m, a largura maxima 230 m, a profundidade maxima 6,3 m e a
profundidade média 2,6 m. Construida em meados de 1980, é utilizada basicamente
para recreagdo. A vegetacdo predominante na bacia é o cerrado. As margens da
represa observa-se um loteamento residencial, pequena area de pastagem para gado e
vegetacdo de cerrado (remanescente). Grande parte do fundo da represa é recoberta

por macrofitas (e.g. Utricularia gibba). [POMPEO, 1991].

4.2 — FICHA DE CAMPO

Nas atividades realizadas em campo foi utilizada uma “Ficha de Campo”
(Anexo —2) onde foram anotados todos os dados referentes as coletas, inclusive as

caracteristicas ambientais relevantes, na data da coleta.

4.3 - COLETAS

As coletas foram mensais, de janeiro a junho de 2004 na LD e BR (23/01,
17/02, 16/03, 18/4, 16/5 e 20/6). Em Barra Bonita as coletas foram feitas apenas de

fevereiro a junho e sempre no dia anterior as coletas da LD e BR.

Em cada ambiente determinou-se, na primeira coleta, um ponto de coleta,
cujas coordenadas geograficas procurou-se manter o mais aproximadamente possivel
entre as coletas. Latitude e longitude foram anotadas através de equipamento
conectavel ao sistema de posicionamento global por satélite — GPS - (Garmin®,
modelo GPS-12). As coordenadas geograficas médias para os pontos de coletas de
cada ambiente estudado foram: BB — de S 22°31'45.3" a S 22°31'76.3" e W 48°31'42.9"
a W 48°31'74.0"; BR — de S 22°10'43,8" a S 22°10'82.0" e W 47°53'44.6” a W
47°53'94.1” e LD — de S 22°11'32.2" a S 22°11'54.1" e W 47°54'56.8" a W 47°54'95.8".

Em cada ponto de coleta foram colhidas amostras da coluna d’agua na
superficie (S) - a 0,25 cm da interface ar/agua, assim como foram anotadas as
variagdes de profundidade no local, durante o periodo de estudos. As variaveis fisicas
e quimicas pH, oxigénio dissolvido (OD — em mgO-/L), temperatura da amostra (Tam —

em °C) e condutividade elétrica (Cnd — em uS/cm), foram medidas no momento da
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coleta com equipamento multisensor de avaliacdo de variaveis fisicas e quimicas da
agua (Horiba®). A transparéncia da agua foi aferida com um Disco de Secchi (DS — em
m) de & = 30 cm.

4.4 - AMOSTRAS

As amostras foram identificadas através do local da coleta (e.g. BB — Barra
Bonita) e do més (e.g. Jan — janeiro) em que ocorreram. Elas foram coletadas com
auxilio de garrafa de van Dorn de 2,5 L, dos quais 1,5 L foram recolhidos em frascos
plasticos revestidos para protegcdo contra a luz, e 200 mL em frascos ambar (de 250

mL); ambos foram transportados até o laboratério sob refrigeragéo.

Para as andlises de alcalinidade, nutrientes e pigmentos, dos 1,5 L foram
retiradas sub-amostras de 100 mL para determinagdo da alcalinidade. Do restante
foram retiradas sub-amostras (em triplicata) de 60 a 100 mL cada uma, as quais foram
filtradas em até 8 h apds a coleta em conjunto de filtragem “Manifold” (Millipore®), em
filtros de microfibra de vidro GF/F (Whatman®), para posterior extracdo de pigmentos.
O filtrado foi acondicionado em frascos plasticos de 250 mL e o restante da amostra em
frascos de 1L. Ambos foram congelados durante até 3 meses para analises de

nutrientes minerais.

Para as analises bacterianas, os 200 mL de amostra recolhidos em frascos
ambar foram fixados imediatamente apos a coleta com solugéo de formaldeido (pH 7.0
e concentracdo final de 2%) e mantidos em refrigerador (+ 8 °C) até o momento da
analise [Sherr & Sherr, 1993].

4.5 — ANALISES

4.5.1 — Alcalinidade — a partir das sub-amostras de 100 mL, na chegada
ao laboratério apds cada coleta, a alcalinidade foi determinada pelo método
titulométrico de Gran (WETzEL & LIKENS, 1991), pelo qual apds a afericdo do pH e
temperatura em equipamento proprio (peagébmetro Horiba®) foi feita a titulagdo sob
agitacdo com H,SO,4 0,01 N padronizado, até que o pH atingisse o valor 4,35. O valor

da alcalinidade (Alc — em peq/L) foi obtido pela equacéo:
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VH2s04 X N x 106

Vamostra

Onde vi2s04 € 0 volume do acido utilizado na titulagao (L); N é a normalidade

do acido (0,01) € Vamostra € 0 volume da amostra (L).

4.5.2 — Nutrientes — as concentracdes das principais formas de N, P e Si
foram determinadas nas amostras. Nitrito (NO2-N), segundo GOLTERMAN et. al. (1978);
nitrato  (NOs-N), segundo MACKERETH et al. (1978); amédnio (N-NH;*), segundo
KOROLEFF (1983); nitrogénio total (Ntot), segundo VALDERRAMA (1981); fosfato total
dissolvido (PTD) e fosfato inorganico (Pl), segundo STRICKLAND & PARSONS (1960);
fésforo total (Ptot), segundo VALDERRAMA (1981) e silica (SiO2) segundo GOLTERMAN et
al. (1978). No presente trabalho as concentragdes sédo expressas em ug/L, com

excecgao do silicato (mg/L).

4.5.3 — Clorofila a e feofitina — o material filtrado em triplicata foi
processado para extracdo da clorofila a segundo REGALI-SELEGHIM (2001). A
acidificacao para analise espectrofotométrica foi feita com adicdo de HCI 1 M, na
propor¢do de 20 uL para cada mL do extrato filtrado a ser acidificado, durante 15
minutos. As concentragdes de clorofila a (ug/L) e feofitina (ug/L) foram calculadas
através da equagdo proposta por LORENZEN (1967). No processo de extragdo foram
observadas as recomendacbdes de MARKER et al. (1980). Para as mensuragdes foi
utilizado um espectrofotdmetro Novaspec |l ® (Pharmacia Biotech). Para evitar que o
equipamento perdesse a calibragem durante as analises, o mesmo foi operado em
ambiente refrigerado com temperatura constante, em conformidade com a orientagao

do fabricante.

indice de Estado Tréfico (IET) — Através dos algoritmos préprios, foram
determinados os valores de indice de Estado Tréfico (IET) para clorofila a (Cla), fésforo
total (Ptot) e disco de Secchi (DS), em cada ponto de coleta. [CARLSON, 1977]. A média
destes valores foi utilizada para avaliar quantitativamente o estado trofico de cada

ambiente, segundo a classificagao proposta por KRATZER & BREZONIK [1981], a qual é:
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IET Classificacao
0-20 Ultraoligotrofico
21-40 Oligotréfico
41 -50 Mesotréfico
51 -60 Eutréfico
Acima de 60 Hipereutrdéfico

A quantificacdo de todas as outras variaveis estudadas feita, também, a
partir de amostras tomadas na superficie conferiu maior poder de comparagao entre os

resultados.

4.5.4 — Bactérias — aliquotas de 0,5 a 2 mL das amostras fixadas foram
coradas com DAPI segundo PORTER & FEIG [1980], com concentracgéo final de 1,0 a 5,0
ug/mL [VELJI & ALBRIGHT, 1993]; durante 30 minutos [recomendagédo pessoal do Dr.
Hakumat Rai] e filtradas em membranas (poro = 0,2 um; @ = 25 mm) de policarbonato
(Nuclepore®) coradas com Sudam Black e apoiadas sobre uma membrana umida de
protecado (Sartorius® AG37070); apos a filtragem as membranas de policarbonato
foram montadas sobre laminas de vidro para a analise em microscopia de

epifluorescéncia [FERRARI, 2002].

As bactérias foram contadas e medidas em microscopio de epifluorescéncia
Olympus® BH2, com luz de vapor de mercurio (HBO 100 W - OSRAM®) e conjuntos
de filtros para luz ultra violeta Olympus® (DM-400, L435 e U-UG-1), com aumento de
1.250X (objetiva neofluar UVPL 100 1,30 oil - Olympus®). As imagens (4 a 6
campos/lamina, num total de 200 a 250 células/lamina) foram capturadas através de
camera CCD (Optronics®) acoplada ao microscopio e tratadas pelo programa Image-
Pro Plus® 4.0 (Media Cybernetics®), com o qual foram realizadas as medi¢des (areas
da seccgao transversal, perimetro, comprimentos e larguras celulares) e contagens
[adaptado de MASSANA et al., 1997].

O preparo das imagens para medi¢coes e contagens computadorizadas exige
a aplicacdo de filtros para determinagao dos contornos celulares. MASSANA et al.,
(1997) estabeleceram o seguinte protocolo para aplicagdo dos filtros: 1) filtro Gauss —
Kernel 5x5; 2) filtro Laplace — Kernel 5x5; 3) filtro Median — rank 3, passado trés vezes.
No entanto, o programa utilizado neste trabalho (Image-Pro Plus® 4.0) nao dispde dos

filtros Gauss — Kernel 5x5 nem o Median — rank 3. Utilizando-se dos recursos
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disponiveis pelo programa, foi implantado no conjunto de filtros do mesmo a matriz
referente ao filtro Gauss — Kernel 5x5 (informagao pessoal do Dr. Ramon Massana)

gque possui a seguinte configuragao:

S Al N = -
= N B DN -
Nl & OO A N
= N B DN -
Al N = -

Para implantagdo desta matriz no programa, parte-se da barra de menus
percorrendo-se o0 seguinte caminho: process — filters — kernels— edit — filter type —
convolution. Ao aparecer a janela da matriz, configura-se a mesma para 5x5 e insere-

se os valores indicados acima.

O filtro Median — rank 3 do protocolo original foi substituido pelo Median —
enhancement 3x3 do Image-Pro Plus®, que produz um efeito final semelhante ao do

programa utilizado por MASSANA et al., (1997).

Densidades bacterianas (D) — foram calculadas segundo JONES (1979),

utilizando a equagao:

Y xAxd

axV

onde D = densidade numérica (células / mL); Y = numero médio de células /
area de contagem; A = area de filtragdo da membrana (mm?); d = diluicdo; a = area do

campo de contagem (mm?) e v = volume filtrado (mL).

Volumes celulares (Vc) — expressos em pm® foram calculados pelas
medi¢gdes de comprimento (C) e largura (L) celulares com o uso de algoritmos
adequados [BOLTER et al., 1993 e SuN & Liu, 2003] aos diferentes morfotipos (cocos,
cocobacilos, bacilos, vibrios, filamentos e espirilos [TORTORA et al., 2003]). Para os
calculos, cocos foram tratados como esferas ou esferdides prolatados; cocobacilos

como elipsodides; bacilos, filamentos e espirilos como cilindros com duas capas hemi-
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esféricas nas extremidades e vibrios como prismas falciformes. As equagdes utilizadas

foram:
3 2
a nx b xa nxaxbxC
V = T x V = X X V= xd x D x
6 6 6
esfera esferdide prolatado elipséide
a b TxaxbxC
V= mx b% L - ] V = =
4 12 4
cilindro com 2 capas hemi-esféricas prisma falciforme

onde: a = comprimento ou diametro da célula; b = largura e c = espessura.

A estrutura das células bacterianas é tridimensional mas o sistema utilizado
para medi-las opera através de figuras bidimensionais. Por isso adotou-se considerar
sempre b = ¢. No caso especifico de vibrios o valor de a corresponde a distancia entre
as duas extremidades da figura geométrica. As medidas utilizadas para cocos,
cocobacilos e bacilos foram tomadas automaticamente pelo sistema; as de filamentos,
vibrios e espirilos foram executadas manualmente na imagem, através dos recursos

disponiveis pelo sistema.

Morfotipos bacterianos — foram identificados com base no “fator de forma”
(R) [ZARITSKY, 1975], expresso pela relagdo comprimento/largura (Cp/Lg), e através
deste valor classificados em: cocos — de 1,0 a 1,25; cocobacilos — de 1,26 a 1,75;
bacilos — de 1,76 até 5. Os organismos com R superior a 5 foram classificados neste
trabalho como filamentos; vibrios foram identificados pela sua forma (falciforme);

espirilos foram identificados pela sua forma em “S”.

indice de Diversidade de Tamanho (IDT) — os valores dos biovolumes
encontrados em cada lamina foram agrupados em categorias representadas por seus
valores numéricos e determinadas as frequéncias absolutas e relativas de cada uma, a
partir do que se calculou o indice de Shannon para a diversidade de tamanho de cada
amostra [ZAR, 1999], o qual passou a ser identificado como Iindice de Diversidade de

Tamanho (IDT) para a populacao ali representada [modificado de GAsoL et al.,1997].
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indice de Diversidade Morfologica (IDM) — O mesmo procedimento foi
aplicado sobre as freqiéncias de cada morfotipo e o valor do indice de Shannon [ZAR,
1999] encontrado em cada amostra passou a ser utilizado como indice de Diversidade

Morfolégica (IDM). N&o foi encontrada proposta similar na literatura.

455 — Comparacdes — Foram comparadas as variagdes em escala
temporal dos IDTs, IDMs e Ds das diferentes amostras e destes com as dos IETs
médios de cada ambiente, assim como com as variaveis (Cla, Ptot e DS) determinantes
dos mesmos. As variagoes dos biovolumes médios e os valores maximos e minimos
dos mesmos também foram comparados. Idéntico tratamento foi dado aos biovolumes

dos diferentes morfotipos.

4.5.6 — Analises estatisticas - as analises estatisticas dos dados (testes
de correlagdes lineares de Pearson (r), ANOVA e testes de comparagdes multiplas de
Tukey-Kramer para as médias [Zar, 1999; Triola, 1999]) foram feitas com auxilio dos
programas GraphPad InStat® 3.0 (1997) e BioEstat 3.0 [AYRES et al., 2003]. Os niveis
de significancia utilizados sdo os expressos pelo pacote estatistico GraphPad InStat®

3.0, de acordo com os seguintes limites:

valor de P enunciacao

> 0,05 nao significante

0,01 a 0,05 significante

0,001 a 0,01 muito significante

<0,001 extremamente significante

[{e )

Os limites de significancia para o teste de Tukey-Kramer para os “n
utilizados séo: q = 3,702 e P < 0,05. Para o teste de correlacio linear de Pearson o
limite utilizado foi de P < 0,05.

5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Variaveis abioticas — as Tabs. A1, A2 e A3 (Anexo 3) mostram as
variagdes temporais das variaveis abidticas durante o periodo estudado. Na Tab. A1
estdo agrupadas aquelas variaveis que ndo s&o tratadas como “nutrientes” na
Limnologia (embora a Alc seja uma funcéo linear de um deles, o carbono inorganico

dissolvido — CID); na Tab. A2, os nutrientes nitrogenados e na Tab. A3 os nutrientes
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fosfatados e a silica (importante na formagao da carapaga das diatomaceas [ESTEVES,
1998] e espiculas de certas esponjas [DUSSART, 1966 in MELAO & ROCHA, 1999]).

Na Tab. A1 observa-se que as médias de profundidade do Disco de Secchi
(DS) , pH, condutividade e alcalinidade, distinguem nitidamente os trés ambientes
estudados. O mesmo n&o ocorre com as temperaturas das amostras e embora as
médias de oxigénio dissolvido (OD) sejam significantemente diferentes, esta diferencga
nao € tado nitida quanto para as variaveis citadas acima. Os coeficientes de variagao
mostram uma consideravel variabilidade temporal de transparéncia da agua (DS) em
Barra Bonita, o mesmo nao ocorrendo no Broa e na Lagoa Dourada; a variagdo mensal
do pH nao é grande em cada um dos ambientes estudados mas observou-se um nitido
gradiente de aumento da acidez indo de Barra Bonita para a Lagoa Dourada o qual
também foi verificado nos resultados de alcalinidade, com um valor altamente
expressivo desta em Barra Bonita.

A variabilidade mensal da concentragéo de OD é significativa (acima de 20%)
em todas as areas de estudo, com maior expressdo em Barra Bonita; a condutividade
elétrica variou pouco em Barra Bonita e no Broa mas apresentou um alto coeficiente de
variagao na Lagoa Dourada, em parte devido aos baixos valores mensais da mesma
neste ambiente onde qualquer pequena variagdo é altamente expressiva diante da

meédia dos valores mensais.

Os valores encontrados para as variaveis fisicas e quimicas estudadas sao
condizentes com os estados tréficos dos respectivos ambientes e, diante da
variabilidade mensal ndo muito elevada da maioria destas variaveis, ndo & exagero
dizer-se que estes ambientes sdo relativamente estaveis, cada um dentro de seu

estado trofico caracteristico.

Os resultados dos nutrientes nitrogenados da Tab. A2 indicam, por outro
lado, diferengas de médias muito significativas entre os trés ambientes estudados, para
todas as variaveis mensuradas. Além disto, exceto para o nitrogénio total (Ntot), os
coeficientes de variagdo revelam significantes alteragcbes nos valores mensais,

indicando o grande fluxo destes nutrientes em cada um dos ambientes.

Situacdo analoga ocorre com os nutrientes fosfatados e com a silica,
conforme mostra a Tab. A3, com um nitido gradiente de concentragbées entre Barra

Bonita e Lagoa Dourada, passando pelo Broa e valores de coeficientes de variagao
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ainda mais expressivos do que aqueles encontrados para os nutrientes nitrogenados o
que sugere um fluxo ainda mais substancial do fosforo nestes ambientes.

5.2 — Variaveis bidticas — a concentragdo de Cla é usada para se
estimar a variabilidade espacial e temporal da biomassa fitoplancténica [TREES et al.,
1985]. A feofitina € um dos principais produtos de degradagédo da Cla [MARKER, 1980].
Entdo, os valores das concentragdes destes pigmentos nos ambientes estudados dao

uma idéia da dimens&o da produg¢do primaria e decomposicdo nos mesmos.

A Tab. A4 (Anexo 4) mostra as concentragdes mensais destes pigmentos
nos ambientes estudados. Os valores de Cla na Lagoa Dourada, nos meses de janeiro
e maio (marcados com *), ndo significam necessariamente auséncia de clorofila mas
sim, bem provavelmente, valores aquém da capacidade de detecgcao do método e/ou

equipamentos utilizados.

Da mesma forma observada para os nutrientes minerais, a concentragcao
média de Cla apresenta um gradiente com valores mais altos em Barra Bonita (x =
12,21 ug/L) e menores no Broa (x = 5,22 ug/L) e na Lagoa Dourada (x = 2,26 ug/L),
respectivamente. Os valores de coeficiente de variagdo mostram uma alta variabilidade
mensal na concentracdo deste pigmento em Barra Bonita (90,76%) e na Lagoa
Dourada (62,10%) enquanto no Broa (17,83%) ha maior uniformidade. Em alguns
meses (abril e maio) o valor obtido no Broa foi maior que em Barra Bonita, durante uma
mesma coleta e em todos os meses exceto fevereiro, as concentragdes de Cla no Broa
foram maiores que a menor concentragao observada em Barra Bonita (4,59 ug/L em
maio). O menor valor observado para a concentracdo de Cla foi na Lagoa Dourada
(0,00 ug/L) nos meses de janeiro € maio e os maior foi em Barra Bonita (31,22 ug/L) no

més de margo sendo que nesta coleta foi constatada uma nitida floragéo algal.

Com relacao a feofitina, ndo foi verificada uma diferenca estatisticamente
significante entre as médias obtidas nos trés ambientes. No entanto, da mesma forma
como ocorreu com relagao a Cla, a variabilidade mensal € muito maior (CV = 64,92%)
em Barra Bonita que na Lagoa Dourada (CV = 35,17%) — ambientes extremos —
enquanto no Broa a variabilidade mensal € menor (CV = 12,65%). Estes dados
evidenciam a possibilidade de uma consistente atividade decompositora na Lagoa
Dourada ja que a biomassa plancténica neste ambiente deve ser menor (menor

concentragédo de Cla), possibilidade esta respaldada pelo valor médio de feofitina mais
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elevado nesta area. E provavel que este fato esteja relacionado com a biomassa nao
plancténica séssil que compde o fundo deste reservatorio, o qual também é bem mais

raso que os demais estudados.

5.3 — Estado trofico — na Tab. 1 estdo agrupadas as variagdes temporais

das concentragdes de Cla, Ptot e transparéncia da agua (DS).

Tabela 1 — Concentragdes mensais superficiais de Cla(ug/L) e Ptot (ug/L) e
profundidade DS (m) em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD

Meses Cla Ptot DS Cla Ptot DS Cla Ptot DS
Jan - - - 6,76 15,09 1,90 0,00* 9,87 3,80
Fev 12,66 96,65 2,50 4,21 12,16 1,80 0,87 7,26 3,70
Mar 31,22 65,33 1,20 5,09 17,38 1,90 1,40 9,22 3,70
Abr 5,33 4543 3,40 585 26,19 2,20 3,97 13,46 4,30
Mai 4,59 76,75 3,40 4,68 19,66 1,60 0,00* 11,83 4,40
Jun 7,26 31,73 2,90 4,71 16,40 1,90 2,79 8,89 4,50
X 12,21 63,18 2,68 5,22 17,81 1,88 2,26 10,09 4,07
DP 11,1 25,6 0,9 0,9 4.8 0,2 1,4 2,2 04

CV (%) 90,8 40,5 33,9 17,8 26,9 10,3 62,1 22,0 9,2

Como mostra a Tab. 1, as concentracdes de Cla apresentaram alta variagao
em Barra Bonita e Lagoa Dourada; as de Ptot variaram mais em Barra Bonita do que
nos demais ambientes, no periodo de coletas; a transparéncia da agua variou muito
pouco na Lagoa Dourada, o mesmo acontecendo com o Broa, enquanto em Barra

Bonita a variacao foi consideravel.

A despeito dos valores das médias das concentracbes de Cla e Ptot
mostrarem um gradiente de Barra Bonita a Lagoa Dourada, a variabilidade significativa
dos coeficientes de variacdo mascara o fato que apenas a concentragdo mensal de
Ptot representa um claro divisor dos trés ambientes estudados, em cada més de coleta,
sendo sempre maior em Barra Bonita, menor no Broa e menor ainda na Lagoa

Dourada.

Se compararmos os ambientes apenas com relagdo as médias obtidas para
o DS, veremos que o gradiente seria: Lagoa Dourada, Barra Bonita, Broa. Deve-se
lembrar, no entanto, que a profundidade média e as dimensdes do reservatorio sao

maiores em Barra Bonita que no Broa e que embora estejam ambos na rota dos ventos

31



o Broa é mais turbulento [TUNDISI & MATSUMURA-TUNDISI, 1995]. A maior turbuléncia e
menor profundidade no Broa facilita um continuo revolvimento do fundo que pode
resultar na menor transparéncia da agua, neste ambiente. Além disto, se
considerarmos que o reservatério de Barra Bonita é bem maior e menos turbulento,
podemos entender que ai ha uma maior dispersao das diversas particulas dissolvidas
e/ou suspensas ou até mesmo maior facilidade de afundamento, o que implicaria numa

maior transparéncia da agua, como foi verificado.

Estas variagcbes, caracteristica comum aos calidos ambientes aquaticos
tropicais e sub-tropicais, tém incentivado as discussdes sobre a aplicabilidade do indice
de Carlson na determinag&o do estado tréfico dos mesmos [MERCANTE & TUCCI-MOURA,
1999; SALAS & MARTINO, 2001; SALAs & MARTINO, 1991]. Da mesma forma, ha
qguestionamentos sobre as variaveis utilizadas por CARLSON (1977) com proposta da
inclusdo do uso da concentracdo de Ntot para determinacdo do IET [KRATZER &

BREZONIK, 1981].

indice de Estado Trofico (IET) — Como o objetivo do presente trabalho é
comparar as variagdes das comunidades bacterianas com o estado trofico dos
ambientes estudados, optou-se pela determinagdo do estado tréfico em cada coleta
pela média dos valores dos indices obtidos para cada uma das variaveis propostas por
CARLSON (1977), ja que este ao determinar seus algoritmos para IET(Cla), IET(Ptot) e
IET(DS), partiu de dados (em ambientes temperados) que conduziam a um valor
semelhante do IET, independentemente da variavel utilizada. As variagdes dos valores
obtidos pra os diversos IETs que poderiam conduzir a duvidas na classificagao,
principalmente entre Barra Bonita e Broa com relagdo a Cla e DS, compensam-se
através das médias de forma que o valor médio do IET torna-se um indicador confiavel

do estado tréfico. Os resultados obtidos sdo os da Tab. 2.

Em Barra Bonita foram observadas variagdes do estado tréfico durante o
periodo de estudo, Em margo, por exemplo, a coleta foi feita durante uma floragéo algal
que resultou no maior IET encontrado nos ambientes. Na Lagoa Dourada, em abril,
foram verificados valores para Cla e Ptot bem maiores do que a média para o ambiente
0 que resultou num valor de IET que, nesta coleta, colocaria a area de estudo na
condigdo de mesotrofia, mediante a classificagcado utilizada. O Broa foi o ambiente que

mostrou maior uniformidade de IET (CV = 2,8) mas seu estado trofico médio, ainda que
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mesotrofico, na maioria das coletas esteve mais proximo de uma situagao de eutrofia

do que de oligotrofia.

Tabela 2 - Valores mensais dos indices de Estado Tréfico (IET) para Cla, Ptot, DS e médio
(IETm) e de estado trofico (ET) em Barra Bonita (BB), Broa (BB) e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD
Meses Cla Ptot DS IETm ET Cla Ptot DS IETm ET Cla Ptot DS IETm ET
Jan - - - - - 49 43 51 48 M 0 37 41 26 O

Fev 55 70 47 57 E 45 40 52 45 29 33 41 34
Mar 64 64 57 62 HE 47 45 51 48 34 36 41 37

Jun 50 54 45 50 46 45 51 47 41 36 38 38

M 0]
M @)
Abr 47 59 42 50 M 48 51 49 49 M 44 42 39 42 M
Mai 46 67 42 52 E 46 47 53 49 M 0 40 39 26 @)
M M @)
E M @)

X 52,5 62,9 46,7 54,0 46,7 453 50,9 47,6 246 372 398 339
DP 7,6 6.4 62 55 1,7 3,7 1.5 13 19,8 3,2 1.3 65
CV (%) 146 10,1 13,4 10,2 3,6 8,2 29 28 80,3 85 33 192

O = oligotréfico M = mesotréfico E = eutréfico HE = hipereutrdéfico
ET segundo KRATZER & BREZONICK [1981]

A consisténcia das médias obtidas para os diversos IETs, representada por
valores dos respectivos CVs relativamente baixos, principalmente em Barra Bonita e no
Broa, confirmam a possibilidade de se tratar — de forma genérica e para efeitos
comparativos — Barra Bonita como ambiente eutréfico, Broa como mesotrofico e Lagoa

Dourada como oligotrofico.

Analises estatisticas dos valores obtidos mostraram que as diferencas entre
os valores médios de cada ambiente sdo extremamente significativas e ndo séo
devidas ao acaso (P < 0,0001 — ANOVA). O teste de comparagdes multiplas de Tukey-
Kramer mostrou que a diferenga € extremamente significativa entre Barra Bonita e
Lagoa Dourada (q = 9,695, P < 0.001) e entre Broa e Lagoa Dourada (q = 6,907, P <
0.001) mas nao é significativa entre Barra Bonita e Broa (q = 3,110, P > 0.05). Estas
analises referendam o fato do estado tréfico (ET) do Broa (mesotrofico) estar mais

préoximo de eutréfico.

5.4 — Bactérias — os principais resultados obtidos nas analises bacterianas
foram:
5.4.1 — Densidades bacterianas — as variacbes mensais das densidades

bacterianas (D) foram as mostradas na Tab. 3.
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Tabela 3 - Valores mensais das densidades
bacterianas (x10° cels/mL) em Barra Bonita
(BB), no Broa (BR) e na Lagoa Dourada (LD)

D

Meses BB BR LD
Jan - 8,10 2,48
Fev 9,40 5,98 2,31
Mar 9,60 4,07 2,41
Abr 8,27 4,90 2,45
Mai 9,60 5,83 1,86
Jun 8,17 5,63 2,10
X 9,01 5,75 2,27
DP 0,72 1,35 0,24
CV (%) 8,0 23,5 10,7

As densidades bacterianas (n° de individuos/mL) revelaram maior variacao
mensal (maior valor de DP e CV) no Broa, seguida por Lagoa Dourada e Barra Bonita.
As diferengas entre as médias sdo extremamente significantes (P < 0,0001 — ANOVA)
indicando que as variagcdes entre elas sao expressivamente maiores do que aquelas
que poderiam decorrer do acaso. O teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer
para as meédias [ZAR, 1999; TRIoLA, 1999]. mostrou diferengas extremamente
significativas entre as médias tanto de Barra Bonita e Broa (q = 8,378 e P < 0,001)
quanto de Barra Bonita e Lagoa Dourada (q = 17,339 e P < 0,001) e de Broa e Lagoa
Dourada (g = 9,339 e P < 0,001). A maior variabilidade mensal da D no Broa pode estar
relacionada com a influéncia do sedimento na superficie devido a turbuléncia do

ambiente, ja mencionada.

Para melhor visualizagao. os resultados estao expressos na Fig. 2

Tais dados revelam que a densidade populacional € um forte indicador
bacteriano do estado de trofia do ambiente estudado. A densidade bacteriana média no
Broa mostrou-se cerca de 153% maior que na Lagoa Dourada; em Barra Bonita, cerca
de 56% maior que no Broa e 297% que na Lagoa Dourada. Estes dados indicam que,
nos ambientes e no periodo estudados, o aumento da densidade populacional
bacteriana é uma clara resposta a eutrofizagdo. Esta manifestacdo é similar a de
populagdes de organismos eucariontes diante da fartura ou caréncia de recursos, ou
seja, quanto maior a capacidade de suporte do ambiente maior a possibilidade de

crescimento populacional [Ricklefs, 2003].
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Figura 2 — Densidade (D) em numero de células x
10°/mL em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa
Dourada (LD) nos meses de coleta

Este resultado é compativel com a literatura, como por exemplo: possivel
existéncia de correlagdo consideravel entre clorofila e densidade bacteriana [FUHRMAN,
1980 appud Azam et al., 1983; BIRD e KALFF, 1984; COLE et al., 1988] e desta com
concentracdo de fésforo [CURRIE, 1990]. Alguns autores sugerem, inclusive, que o
controle predatério (ao contrario do de recursos) € de menor importancia em alguns
sistemas, sendo mais importante em sistemas eutréficos do que em oligotroficos [BIRD
e KALFF. 1984; COLE et al.. 1988].

Apesar da evidéncia de relagdo entre estado trofico e D, ndo se encontrou.
um resultado significativo nas analises de possiveis correlagdes lineares entre D e o
IET ou qualquer um de seus componentes tanto na Lagoa Dourada (r = 0,3476; P =
0,4996) quanto no Broa (r = - 0,1313; P = 0,8041). Em Barra Bonita, uma pequena
correlagao observada (r = 0.7296) nao é considerada estatisticamente significante (P =
0,1618) mesmo porque o coeficiente de determinagdo (R? = 0,5323) explica apenas
pouco mais que 53% dos resultados obtidos . Assim sendo, a relagcao observada entre
estado trofico e D nos ambientes estudados, ndo pode ser tratada como uma

correlagao linear.
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Nao foram encontradas correlagdes lineares significativas entre D e as
variaveis apresentadas na Tab. A1 (Anexo 3) em Barra Bonita e Broa. Na Lagoa
Dourada constatou-se uma correlagdo considerada estatisticamente ndao muito
significativa (r = 0,7861, P = 0,0637) entre D e condutividade e entre D e temperatura
da amostra (r = 0,7444, P = 0,0897). Entre os nutrientes estudados também foi
encontrada apenas uma correlagao estatisticamente nao muito significativa entre D e o
fosfato total (POstot) na Lagoa Dourada. Em Barra Bonita observou-se apenas uma
correlagdo negativa ndo muito significativa (r = - 0,8585, P = 0,0625) entre D e N-NH,".
No Broa ndo foi encontrada nenhuma correlagédo linear entre D e os nutrientes

estudados.

5.4.2 — Volumes celulares — os volumes celulares (Vc) foram calculados
(em pm®) conforme descrito em Material e Métodos e tabelados por seus valores
maximos, minimos, médias, desvios padrdo e coeficientes de variagdo, para cada
ambiente estudado, na escala temporal. Os resultados sdo apresentados na Tab. A5
(Anexo 5).

Numa primeira analise nota-se um claro gradiente de tamanho (biovolume)
médio entre Lagoa Dourada (maior valor) e Barra Bonita (menor valor). As diferengas
entre as médias sao muito significantes (P = 0,0021 — ANOVA); as variagdes entre elas
sao expressivamente maiores do que aquelas que poderiam decorrer do acaso. O teste
de comparagdes multiplas mostrou diferengas muito significantes entre Lagoa Dourada
e Broa (q = 5,374 e P < 0,01) e entre Lagoa Dourada e Barra Bonita (q = 5,465 e P <
0,01) mas a diferenca entre as médias de Broa e Barra Bonita ndo sao estatisticamente
significantes (q = 0.3419 e P > 0,05), para os limites de significancia do teste indicados
em Material e Métodos, provavelmente devido ao fato ja citado da proximidade de

estado tréfico entre Barra Bonita e Broa.

Estes resultados contrariam a expectativa “légica” decorrente da maior
abundancia de nutrientes e clorofila em Barra Bonita mas, possivelmente confirmam as
observacdes de BIRD & KALFF [1984] e COLE et al. [1988] no que diz respeito a maior
importancia do controle predatério em ambientes eutréficos - 0 que parece ser o caso -
principalmente se lembrarmos, por exemplo, que nem todas as bactérias sao
igualmente pastadas (como por nanoflagelados heterotréficos (NFH) os quais preferem
as maiores e as em crescimento) [GONZALEZ et al., 1990].
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Outro fator que pode estar relacionado com o menor tamanho médio dos
organismos no ambiente eutrofico € a prépria D muito maior neste ambiente, o que
implica em processo reprodutivo muito mais intenso, com células se dividindo com
maior frequéncia do que no ambiente oligotréfico (menor D) e, por conseguinte, tendo
um tamanho médio menor ja que ha uma tendéncia da célula bacteriana em se dividir
quando seu comprimento atinge o dobro do comprimento inicial [GROVER, et al., 1977

appud BLACKBURN et al., 1998].

A relacdo entre biovolume bacteriano e estado tréfico do ambiente
assemelha-se ao verificado com a D, embora em ordem inversa. Considerando-se que
o IET do Broa esteve mais proximo do estado eutréfico do que do oligotréfico, a maior
proximidade da média dos biovolumes bacterianos neste ambiente mesotréfico com as
das células do ambiente eutrofico do que com aquelas do ambiente oligotrofico,

fortalece a percepcao desta relacao.

No entanto, assim como ocorreu com a D, também né&o foi encontrada uma
correlacao linear entre IET e os Vcs na Lagoa Dourada (r = 0,05919 e P = 0,9113) e
Broa (r = - 0,2368 e P = 0,6515) mas, uma consistente correlagao linear foi verificada
em Barra Bonita (r = 0,9093 e P = 0,0323 com R? = 0,8268). Testados os componentes
do IET, verificou-se que esta correlagao é devida basicamente a Cla (r = 0,9559 e P =
0,0110 com R? = 0,9138) o que parece fortalecer a hipotese de que os menores valores
de Vcs neste ambiente devam-se a uma maior atividade reprodutiva, quando a

produgao primaria também tende a aumentar.

A maior variabilidade das médias (CV) na Lagoa Dourada do que no Broa e
em Barra Bonita ja sugere maior uniformidade de tamanho bacteriano nesses
ambientes, possivelmente devido a maior disponibilidade de recursos, ainda que para

uma populacdo numericamente bem maior.

O organismo de maior tamanho (Vc = 13,928 um®) encontrado foi um
filamento observado na Lagoa Dourada, em janeiro. O menor (V¢ = 0,006 um?®) foi no
Broa em margo. E importante notar-se que os Vcs minimos s&do bastante semelhantes
em todos os ambientes estudados. Verificou-se que comprimento destes organismos
menores (Vc = 0.007 um?) foi sempre um valor préximo a 0,2 um. Tal fato deveu-se ao

critério adotado na analise automatizada das imagens, pelo qual células com tamanho
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menor que o poro da membrana utilizada na filtracdo das amostras, apds a coloracao,
para captura dos organismos, foram desconsideradas [MASSANA et al., 1997]. Esta
observagédo sugere que o espectro de tamanho da populacdo ndo esta totalmente
amostrado; as bactérias que estariam compondo o fentoplancton, possivelmente nao

foram detectadas através do método utilizado.

Em Barra Bonita, a maior média mensal de biovolumes foi obtida numa
coleta realizada durante uma floragdo algal (mar¢o) o que pode indicar ndo sé um
periodo de maior direcionamento do metabolismo bacteriano para o crescimento (a D
também atinge um pico neste més) como também menor pastagem de predadores que
poderiam estar se utilizando, neste momento, de outros recursos com uma relagao
custo/beneficio mais compensatéria ou, ainda, tais predadores nao teriam tido tempo
suficiente para aumentar suas densidades de forma a exercerem um efeito “top down”
suficiente para responder ao aumento da densidade bacteriana. Na Lagoa Dourada
observa-se que 0 avango na escala temporal em direcdo aos meses mais secos foi
acompanhado por um aumento nos Vcs médios. No Broa observa-se uma tendéncia

inversa.

Nos ambientes e periodo estudados, o Vc meédio mostrou-se um possivel

indicador de diferenciagao entre os ambientes oligotréfico e eutréfico.

Quando comparados os Vcs médios com as variagbes dos nutrientes
estudados, em Barra Bonita encontrou-se apenas uma correlagao linear negativa nao
muito significante (r = - 0,8552, P = 0,0647) com nitrogénio total (Ntot). No Broa nao foi
encontrada nenhuma correlagdo com nutrientes. Na Lagoa Dourada foram
encontradas correlagbes nao muito significativas com NO2-N (r = 0,7727, P = 0,0716) e
com Ptot (r = 0,7614, P = 0,0786). Uma correlagao linear significante (r = 0,8616, P =
0,0274) foi constatada com fosfato inorganico (Pl) e uma negativa também significante
(r=-0,8981, P =0,0151) com SiO,.

5.4.3 — Variacdes morfotipicas — a analise das imagens obtidas nos
ambientes estudados revela, de imediato, a consideravel variabilidade da composigao
morfotipica bacteriana em cada um deles. A Fig. 2 mostra imagens tipicas dos trés

ambientes.
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Figura 2 — Imagens obtidas por microscopia de epifluorescéncia (coloracdo com DAPI) de diferentes
volumes de amostras (Vam) das populagdes bacterianas na Lagoa Dourada (A) — Vam = 2 mL, Broa (B)
—Vam =1 mL e Barra Bonita (C) - Vam = 0.5 mL

Os valores mensais dos Vcs médios de cada morfotipo, em cada um dos
ambientes, sdo mostrados na Tab. A6 (Anexo 6). Uma primeira observagdo desta
tabela mostra que o unico ambiente onde todos os morfotipos estiveram representados
em todas as amostras € a Lagoa Dourada. Em Barra Bonita, em fevereiro, margo e
junho nao foram encontrados espirilos. No Broa, ndo foram encontrados filamentos em

margo, abril e maio nem espirilos em janeiro, margo, abril e junho.

As analises comparativas dos valores mostrados revelaram que, para cocos
as diferencas entre as médias nao sao significativamente maiores do que o esperado
pelo acaso (P = 0,1601 — ANOVA) o mesmo se constatando com relagdo a vibrios (P =
0,2413 — ANOVA), filamentos (P = 0,7644 - ANOVA) e espirilos (P = 0,6113 - ANOVA)
0 que permite a conclusdo de que entre as diferentes populagdes estudadas os
tamanhos médios de cocos, vibrios, filamentos e espirilos, ndo séo significativamente

diferentes.

Por outro lado, foi constatado que as diferengcas das médias dos Vcs de
cocobacilos sao muito significativas (P = 0,0022 — ANOVA). O teste de comparagdes
multiplas de Tukey-Kramer mostrou que a diferenca nao é significativa entre Barra
Bonita e Broa (q = 1,459 e P > 0,05) mas é significativa entre Broa e Lagoa Dourada (q
= 4,638 e P < 0,05) e muito significativa entre Barra Bonita e Lagoa Dourada (q = 5,881
e P < 0,01), para os limites de significancia indicados em Material e Métodos. Para
bacilos, a analise de variancias mostrou que as diferencas entre as médias sao
maiores que aquelas decorrentes do acaso (P = 0,0459) mas o teste de Tukey-Kramer
nao detectou diferengas significativas entre os trés ambientes, talvez porque os desvios

padrdao (DP) nao sao estatisticamente diferentes (teste de Bartlett = 0,1364, P =
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0,9341). Cocobacilos e bacilos sao, portanto, os morfotipos que mostraram maiores

diferencas de tamanho nos ambientes e periodo estudados.

Os resultados obtidos no teste de comparag¢des multiplas para cocobacilos
aproximam-se daqueles obtidos para os Vcs médios das populagdes amostradas (item
5.4.2), sugerindo que possivelmente as diferencas de tamanhos celulares entre os
ambientes sejam devidas principalmente a estes. Os organismos que apresentaram
maior CV foram os espirilos (117.69%) na Lagoa Dourada e os com menor CV foram
0s cocos (16.57%) no Broa. Os CVs de filamentos foram consideravelmente altos nos

trés ambientes.

Foram analisadas, ainda, as frequéncias relativas de cada morfotipo nos
ambientes e periodo estudados. Os resultados estdo expressos na Tab. A7 (Anexo 6).
As médias das frequéncias foram testadas estatisticamente e verificou-se que as
diferengcas observadas na tabela ndo sdo maiores do que aquelas devidas ao acaso
para cocos (P = 0,1578 — ANOVA), vibrios (P = 0,1744) e filamentos (P = 0,1186). As
diferengas entre as médias de frequéncias relativas de espirilos mostraram-se maiores
do que aquelas decorrentes do acaso mas o teste de Tukey-Kramer nado detectou
diferencgas significativas entre os trés ambientes (P > 0,05). Nao foi possivel aplicar-se

o teste de Bartlett para os DPs porque n < 5.

Foi constatada uma diferenga extremamente significante entre as médias das
freqUéncias relativas de cocobacilos (P < 0,0001 — ANOVA) a qual se observou ser
extremamente significativa entre Barra Bonita e Lagoa Dourada (q = 11,855, P < 0,001)
e entre Lagoa Dourada e Broa (q = 8,894, P < 0,001) mas nao significativa entre Barra
Bonita e Broa (q = 3,375, P > 0,05), resultados estes consideravelmente compativeis

com aqueles encontrados para os IETs.

As maiores variagdes (CVs) nas frequéncias relativas morfotipicas
ocorreram com os filamentos de Barra Bonita e as menores com os cocobacilos na
Lagoa Dourada. As analises morfolégicas dos ambientes estudados revelaram que as
frequéncias relativas (%) de cocos e cocobacilos somadas representam sempre a
maior parte dos morfotipos, podendo chegar a 80% das popula¢des (Barra Bonita) e
sdo tdo maiores quanto maior o nivel tréfico do ambiente. As frequéncias relativas de

bacilos, vibrios, filamentos e espirilos juntas representam, na média, 19,07% das
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populagdes bacterianas em Barra Bonita, 26,51% no Broa e na Lagoa Dourada este

valor atinge a marca de 43,36%

Estes dados sugerem, numa primeira analise, possivel relagdo entre a forma
celular e a disponibilidade de recursos e, por conseguinte, a atividade metabdlica dos
organismos. Os organismos com as formas geométricas estudadas tendem a ter uma
relagdo superficie/volume (S/V) tanto maior quanto menor forem seus tamanhos. Cocos
e cocobacilos apresentam formas celulares esféricas, esféricas prolatadas ou
esferéides e os dados sugerem que em ambientes com maior disponibilidade de
recursos (eutroficos) a atividade metabdlica dos organismos com estas formas seria
facilitada tanto pela quantidade de alimentos disponiveis no ambiente quanto pela
facilidade em conduzi-los para o interior das células. Este fato poderia estar
promovendo o crescimento rapido assim como a rapida reprodugao (estratégia “r’) o

que resultaria numa maior densidade, como foi observado.

Por outro lado, bacilos, espirilos, vibrios e filamentos apresentam formas
celulares que podem ser interpretadas como um cilindro com duas capas hemi-
esféricas nas extremidades [MASSANA et al., 1997]. Os organismos com tais
configuracbes (especialmente os filamentos) mostraram-se, em média, maiores
(biovolumes) do que cocos e cocobacilos. No entanto, quando se considera
organismos com um mesmo biovolume, a relagdo S/V para os de forma cilindrica &

maior do que aquela de esferas, esferas prolatadas ou esferdides.

As frequéncias relativas dos organismos com forma geométrica mais
cilindrica mostraram-se maiores no ambiente com menor disponibilidade de recursos
(oligotrofico) onde, também, a densidade populacional € bem menor. Como a taxa
especifica de metabolismo diminui com o aumento da massa celular [PETERS, 1987], e
essa aumenta com o biovolume, estes resultados sugerem que as bactérias estariam
se adaptando a oligotrofia diminuindo sua atividade metabdlica através de um aumento
do biovolume com a mudancga da forma e sem o custo do dispendioso mecanismo de
reprodugao (estratégia “k”), hipotese esta compativel com a baixa densidade no
ambiente, o que, ao mesmo tempo que Ihes possibilitaria menor atividade metabdlica,
também aumentaria a area de contato de suas superficies com o meio, possibilitando
uma maior chance de captagao dos parcos recursos disponiveis. Ocorréncia similar foi

observada por STEINBERGER et al. [2002] em biofilmes insaturados.
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5.4.3 — IDT e IDM — A proposta de GAsoL et al. [1997] do uso de um
indice de tamanho para a comparagcdo de populagbes bacterianas esta plenamente
justificada na introdugdo deste trabalho. A forma (método) utilizada pelos autores,

merece alguma discussao.

Ao proporem o IDT (SDI), os autores partiram do uso de esferas de latex com
didmetro nominal de 0,47 um. As “caudas” (inferior e superior) obtidas na plotagem dos
dados foram atribuidas a “erros de manufatura” e ao “processo de medig¢ao”. Eles
transportaram este entendimento para o “rank-size” bacteriano que néo é composto por
produtos “manufaturados” mas sim apresentam uma abundancia e uniformidade
naturais decorrentes das condigdes ambientais que promovem uma variabilidade

consideravel, ndo decorrente de “erro de manufatura” ou “processo de medigcao”.

Ao descartar as “caudas” dos graficos obtidos a partir dos dados de amostras
ambientais, excluiram parte significativa da populagdo amostrada. Os menores
biovolumes, particularmente, muitas vezes representam categorias de tamanho
dominantes nos ambientes ou, pelo menos, nas amostras. Da mesma forma, mesmo
que os maiores biovolumes possam nao apresentar alta frequéncia, tém peso
consideravel no desvio padrao da média amostral. Além disto, o uso da denominada
“amostragem de conveniéncia® assumida pelos autores, € estatisticamente

desaconselhado [TRIOLA, 1999].

Estas justificavas conduziram & opcdo do uso do indice de Shannon para
calculo da diversidade de tamanho, tendo em vista que este contempla tanto a
abundéancia de todas as categorias quanto a uniformidade das mesmas, o que nao

ocorre na forma proposta por GAsoOL et al. [1997].

O indice de Diversidade Morfolégica est4d sendo proposto no presente
trabalho como forma de obtencdo de eventuais dados complementares sobre a
composicao morfotipica das populacdes bacterianas estudadas e uma comparagao
direta com o IET. Da mesma forma que para o IDT, optou-se pelo uso do indice de
Shannon para caracterizacdo da diversidade morfolégica por contemplar tanto a

abundancia dos morfotipos quanto a uniformidade de distribuigdo dos mesmos.
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Os valores de IDT e IDM obtidos para bactérias estdo expressos na Tab. 4.
As variagbes mensais dos IDTs de cada ambiente sdo pequenas, conforme mostram
os valores baixos de desvio padrao (DP) e CV mas as diferengas entre as médias dos
mesmos sao significativas (P = 0,0172 — ANOVA) e ndo decorrentes do acaso. O teste
de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer identificou as diferencas entre as médias
de Barra Bonita e Lagoa Dourada (ambientes extremos quanto ao estado tréfico) como
as mais significativas (q = 4,528 e P < 0,05) enquanto entre Barra Bonita e Broa (q =
1,433 e P > 0,05) e entre Broa e Lagoa Dourada (q = 3,246 e P > 0,05) as diferengas

nao sao significativas.

Tabela 4 - Valores mensais dos indices de Diversidade de
Tamanho (IDT) e de Diversidade Morfolégica (IDM) para
bactérias em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa
Dourada (LD)

BB BR LD

Meses IDT  IDM IDT  IDM IDT  IDM
Jan - - 2,206 0,545 2,059 0,618
Fev 2,077 0,495 2,193 0,571 2,191 0,575
Mar 2,086 0,535 2,080 0,536 2,209 0,570
Abr 2,076 0,497 2,151 0,530 2,304 0,546
Mai 2,100 0,553 2,111 0,545 2,288 0,604
Jun 2,134 0,509 2,072 0,486 2,292 0,571
X 2,09 0,52 2,14 0,54 222 058
DP 0,02 0,03 0,06 0,03 0,09 0,03
CV (%) 1,2 4,9 2,7 5,2 4,2 4,5

Esta é uma primeira sugestdo de que o IDT (abundéancia e uniformidade de
biovolumes) bacteriano pode ser um indicador de nivel de trofia para os ambientes
eutrofico e oligotrofico nas areas e periodos estudados, mas ndo é um indicador
consistente para o ambiente mesotréfico. O IDT se mostrou mais elevado no ambiente

oligotrofico e menos nos ambientes mesotrofico e eutrdfico.

Na analise dos valores mensais dos IDMs, também as variacbes sao
pequenas (baixos valores de DP e CV) mas as diferengas entre as médias ndo sao
casuais (P = 0,0040 — ANOVA). O valor bem menor de P (da ordem de 107,
aproximadamente) para o IDM revela ser este um indicador mais consistente que o
IDT, ao menos quando se pretende compara-los a diferentes niveis de trofia dos

ambientes. Aqui também o teste de comparag¢des multiplas revelou nao haver diferenca
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significativa entre as médias de Barra Bonita e Broa (q = 1,557 e P > 0,05). Em
contrapartida, constatou-se uma diferenca significativa (q = 4,168 e P < 0,05) entre as
médias de Broa e Lagoa Dourada e muito significativa (q = 5,531 e P < 0,01) entre as

de Barra Bonita e Lagoa Dourada.

A comparagao entre as variagbes mensais de IDT e IDM nao revelou
qualquer correlagao significante entre ambos. As Figs. 3 e 4 mostram as variagdes de
IDT e IDM nos ambientes estudados. Nestas constatam-se as nitidas diferencas de
variagdes de IDT e IDM entre Barra Bonita e Lagoa Dourada enquanto os valores

obtidos para o Broa oscilam entre estes dois limites.

IDT

2.254

2.20

2.15

2.10 1

2.05

Figura 3 — Indice de Diversidade de Tamanho (IDT)
em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa Dourada
(LD) nos meses de coleta

Os valores de IETm (Tab. 2) de cada um dos ambientes foram comparados
com os valores de IDT e IDM (Tab. 4) para analises de eventuais correlagdes lineares
através do teste de correlagao linear de Pearson (r) [ZAR, 1999; TRIOLA, 1999].

Os valores de “r’ obtidos nao indicaram correlacéo entre IETm e os IDTs e
IDMs dos ambientes, com exceg¢ao do IDM para a Lagoa Dourada onde se encontrou
um valor de r = - 0,9735 com coeficiente de determinagdo R? = 0,9477 e um valor

bicaudal de P = 0,001 o que evidencia uma correlagéo linear negativa extremamente
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significante entre os dois indices considerados. Esta correlagao esta expressa na Fig.
5.

—=—BB
_ - o -BR
20624 .-A--LD
= 061 .
0.60 -}
0.59
0.58
0.57 4
0.56
055
0.54
0.53
0.52 ]
0.51 ]
0.50 4
0.49
0.48

T T T T T T
Jan Fev Mar Abr Mai Jun

Figura 4 — Indice de Diversidade Morfologica
(IDM) em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa
Dourada (LD) nos meses de coleta.

Para identificagcao de qual dos componentes do IETm (IET[Cla], IET[Ptot] ou
IET[DS]) seria o principal responsavel pela correlagdo observada, foram analisadas as
possiveis correlagdes lineares entre o IDM e cada IET separadamente. Nao foram
encontrados resultados significativos que correlacionassem o IDM com o IET[Ptot] ou o
IET[DS] mas um valor de r = - 0,9506 com R? = 0,9037 e um valor bicaudal de P =
0,0036 evidenciaram que o principal componente do IETm da Lagoa Dourada na
correlacdo do mesmo com o IDM é a concentracido de Cla. Esta correlagdo esta

expressa na Fig. 6.

O IDM é uma expressao da abundancia e uniformidade dos morfotipos
estudados. Para os trés ambientes a abundancia é similar, ja que os morfotipos
estudados foram os mesmos nestes ambientes. Assim, as variagdes no IDM serdo
decorrentes principalmente da maior ou menor uniformidade (frequéncias relativas) de
cada morfotipo. A soma das frequéncias relativas de bacilos, vibrios, filamentos e

espirilos, mais alta na Lagoa Dourada, sugere que a maior diversidade morfolégica no

45



ambiente oligotréfico pode estar diretamente relacionada com as frequéncias destes

morfotipos de geometria mais préoxima de uma figura cilindrica.
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Figura 5 — Correlagdo entre IET e IDM na Lagoa
Dourada (LD) nos meses de coleta.
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Figura 6 — Correlagao entre IDM e Cla na Lagoa
Dourada (LD) nos meses de coleta.

Varias hipoteses podem tentar explicar a forte correlagdo entre Cla e IDM na

Lagoa Dourada. A primeira, com respaldo na ecologia de populagdes [RICKLEFS, 2003;
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Obum, 2001]., seria a da existéncia neste tipo de ambiente de espécies “K”
estrategistas que teriam predominantemente formas préximas a cilindrica e espécies “r’
estrategistas que teriam formas predominantes préximas a esférica, esférica prolatada
ou esferdide. Nos momentos em que a concentragdo de Cla fosse maior, a maior
disponibilidade de recursos favoreceria o desenvolvimento das espécies “r’
estrategistas enquanto nos momentos de menor concentracdo de Cla no ambiente, as
espécies “k” estrategistas apresentariam maior facilidade de adaptacado, o que alteraria

as frequéncias morfotipicas e por conseguinte o valor do IDM.

Outra explicagcdo possivel envolveria a relagdo superficie/volume e
disponibilidade de recursos. A despeito de um entendimento generalizado de que as
bactérias planctonicas respondem a privagdo alimentar diminuindo seu tamanho
(formas esféricas ou proximas dela) aumentando assim sua relagdo S/V, STEINBERGER
et al. (2002) mostraram que Pseudomonas aeruginosa respondem a privagdo de
nutrientes em biofilmes insaturados, alongando-se. Através desta adaptagédo o
organismo consegue aumentar sua area superficial proporcionando maior contato com
0 meio e, por conseguinte, maiores possibilidades de captacdo dos parcos recursos
disponiveis. Portanto, ndo seria descartavel nas condigbes da Lagoa Dourada, a

possibilidade de pleomorfismo de uma ou mais espécies tipicas deste ambiente.

A hipétese que nos parece mais provavel para explicar o fato, seria a
presenca neste ambiente de organismos mixotréficos que, em baixas condi¢gdes de
nutrientes (como o Ptot) agiriam de forma heterotréfica aumentando a pastagem sobre
alguns tipos de bactérias (especialmente cocos e cocobacilos), diminuindo suas
freqUuéncias relativas (efeito “top down” - [GAsOL & VAQUE, 1993]) e, por conseguinte,
aumentando a diversidade morfoldgica. Esta hipotese encontra forte respaldo em
varias observagdes sobre o comportamento nutricional dos mixotrofos (especialmente
em ambientes oligotréficos) [TITTEL et al., 2003; JONES, 2000; ROBERTS & LAYBOURN-
PARRY, 1999; ROTHHAUPT, 1996a; 1996b]. Na Lagoa Dourada ja foi observada
[TALAMONI, 1995] a presencga de dinoflagelados (Peridinium spp) com comportamento

nutricional mixotrofico [HITCHMAN & JONES, 2000].
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6 — CONCLUSOES

e Ptot representou o mais claro divisor de estado tréfico dos ambientes, no
periodo estudado;

e Densidade populacional bacteriana foi o indicador mais significativo do
estado tréfico dos ambientes no periodo de estudos

e |IDM revelou-se um indicador significativo, pelas diferencas das médias,
entre 0 ambiente eutrofico e o oligotrofico, assim como entre o mesotréfico
e o oligotrofico mas néo tao consistente entre o eutrofico e o mesotrdfico,
possivelmente devido a proximidade do IET entre estes ultimos

e |IDT revelou-se um indicador significativo, pelas diferengcas das meédias,
entre o ambiente eutréfico e oligotréfico mas nédo entre o mesotrofico e
estes

¢ No ambiente oligotréfico constatou-se uma correlagao negativa de primeira
grandeza, extremamente significante, entre IET e IDM; esta correlagéo
mostrou-se significativa com a concentracado de Cla e nao significativa com
os demais componentes do IETm, provavelmente devido ou a presenga no
ambiente de organismos “k” estrategistas, ou de organismos pleomorficos
ou ainda a presenca de organismos mixotréficos, ndo se podendo excluir a

possibilidade de existéncia dos trés tipos.
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ANEXO 1 — Modelo do elo microbiano (microbial loop)

CAMINHO DA FIXACAO DO CARBONO
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CAMINHO DO CARBONO “REEMPACOTADO” E RECUPERADO

Figura Al — Principais elos da teia alimentar microbiana e sua relagcdo com os
metazoarios. A teia alimentar microbiana estd separada em fitoplancton e elo
microbiano (EM). As flechas curvas nos compartimentos de flagelados e ciliados
indicam possiveis interacfes dentro destas amplas classes de organismos. Neste
modelo, a producao de algas <5 um s6 é accessivel aos metazoarios apos ter sido “re-
empacotada” em células de grandes protozoarios (segundo SHERR & SHERR, 1988).
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ANEXO 2 — Modelo da Ficha de Atividades de Campo

UFSCar - UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PPGERN — Programa de Pés-graduacdo em Ecologia e Recursos Naturais

FICHA DE ATIVIDADES DE CAMPO |

'PROJETO:
Responsaveis pela coleta:

Local: Ponto (GPS) Tipo de Coleta: ( ) Lago

Data: () Represa ( ) Rio

Hora: () Efluente industrial

() Colunad’agua ( ) Sedimento () E fluente doméstico
Profundidade = m | Profund. Amostra = m | Altitude = m
CARACTERIZACAO DA AMOSTRA |Amostra Volume = ml
Temperatura do ar = °C |pH = OD = mg O/l
Temperatura da amostra = °C |condutividade = uS cm™
Transparéncia da dgua (Secchi) = m | Turbidez = Salinidade =

Obs.: pH, OD, Condutividade e Turbidez coletados por equipamento Horiba
Destinacdo da Amostra.
Fixador utilizado:

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS RELEVANTES |

( ) Cor | () Odor () Nao chove ha mais de 15 dias

() Presenca de “blooms” de algas () Nao chove ha mais de 1 més

() Presenca de peixes ou outros animais |( ) Dia ensolarado

mortos (_ ) Dia nublado

() Vento forte nas ultimas 24 horas () Ocorréncia de desmatamento

(_) Vento fraco nas ultimas 24 horas (_ ) Presenca de mata ciliar

() Vento moderado nas ultimas 24 horas |( ) Atividade mineradora a montante do
() Chuva forte nas ultimas 24 horas ponto de coleta

(_ ) Chuva fraca nas ultimas 24 horas (_ ) Presenca de “lixdes” na proximidade
() Chuva moderada nas ultimas 24 hs. |( ) Presenga de afluentes

(_ ) N&o chove ha mais de 1 semana () Presenca de macrofitas

Diregcao do vento:
Observacdes:

OCUPACAO E USOS DA BACIA HIDROGRAFICA |

(_ ) Tipo de agricultura (_ ) Moderada urbanizagéo
() Tipo de pecuaria () Baixa urbanizagao

() Intensa urbanizagao ()

Observagdes:
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ANEXO 3 — Tabelas dos valores mensais das variaveis abidticas

Tabela Al - Valores mensais de DS (m), Tam (°C), pH, OD (mgO2/L), Cond (uS/cm) e Alc (ueqg/L) em Barra Bonita (BB), Broa (BR)
e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD

Meses DS Tam pH OD Cond Alc DS Tam pH OD Cond Alc DS Tam pH OD Cond Alc
Jan - - - - - - 1,9 251 574 7,60 0,008 755 3,8 254 5,09 7,08 0,002 43,0
Fev 25 262 6,77 2,06 0,186 684 1,8 274 534 8,38 0,006 78,0 3,7 28,7 553 845 0,002 55,0
Mar 1,2 276 932 13,33 0,180 629 1,9 255 6,03 7,67 0,008 54,0 3,7 24,7 568 7,30 0,003 37,0
Abr 34 256 6,88 517 0,173 691 22 265 6,34 510 0,008 75,0 43 242 554 156 0,002 52,0
Mai 34 229 7,07 733 0,173 700 1,6 20 538 4,45 0,007 77,0 44 18,8 5,03 5,70 0,001 40,0
Jun 29 19,2 6,98 503 0,179 734 19 184 545 7,60 0,007 61,0 45 174 542 754 0,001 450
X 27 243 740 6,58 0,178 688 1,9 238 5,71 6,80 0,007 70,1 4,07 23,2 538 6,272 0,002 453
DP 0,91 332 1,08 4,21 0,005 38 0,19 3,70 0,40 1,61 0,001 10,1 0,37 427 0,26 2,474 0,001 6,95
CV (%) 33,93 13,67 14,54 63,97 3,06 5,52 10,31 15,53 7,06 23,66 11,13 14,34 9,16 184 4,89 39,44 41,06 15,33

DS = disco de Secchi

Tam = temperatura da amostra

OD = oxigénio dissolvido

Cnd = condutividade

Alc = alcalinidade

Tabela A2 - Valores mensais das concentragdes (em pg/L) dos nutrientes nitrogenados em Barra Bonita (BB), Broa
(BR) e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD
Meses NO2-N  NO3-N  N-NH4+ Ntot NO2-N NO3-N N-NH4+  Ntot NO2-N NO3-N N-NH4+  Ntot
Jan - - - - 0,87 15,52 2520 261,25 0,24 1,35 6,54 168,62
Fev 43,67 1648,47 4152 2134,66 1,04 28,27 24,42 233,20 0,41 3,71 15,87 145,14
Mar 14,83 693,63 8,88 1547,59 1,04 18,35 11,21 299,74 0,07 2,77 3,43 152,97
Abr 23,57 771,07 97,49  1867,21 1,72 8,90 41,52 287,99 0,87 6,54 24,42 182,97
Mai 22,95 698,82 24,42  1997,67 1,83 40,54 30,64 258,64 0,70 3,71 11,21 188,19
Jun 30,78 1634,30 58,63 2330,35 1,15 93,90 26,75 396,28 0,47 5,13 14,32 224,07
X 27,16 1089,26 46,19  1975,49 1,28 34,25 26,63 289,52 0,46 3,87 12,63 176,99
DP 10,82 504,97 34,19 294,35 0,40 31,24 9,83 57,32 0,29 1,81 7,43 28,42
CV (%) 39,83 46,36 74,01 14,90 31,40 91,23 36,90 19,80 62,89 46,77 58,82 16,06
NO2-N = nitrito  NO3-N = nitrato  N-NH4+ = aménio  Ntot = nitrogénio total
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Tabela A3 - Valores mensais das concentragdes (em pg/L) dos nutrientes fosfatados e da silica (em mg/L) em Barra Bonita (BB),

Broa (BR) e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD
Meses Pl PTD PO, Piot SiO, Pl PTD PO, Piot SiO, Pl PTD POy, Piot SiO,
Jan - - - - - 3,32 2,11 1,21 15,09 2,50 5,45 1,82 3,64 9,87 1,57
Fev 80,32 72,77 7,56 96,65 3,79 7,90 2,70 5,20 1216 1,42 3,93 2,11 1,82 7,26 1,19
Mar 36,01 23,81 12,21 65,33 6,07 5,15 2,40 2,75 17,38 1,71 3,62 1,52 2,10 9,22 1,31
Abr 30,21 19,70 10,51 45,43 3,62 17,37 10,90 6,47 26,19 0,99 9,73 5,63 4,10 13,46 0,75
Mai 40,90 2498 1592 76,75 4,21 15,84 4,45 11,39 19,66 0,96 8,82 1,82 7,00 11,83 0,56
Jun 23,22 8,52 31,73 47,72 4,93 3,58 9,21 12,79 16,40 1,68 5,92 2,28 8,20 8,89 1,21
X 42,13 29,95 1559 66,38 4,52 8,86 5,30 6,63 17,81 1,54 6,24 2,53 4,48 10,09 1,10
DP 22,35 24,80 9,52 21,28 1,00 6,24 3,82 4,63 4,80 0,57 2,52 1,54 2,60 2,22 0,37
CV (%) 5304 8280 61,09 32,07 2211 70,42 72,04 69,79 26,94 36,99 40,36 60,91 58,11 21,99 33,96
Pl = fosfato inorganico PTD = fosfato total dissolvido = POs4tot = fosfato total ~ Ptot = fésforo total ~ SIO2 = silica
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ANEXO 4 — Tabela dos valores mensais das variaveis biéticas

Tabela A4 - Concentragdes mensais de clorofila a (Cla ug/L) e feofitina (Feo
ug/L) em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD

Meses Cla Feo Cla Feo Cla Feo
Jan - - 6,76 1,70 0,00* 3,67
Fev 12,66 1,61 4,21 1,69 0,87 2,46
Mar 31,22 3,91 5,09 2,04 1,40 2,91
Abr 5,33 2,13 5,85 2,34 3,97 3,15
Mai 4,59 1,84 4,68 1,87 0,00* 3,96
Jun 7,26 0,36 4,71 1,89 2,79 1,12
X 12,21 1,97 5,22 1,92 2,26 2,88
DP 11,09 1,28 0,93 0,24 1,40 1,01

CV (%) 90,76 64,92 17,83 12,65 62,10 35,17



ANEXO 5 — Tabela dos valores mensais dos volumes celulares

Tabela A5 - Valores mensais dos volumes celulares (Vc em pm?®) maximos (Max), minimos (Min) é médios (X) em Barra Bonita (BB),

Broa (BB) e Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD

Meses Max  Min 2 DP  CV(%) Max Min X DP  CV(%) Max Min 2 DP  CV(%)
Jan - - - - - 5895 0,007 0,274 0,468 170,446 13,928 0,008 0,242 0,981 405,672
Fev 3,111 0,007 0,155 0267 172,292 1,585 0,007 0,208 0,218 104,894 7,011 0,008 0,233 0,514 220,934
Mar 2,589 0,007 0,229 0,379 165243 1,772 0,006 0,137 0,194 142,353 5154 0,007 0,303 0,532 175,788
Abr 2,858 0,007 0,144 0,261 181,205 1,342 0,007 0,150 0,171 114,281 3,742 0,007 0474 0,500 105,363
Mai 1,280 0,008 0,152 0,202 133,154 4,476 0,008 0,154 0,313 203,885 4,058 0,008 0,560 0,771 137,517
Jun 1,688 0,007 0,133 0,187 140,584 1,195 0,007 0,130 0,177 135,821 2,914 0,008 0401 0,446 111,025
X 2305 0,007 0,163 2,711 0,007 0,175 6,135 0,007 0,369

DP 0,79 0,0002 0,04 1,98 0,0005 0,06 4,07 00002 0,13
CV (%) 34,07 241 2357 7299 642 31,78 66,37 2,70 3594
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ANEXO 6 — Tabelas dos valores mensais dos Vcs e freqiiéncias relativas dos morfotipos estudados

Tabela A6 - Valores mensais dos volumes celulares (Vc em pm®) médios dos morfotipos bacterianos em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e

Lagoa Dourada (LD)

BB BR LD
Meses C CB B V F E C CB B V F E C CB B V F E
Jan - - - - - - 0,088 0,230 0,504 0,177 1,575 - 0,121 0,140 0,508 0,223 1,474 0,161
Fev 0,130 0,118 0,400 0,199 1,001 - 0,185 0,216 0,237 0,167 0,124 0,239 0,125 0,275 0,266 0,179 0,476 0,425
Mar 0,171 0,122 0,227 0,246 1,363 - 0,099 0,123 0,219 0,163 - - 0,100 0,250 0,412 0,175 2,768 0,465
Abr 0,143 0,110 0,111 0,130 1,292 0,155 0,088 0,136 0,253 0,183 - - 0,212 0,323 0,405 0,186 1,403 2,103
Mai 0,137 0,106 0,316 0,104 1,162 0,197 0,096 0,170 0,271 0,152 - 0,269 0,165 0,309 0,355 0,584 0,585 0,360
Jun 0,108 0,200 0,144 0,105 0,092 - 0,111 0,128 0,178 0,114 0,903 - 0,242 0,360 0,543 0,167 0,619 0,228
X 0,138 0,131 0,240 0,157 0,982 0,176 0,111 0,167 0,277 0,159 0,867 0,254 0,161 0,276 0,415 0,252 1,221 0,624
DP 0,023 0,039 0,12 0,063 0,516 0,03 0,04 0,05 012 0,02 0,73 0,02 0,06 0,08 0,10 0,6 0,87 0,73
CV (%) 16,57 29,67 49,97 40,26 52,58 17,1 33,63 27,86 41,81 1558 83,71 8,35 35,01 27,83 24,34 64,90 71,53 117,69
C =cocos CB =cocobacilos B =bacilos V =vibrios F =filamentos E = espirilos
Tabela A7 - Valores mensais das frequéncias relativas dos diferentes morfotipos bacterianos em Barra Bonita (BB), Broa (BR) e Lagoa
Dourada (LD)
BB BR LD
Meses C CB B Vv F E C CB B Vv F E C CB B V F E
Jan - - - - - - 0,218 0,440 0,267 0,070 0,004 - 0,367 0,335 0,157 0,093 0,032 0,016
Fev 0,370 0,472 0,081 0,072 0,004 - 0,285 0,389 0,238 0,079 0,004 0,004 0,268 0,355 0,312 0,039 0,013 0,013
Mar 0,267 0,513 0,133 0,058 0,029 - 0,275 0,459 0,176 0,090 - - 0,257 0,307 0,373 0,037 0,012 0,012
Abr 0,399 0,468 0,052 0,056 0,016 0,008 0,269 0,457 0,204 0,069 - - 0,200 0,286 0,457 0,033 0,012 0,012
Mai 0,250 0,483 0,167 0,088 0,008 0,004 0,395 0,378 0,133 0,086 - 0,009 0,192 0,327 0,373 0,062 0,035 0,012
Jun 0,343 0,482 0,090 0,078 0,008 - 0,347 0,498 0,102 0,049 0,004 - 0,198 0,306 0,413 0,063 0,012 0,008
X 0,326 0,484 0,105 0,070 0,013 0,006 0,298 0,437 0,187 0,074 0,004 0,006 0,247 0,319 0,348 0,054 0,019 0,012
DP 0,065 0,017 0,045 0,013 0,010 0,003 0,063 0,046 0,063 0,015 0,000 0,003 0,067 0,025 0,105 0,023 0,011 0,003
CV (%) 19,95 3,61 4324 18,61 75,00 45,07 21,05 10,44 33,53 20,05 4,09 4873 2714 7,72 30,20 41,92 56,14 21,58
C=cocos CB=cocobacilos B =bacilos V =vibrios F =filamentos E = espirilos
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