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RESUMO

O espectro de tamanhos da comunidade microbiana em sistemas aquéticos tem sido de grande
interesse para a comunidade cientifica, especialmente como meio de identificagdo dos possiveis
desequilibrios em relacéo ao estado original do meio objeto de estudo. Neste contexto, € feita uma
revisao sobre os conceitos de espectro de tamanhos e seus usos, assim como de espécies cripticas e
a evidencia de uma possivel utilizagdo dos resultados das retas geradas pelo espectro de tamanhos
como indice de estado trofico. De fato, em um estudo realizado recentemente em reservatorios de
Catalunha (Espanha), foi encontrada uma relacdo direta entre o valor da reta do espectro de
tamanhos-abundancia de diatomaceas e o estado trofico de cada um dos sistemas. Como dado
adicional, também € proposta a utilizacdo do estudo da comunidade criptica da comunidade
microbiana, através de manipulagbes em laboratorio para favorecer a eclosdo dos cistos, e
conseguinte a contagem do numero de organismos para o calculo de abundancia e do tamanho e
biovolume dos organismos desta comunidade. A taxa de enquistamento de microorganismos,
sobretudo ciliados, em sistemas com variag0es associadas a processos naturais ou atividades
antropicas chega a ser de até 100%, 0 que nos leva a acreditar que esses organismos gue se
enquistam poderiam ser incluidos no espectro inicial dos sistemas e gjudar também a conhecer a
capacidade de auto-restauracéo do sistema em questdo além de obter resultados mais completos

paraaidentificaco do estado trofico de maneira muito fiavel.

Pompéo et al. (Orgs.) Ecologia de reservatorios e interfaces, Sao Paulo : Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, 2015.

33



Capitulo 2 e Espectro de tamanhos da comunidade microbiana
1INTRODUCAO
1.1 DO PICOPLANCTON AO MICROPLANCTON

De acordo com a classificagdo de Sieburth (1978), o fitoplancton pode ser dividido em quatro

principais grupos com base no tamanho: Picoplancton (0,2-2 um); Nanoplancton (2-20 pum);
Microplancton (20-200 um) e Macroplancton (>200 um) (Figura 1).
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Figura 1: “Microbial loop” por tamanhos (modificado de FENCHEL,1987).

O intervalo de tamanho linear visto em organismos plancténicos fototréficos abrange desde
bactérias fotossintéticas (0,2 um de didmetro) - por exemplo, Prochlorococcus marinus. uma aga
verde-azulada, principa mente marinha, com um diémetro que variade 0,5 a 0,7 um até grandes agas
coloniais ta como Microcyditis (2000 mm de diametro da colonia) (SIGEE, 2005). Outros exemplos
nitidos de organismos que pertencem a estes grupos sdo Synechococcus, Nannochloris e Chlordlas no
intervalo referente ao picoplancton. Rhodomonas, muitas chlorococcales e pequenas Chrysophites no
nanoplancton. Dinoflagelados, Spohaerocystis e dgas verde-azuladas filamentosas no microplancton,
assim como organismos coloniais do tipo diatomaceas. Por Ultimo, no intervalo referente ao
macroplancton, algas verde-azuladas coloniais. Todas elas representam uma variacdo sobre quatro
ordens de magnitude.

Formando uma importante parte do “microbial loop” encontramos 0s protozoarios ciliados que
flutuam entre os diferentes intervalos relaados acima, englobando os grupos desde nanoplancton até
macroplancton, desde 10 um até os 3 mm maximos do Spirostomum, o maior ciliado de agua doce
conhecido. Também deve ser destacado aimportancia dos ciliados por ocorrer em uma ampla gama de
micro-nichos (FENCHEL, 1987).

O fitoplancton de agua doce, composto por bactérias fotossintéticas e algas, mostra uma
consideravel variacdo ndo sO de tamanho, mas também de formas (células ou coldnias) e de
composicdo quimica (sendo de grande importancia funcional a presenca de mucilagem ou
esquel etos carbonatados, por exemplo). As dimensdes do fitoplancton sdo importantes em relagdo a
enumeracdo e determinacdo do biovolume, designacdo da categoria de tamanho (pico-
macroplancton como comentado anteriormente) e atividade biol égica. Embora as algas planctdnicas
pudessem ser consideradas simplesmente como um grupo de organismos Mmicroscopicos
relativamente uniformes, a variedade linear de tamanhos de algas encontradas em um ecossistema
de lagos, por exemplo, € equivalente a variedade de tamanhos de plantas vistas numa floresta
tropical. Se considerarmos 0s biovolumes, o intervalo de tamanhos desde picoplancton a
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Capitulo 2 e Espectro de tamanhos da comunidade microbiana

macroplancton se estende a mais de nove ordens de magnitude, assim, o Mycrocystis tem um
volume maior que uma célula bacteriana num fator de 10*.

Em suma, o tamanho e a forma do fitoplancton tém importantes implicactes para as fungoes
biologicas, incluindo processos fisiol6gicos tais como troca de materiais pela superficie, absorcdo
de luz e habilidade para crescer, assim como o papel ecolégico que tem para o proprio ecossistema
pelagico (velocidades de sedimentacdo, taxa de herbivoria etc.). De fato, o tamanho corpora é
proposto por ser um fator de escala importante na manifestacdo das tdo conhecidas “leis ecologicas
gerais” (AZOVSKY, 2002).

Ta como indicado, outras funcdes afetadas sdo a distribuicdo na coluna de &gua, alterada
segundo o tipo de mobilidade (passiva ou ativa) e a sedimentagdo, além da resisténcia a0 ser
ingerido pelo zooplancton. Por isso, sdo importantes tanto uma deteccdo como uma enumeragdo
correta, especialmente das células de menor tamanho. Com o objetivo de evitar que este grupo de
organismos seja subestimado ao ser analisado, por técnicas convencionais de microscopia, foram
desenvolvidas novas técnicas como a microscopia de epifluorescéncia e provas espécie-especificas
do oligonucleotideo (CARON et al., 1999). Esta importancia ja se viu refletida, por exemplo, no
estudo realizado por Happey-Wood (1988), onde mais de 90% das células algais contadas em
alguns lagos oligotréficos do norte do Pais de Gales (Reino Unido) eram micro-clorofitas,
abrangendo mais de 75% da biomassa algal expressa em volume celular. Em outros lagos estudados
por Nagata et al. (1994), tal como o Lago Baika (Russia), a comunidade nanoplancténica estava
dominada por Synechocystis limnetica (alga verde-azulada unicelular) e causava grandes “blooms”
nos finais de ver&o, chegando a representar até 60% do total da producdo priméria anua deste lago
(SEMOVSKI et a., 2000).

Do ponto de vista prético, viu-se a necessdade de explorar dternativas, complementares em
muitos casos, com base em critérios de agregacéo que permitam reduzir a complexidade do estudo
puramente taxondmico dos ecossistemas pelagicos. A biomassa e 0 tamanho dos grupos funcionais
presentes no plancton, ja mencionados anteriormente, sBo medidas que, além do seu grande valor per se,
permitem uma aproximagdo simplificada ao estudo de tais sistemas.

Nesse sentido, a incorporacdo de técnicas automaticas de andlise do plancton facilita o
desenvolvimento dessas aproximagbes. Tanto a objetividade das medidas como a poténcia
estatistica, facilitam a difusdo desses enfoques alternativos ao estudo taxondmico cléssico. Porém,
um dos grandes problemas desse enfoque se erradica na caréncia de dados empiricos suficientes
para validar seus postulados. Dessa forma, os estudos sobre métodos de determinacéo da estrutura
de tamanhos das comunidades planctbnicas apresentam um grande valor em S mesmo
(RODRIGUEZ; LI, 1994). A ampla variedade funcional e de tamanhos para cobrir os grupos que
constituem o plancton requerem freglientemente 0 uso de uma extensa gama de técnicas para tal
fim.

A citometria de fluxo ocupa um lugar destacado entre as técnicas mais recentes no campo da
Ecologia, notadamente da Limnologia. Esta técnica permite a caracterizagdo das propriedades
opticas de milhdes de células em poucos minutos de forma individualizada, 0 que possibilita a
conexdo das propriedades individuais com a ecologia das comunidades fitoplanctonicas (PLATT
1989; LI 1994; RODRIGUEZ; LI, 1994). Além disso, com esta técnica pode-se determinar o
tamanho das células de uma suspensdo aquosa mediante a dispersdo frontal de luz (FSC) das
mesmas, seguindo as oportunas calibragdes com amostras naturais ou esferas de |&ex de tamanho
conhecido (CUCCI; SIERACKI; 2001).

1.2 ESPECTRO DE TAMANHOS: SIGINIFICADO ECOLOGICO

Em 2010, Petchey; Belgrano publicaram uma sintese do projeto multidisciplinar SIZEMIC
(The European Science Foundation Research Network), onde afirmam que o tamanho individual
dos organismos, aém de sua taxonomia, pode ser utilmente usado nos processos de gestéo e
conservacdo de alguns sistemas aquéticos e que o projeto em questdo facilitard a integracdo de tais
aproximagoes adicionadas a outras taxondmicas usadas em ecologia terrestre.
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Capitulo 2 e Espectro de tamanhos da comunidade microbiana

Esta recente publicacdo somada a tantas outras geradas em todo o mundo, demonstra
particularmente a importancia, assim como a nhecessidade, de estudos sobre o significado das
distribuicdes de tamanhos dos organismos nos ecossi stemas como indicador do estado ecol 6gi co.

Ja em 1953, Coulter patenteou 0 que mudou o conceito de agregacéo de dados de tamanho no
mundo cientifico dedicado aos ecossistemas aquaticos: “Means of counting particles suspended in a
fluid” (O significado da contagem de particul as suspendidas num fluido) e atecnologia do conhecido
Coulter counter, uma maguina que podia contar e medir o tamanho de particulas, incluindo pequenos
organismos. Sheldon et a. (1972) descreveu tal maquina como capaz de contar particulas de menosde 1
um até quase 100 um de uma amostra de &gua. A partir dai, pode-se entdo dizer quantos individuos
plancténicos eram registrados em determinadas gamas de tamanho, isto €, desde 1 até 4 um, depoisde 4
a8 um e assm por diante. O resultado darelacdo entre abundancia e tamanho foi apdidado de espectros
de tamanho e ees revelaram uma notével regularidade na estrutura da comunidade pelégica (KERR;
DICKIE, 2001).

As andlises da inclinacdo das retas geradas pelo espectro de tamanhos estdo sendo
extensamente usadas para avaliar o estado de ecossistemas marinhos em escala regional e global
(SHIN et al., 2005). Neste caso, s&0 tipicamente observadas as retas com declives mais negativos
guando o sistema esta sendo ou foi objetivo de uma atividade exploratéria (veja Figura 12 mais
adiante), demonstrando que os efeitos desta atividade sdo detectéveis pelo espectro de tamanhos e
sua utilizagdo como indicador em sistemas marinhos. Este potencial do espectro de tamanhos em
proporcionar indicadores do estado do ecossistema e permitir estimar a distancia desde o estado de
referéncia, provavelmente contribuiu para seu uso como indicador geral do estado dos ecossi stemas
marinhos (SHIN et al., 2005).

Petchey; Belgrano questionaram entdo se 0s espectros de tamanho seriam menos Uteis em
sistemas ndo marinhos. Eles afirmam que a resposta parece ser “ndo” e que inclusive as mesmas leis
poderiam ser gplicadas a ecossistemas de solo (MULDER; ELSER, 2009). Assm, estéo sendo abertos
caminhos sobre a importancia e a utilidade do estudo do espectro de tamanhos como ferramenta de
pesquisa da Situacdo trofica dos sistemas, sobretudo dos sistemas de agua doce.

Mas qual € o desenho experimental mais favoravel? Quais sdo os grupos de individuos que
refletem melhor o estado trofico de um ecossistema agquatico?

A resposta para estas questdes necessita mais investigagdo, tanto focalizadas nos diferentes
grupos de organismos e comunidades que compdem 0s ecossistemas, quanto nos sistemas em
diferentes estados de conservacdo, exploragcdo e estado tréfico. Entretanto, a importéncia e a
utilidade, sobretudo da comunidade microbiana como foco do estudo do espectro de tamanhos, ja
fol mencionada anteriormente. Mas sd0 poucos 0s estudos, que incluem as espécies cripticas,
principal mente de protozoarios.

1.3 O QUE SAO AS ESPECIES CRIPTICAS E PORQUE INCLUI-LAS NOS ESTUDOS DE
ESPECTRO DE TAMANHOS?

O fundo dos lagos e dos rios esta tipicamente coberto por uma rica formagdo de materia
organico. Isto é amplamente composto de detritos em decomposi¢éo, mas também de uma vasta
populacéo de micro-organismos, algum dos quais proporcionam uma importante fonte de alimentos
(em particular, bactérias) para os protozoarios. A superficie dos sedimentos fornece entdo uma
multiddo de micro-habitats para 0s protozoarios capazes de se movimentar, uma variedade de
lugares ligados a espécies sésseis e uma fonte de compostos de carbono para esses organismos
heterotroficos.

Em habitat natural, a composicdo de espécies da comunidade de protozoérios benténicos
varia com o microambiente local e as mudangas estacionais. A atividade humana também poderia
ter um impacto sobre estes organismos podendo, no pior dos casos, extingui-los, ou mesmo causar o
enquistamento resistente.

Como parte do ciclo vital destas espécies, 0 enquistamento pode ocorrer como fases
temporérias de dorméncia para sobreviver a condigdes adversas, ou fases terminais de senescéncia,
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by

levando & morte. Apesar de a maioria dos protozodrios presentes no sedimento serem
fisiologicamente ativos, outros passam por tais estagios metabolicamente inativos, em alguns casos
derivados da prépria sedimentacdo da coluna de &gua. Além disso, muitos destes estégios inativos
se apresentam como cistos de resisténcia (Figura 2): as chamadas Espécies Cripticas.

Algumas das espécies mais conhecidas e estudadas que formam cistos s&0 0s organismos
ciliados (Paramecium, Tetrahymena, Sentor, Blepharisma, Sylonychia) e amebdides
(Actinosphaerium, Amoeba proteus). Os flagel ados também est&o bem representados na maioria dos
habitat benténicos, com ata abundancia de microflagelados e nanoflagelados (10%-10° e 10°-10°
organismos ml ™, respectivamente; Alongi 1991).

Em 2007, Bickford e colaboradores publicaram uma revisdo onde afirmavam que o
incremento exponencial do reconhecimento das espécies cripticas havia ocorrido nas Ultimas duas
décadas sobretudo desde o advento do PCR (Figura 3), apesar de o conceito de espécies “cripticas”
JA exigtir hd séculos. Esta aproximagdo detectou primeiramente grupos de organismos
desconhecidos até os niveis taxonémicos mais atos na arvore vital eucariética (DAWSON; PACE,
2002) e revelou uma riqueza inesperadamente alta de protistas inclusive na maioria dos ambientes
extremos estudados até agora (EPSTEIN; LOPEZ-GARCIA, 2008).

Figura 2: Fabrea salina em forma de cisto de resisténcia (a) e apds ser mantido em cultivos manipulados em laboratério
para proporcionar sua eclosdo (b). (Escala= 45 mm; fotos de Andréa Galotti).
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Figura 3: Incremento do reconhecimento das espécies cripticas antes e depois da introducdo do PCR; linha preta
continua: mengdes como espécie criptica; linha cinza descontinua: mengdes como espécies irmas.
(modificado de BICKFORD et al., 2007).

Fenchel et a. (1997) eg. estudou a diversidade globa em relacdo a local de micro-
organismos, centrando sua atencdo nas espécies cripticas de protozoéarios ciliados. Ele denominou
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de espécies cripticas aqueles organismos que estdo presentes como cistos de “descanso” ou sdo
demasiado raros (pouco abundantes) para serem encontrados — microscopicamente.
Conseguentemente, amostras de sedimento eram incubadas sobre uma variedade de diferentes
condic¢des de cultivos até alcancar a eclosdo de espécies, até aguele momento, cripticas. Em 2005, o
mesmo autor estudou as possiveis diferencas genéticas comentadas anteriormente entre as espécies
e suas semelhantes cripticas e descobriu que a variagdo na sequéncia genética do rRNA mostra
mutagdes neutral s acumul adas que ndo necessariamente retratam uma diversidade funcional .

Como jafoi dito antes, aformacéo de esporas de resisténcia esta tipi camente relacionada com
a deterioracdo das condigbes ambientais, tal como a superpopulagdo, reducdo de nutrientes e
disponibilidade de luz, acumulacdo de metabolitos toxicos ou reducdo da temperatura. Em alguns
casos, a dorméncia parece estar relacionada a uma especifica mudangca ambiental, tal como
concentracdo de oxigénio.

Nesse sentido, a contaminagdo antropogénica tem um papel importante na deterioracéo das
condigbes ambientais dos ecossistemas aquéticos. Entre as ateracOes antropogénicas que oS
sistemas aquéticos sofrem, destacam-se as provocadas pelas atividades associadas a agricultura
intensiva, principalmente 0 uso excessivo - e as vezes descontrolado - de produtos fitossanitéarios
(GUERRERO et al., 2003). Os fatores que influem no impacto que um téxico pode ocasionar
dependerdo da sua toxicidade, persisténcia no meio e da quantidade que se libere. Uma vez
liberados no meio, a agua da irrigacdo e da chuva é responsével por arrastar o que ndo foi
incorporado pelas plantas (HUBER, 1993). As substancias utilizadas, principalmente fertilizantes e
pesticidas, chegam a Ultima instancia desde o0 ecossistema doador ao ecossistema receptor (sistema
aquético) carregando todo tipo de produtos quimicos que podem afetar negativamente a
comunidade microbiana. Um deles séo os conhecidos efeitos negativos dos metais pesados. Apesar
de muitos dos micro-organi smos possuirem o mecanismo de desintoxicagdo, ndo sd especificamente
aguel es que crescem em ambientes contaminados por metais (GADD; GRIFFITHS, 1978) e muitos
se véem alterados de maneirairremediavel.

Nas grandes cidades, o0s lagos ou reservatérios podem ser 0s ecossistemas receptores de grandes
quantidades de metais pesados provenientes de diferentes atividades. Esses metais foram utilizados
durante séculos, mas 0 incremento de seu uso nas aeas industriais e, sobretudo, em paises
subdesenvolvidos, € preocupante (NRIAGU, 1996; Figura4). Tanto 0 uso de mercurio namineracéo do
ouro em muitas partes da Améica do Sul quanto 0 de arsénico na conservagdo da madeira e,
especiamente, os desperdicios das grandes fabricas fizeram com que a concentracéo destes metais se
tornasse um problemando sd ambiental, mas também de salide publica
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Figura 4: Producéo e emissdo global de cobre (Cu), chumbo (Pb) e zinco (Zn) nos decénios 10, 50 e 80 (modificado de
Jérup 2003).

A contaminacdo por metals pesados em Sstemas agquéticos pode causar precisamente o
enquistamento de algumas espécies com esta capacidade. Dois tipos de ciliados, Colpoda e
Drepanomonas mostraram, a partir de microscopia eetronica, a formacdo de cistos com uma parede
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cigica imatura e provavedmente ndo viavel, depois de estarem expostos ab metal pesado cadmio
(GUTIERREZ, J.C. comentério pessod; GONZALEZ et d., 2005).

Rocha-Olivares et a. (2004) afirmaram que a mortalidade diferencial de espécies cripticas
pode contribuir para a reducéo observada na diversidade genética em locais contaminados, se 0s
membros de um complexo de espécies cripticas apresentarem respostas diferenciadas aos
contaminantes que est&o presentes.

Outro fator que estimula o enquistamento dos protozoédrios ciliados € a mudanca das
condicbes ambientais em sistemas extremos. Como tais entendem-se os sistemas com qualquer
valor dos parametros fisico-quimicos em demasia ou em menor quantidade do esperado para um
sistema equilibrado. Entre os mais conhecidos e estudados estdo os sistemas hipersalinos, dguas
continentais que contém mais de 50 g L™ de sal expressos como total de sdlidos dissolvidos (TSD),
segundo Hammer (1978).

A porcentagem de espécies cripticas de protozodrios ciliados encontrados em sistemas
continentais hipersalinos pode ser de até 100% (GALOTTI, 2010). Na Salina de Brujuelo, sul
da Espanha, Galotti et al. (2010) encontraram 92% destas espécies quando a salina tinha um
TSD de108gL™.

Galotti (2010) também estudou os espectros de tamanhos da comunidade microbiana de 17
sistemas hipersalinos. Em todos eles foram detectados deslocamentos na distribuicdo de bactérias e
fitoplancton, refletidos na forma do sino tipico dos espectros de tamanho, com mudangas nos
valores modais e descontinuidade na forma do espectro (Figura 5). Isto significa que a rede tréfica
se vé dterada em forma de simplificagdo da comunidade priméria em sistemas extremos (POR,
1980), contendo, neste caso, um menor numero de espécies por intervalos de tamanho (SOROKIN,
1999), assim como espagos vazios entre tamanhos onde ndo foi encontrada nenhuma espécie que
fosse classificada nestes intervalos.

Com isso, nasce a pergunta: as especies cripticas preencheriam esses espagos abertos
causados pela descontinuidade no espectro de tamanhos?
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Figura 5: Espectro de tamanhos tipico de um sistema hipersalino onde se observam as fragdes de tamanhos e suas
diferencas em relago ao espectro de um sistema teoricamente equilibrado (GALOTTI, 2010).

Em primeiro lugar, € importante destacar ainclusdo da comunidade de ciliados nos estudos de
espectro de tamanhos da comunidade microbiana, ndo so pela visdo mais completa que o espectro
poderia ter, mas pela importancia desta comunidade para o lagco microbiano, assm como a
necessidade de conhecer melhor seu papel ecoldgico num ecossistema (STOECK; STOCK, 2010).
Caso 0 estudo da estrutura de tamanhos dos ciliados n&o fosse levado a cabo, possiveis ateracoes
no sistema como um todo ndo seria percebido.

A figura a seguir (Figura 6) mostra o espectro de tamanho-biomassa resultado do estudo da
comunidade microbiana de trés sistemas hipersalinos continental no sul da Espanha (GALOTTI,
2010): Salina de Barranco Hondo, 138 g L™ TSD; Don Benito, 116 g L™ TSD; e San José, 132 g L™
TSD; onde na coluna da esquerda ndo se véem incluidas as espécies cripticas de ciliados; a direita,
sim, estdo incluidas tais espécies. Os trés sistemas citados foram os casos encontrados com 100% de
espécies cripticas de ciliados. O aspecto dos espectros de tamanho muda perceptivelmente de um
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caso para o outro, refletindo-se também no valor da inclinagdo da reta. Por exemplo, no caso de
Barranco Hondo, o valor da reta que antes da inclusdo dos resultados de tamanho e biomassa dos
ciliados era de 0,75; passou a ser 0,80. As linhas de tendéncia dos espectros de tamanhos de Don
Benito e San José foram respectivamente 0,51 e 0,37, e passaram a ser 0,30.

Na Figura 7 vé-se aquelas salinas onde foi menos de 100% (entre 83-92%) a porcentagem de
espécies cripticas de ciliados encontradas (GALOTTI, 2010; GALOTTI et a., 2014): Salina de
Brujuelo, 108 g L™ TSD; Los Vélez, 139 g L™ TSD; e Pefiaflor, 145 g L™ TSD. Os pontos
marcados em vermelho sdo aqueles que apareceram depois que as amostras foram manipuladas em
laboratério com o fim de estimular a eclosdo destas espécies, iss0O €, ndo apareciam na amostra
fresca (original). Obviamente, o valor das retas desses espectros também se viu alterado na mesma
ordem dos comentados acima.

Os exemplos mencionados anteriormente demonstram que estas novas técnicas de andlises
estdo disponiveis para fechar a lacuna existente quando se trata de protistas (STOECK; STOCK,
2010), sobretudo, quanto as espécies cripticas. O ressurgimento da “era de descobrimento de
organismos” pode ser altamente emocionante para os ecologistas microbianos.
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Figura 6: Espectro de tamanho-biomassa de trés sistemas hipersalinos (Salina de Barranco Hondo, Don Benito e San
José; Comarca La Loma, Espanha) com 100% de espécies cripticas de ciliados. Na coluna da esquerda o
espectro é apresentado antes da inclusdo dessas espécies.

2 O ESTADO TROFICO DOS SISTEMAS AQUATICOSE ESTADO DE CONSERVACAO
2.1 A ESTRUTURA DE TAMANHOS COMO INDICADOR DE ESTADO TROFICO

Em ecologia definem-se caracteristicas chaves dos ecossistemas para poder entender,
guantificar e investigar suas variagdes no tempo, associadas a processos naturais ou atividades
antropicas. Neste contexto, em limnologia identificam-se os indicadores do estado tréfico e fatores
gue os determinam.

Naummann (1919) introduziu os termos gerais de oligotrofia e eutrofia, definindo-os em fungéo
da comunidade fitoplanctonica. Atuamente, se define a oligotrofia como um estado que se caracteriza
por sua baixa biomassa fitoplancténica, uma ata transparéncia da &gua e uma limitada concentracéo de
nutrientes e substancias himicas (Figura 8). Pelo contrério, a eutrofiaimplica em uma e evada biomassa
aga, reducéo da transparéncia da agua, alta carga de nutrientes e baixas concentragoes de substancias

Pompéo et al. (Orgs.) Ecologia de reservatorios e interfaces, Sao Paulo : Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, 2015.

40



Capitulo 2 e Espectro de tamanhos da comunidade microbiana

himicas, gpesar de também existirem estados intermedi&rios entre os extremos mencionados
anteriormente, que se definem como mesotrofia.
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Figura 7: Espectro de tamanho-biomassa de trés sistemas hipersalinos (Salina de Brujuelo, Don Benito e San José;
Comarca La Loma, Espanha) com 100% de espécies cripticas de ciliados. Na coluna da esquerda o espectro é
apresentado antes da inclusdo dessas espécies.
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Figura 8: Grafico esquemético da definicdo do estado tréfico como oligotréfico, mesotréfico e eutréfico, além da
distrofia, segundo os parametros de disponibilidade de nutrientes e biomassa fitoplanctdnica.

A relacéo entre indice de estado trofico e estrutura de tamanhos da comunidade é um tema
gue ja foi abordado por outros autores cientificos (por exemplo, KERR, 1971, ROJO;
RODRIGUEZ, 1994; JENNINGS et a., 2002); foi publicado inclusive no Brasil como ferramenta
bioindicadora na Acta Limnologica Brasiliensia de 2005 (RACY et a.; VELHO et a.), mas nunca
foi quantificado a partir dos resultados do espectro de tamanhos do laco microbiano e, menos ainda,
foi incluida nele a comunidade de espécies cripticas.

Sprules; Munawar (1986) afirmaram que o monitoramento das comunidades pelo espectro de
biomassa normalizado, como procedimento habitual, poderia prover uma adverténcia antecipada de
casos de stress tOxico 0 de nutrientes em ecossistemas aquaticos. Além disso, como resultado do
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trabalho dos mesmos autores, concluiram que foram observadas nitidas diferencas na estrutura de
biomassa da comunidade planctdnica aquética que estdo relacionadas tanto com o tamanho quanto
com a produtividade do ecossistema de 25 lagos do interior do Canada.

Nas publicacdes relacionadas com sistemas aquaticos no Brasil, Racy et a. (2005)
encontraram uma excelente correlagdo entre o indice de diversidade de tamanho das bactérias com a
clorofila, mostrando-se ser um indicador significativo entre ambientes eutroficos e oligotroficos. Ja
num estudo da estrutura de tamanhos dos ciliados pertencentes a reservatérios de distintos graus de
trofia no Estado do Parand, descobriu-se que a biomassa (medida em mg C. L™ %) era maior no
sistema eutréfico do que no oligotréfico, além de apresentar maiores flutuagdes de densidade no
primeiro (VELHO et a., 2005). Velho et a. (2005) também constataram que o tamanho meédio de
ciliados mostrou uma tendéncia inversa com o incremento das condiciones troficas, o que nos leva
outra vez a uma reta mais negativa de um espectro de tamanhos no caso do sistema aterado, isto €,
eutrdfico.

Neste mesmo contexto, num estudo levado a cabo em reservatérios da regido de Catalunha na
Espanha - onde a estrutura de tamanhos da comunidade fitoplancténica foi comparada com o nivel
de estado tréfico dos reservatérios (MOSCHINI et a., dados ndo publicados) - descobriu-se uma
relagéo bastante convincente entre o valor das linhas de tendéncia dos espectros de tamanho com o
grau de estado trofico quando relacionado de forma escalonada (Figura 9).

a p
Oligotrdfico -0,19 0,065
-0,36 0,097
-0,45 0,043
-0,45 0,029
-0,48 0,008
1 -0,51 0,001
Hipereutréfico -0,62 0,032

Figura 9: Valor das retas (a) da estrutura de tamanhos-abundéancia da comunidade fitoplanctonica de reservatérios em
Catalunha (Espanha) junto com a significagdo estatistica (p< 0,05) de cada resultado, desde o sistema mais
oligotrofico até o sistema hipereutrofico.

E atamente aconselhada a inclusio da comunidade criptica, especialmente de ciliados, no
estudo da estrutura de tamanhos da comunidade microbiana como ferramenta indicadora do estado
trofico de sistemas aquaticos. A seguir, é feito um breve resumo da propriedade desta comunidade
como indicador de conservacdo dos ecossistemas, além da possibilidade de indicar a capacidade de
autorrestauracdo dos mesmos.

2.2 O ESTUDO DAS ESPECIES CRIPTICAS COMO INDICADOR DE ~CONSERVA(;AO DOS
ECOSSISTEMAS E DA SUA CAPACIDADE DE AUTORRESTAURACAO

Os produtos quimicos associados a industrializagdo ou a agricultura intensiva causam
impactos tanto em reservatorios de agua para o consumo humano quanto em sistemas naturais. Um
dos grandes problemas sdo as alteracdes causadas pelos fitossanitérios, que como outros produtos
guimicos, levam a uma grande perda de biodiversidade no sistema. O teor deste impacto dependera
da toxicidade do produto que chega a0 sistema, assim como sua persisténcia no meio e da
guantidade liberada.

Embora os organismos da comunidade microbiana normalmente ndo facam parte das
inspegdes biol 6gicas encaminhadas aos estudos de conservacao, eles também se vém alterados pelas
contaminagdes. Normamente, todas as comunidades alteradas por processos de contaminacéo
reduzem sua riqueza especifica e diversidade, sobrevivendo somente as espécies mais resistentes a
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tal alteracdo. 1sso supde mudangas tanto na estrutura como no funcionamento do ecossistema
(CLEMENTS; NEWMAN, 2002).

Esteban; Finlay (2010) aconselham ainclusdo da comunidade criptica nas mencionadas inspeges
na hora de determinar as condi¢oes biol dgicas para conservacao de habitat. Nesse sentido, a diversidade
criptica em forma de “seed-bank” ajuda os ecossistemas a recuperar-se das mudancas causadas por estas
ateragbes antropogénicas, realizando seu papel a0 encontrar 0 momento Otimo para eclodir e
reproduzir-se, formando parte da diversdade potencia dos sstemas. Uma das comunidades mais
afetadas, devido a seus requerimentos e sensibilidade aos contaminantes, € a dos ciliados. Por isso,
também sdo muito Uteis como indicadores biolégicos nesses sistemas (CHEN et d., 2008), aém de
serem componentes integrais do funcionamento dos sistemas aquéticos (FINLAY ; ESTEBAN, 1998).
No entanto, se a contaminagao fosse suficientemente forte, como mencionada anteriormente, podia ser
gue o banco de sementes sofresse uma dteracdo negativa ou irreversivel a diversidade criptica
diminuiria o suficiente para que o funcionamento do S stema fosse negativamente comprometido.

Para incorporar 0 estudo da comunidade criptica aos planos de gestdo de ecossistemas
aquéticos, fazendo um link entre pesquisa e estratégias de conservacao, € necessario ter informagao
com relacdo as diferentes agressbes e alteragbes que 0 ecossistema em questdo poderia estar
sofrendo e, por conseguinte, afetando a capacidade de manutencdo e desenvolvimento da
biodiversidade criptica

O meio para ativar a eclosdo do banco de sementes ocasionado por contaminacdes difusas €
tdo simples como reduzir a concentracdo do contaminante no meio. Neste caso, diluicdes
consecutivas da amostra inicial (ESTEBAN; FINLAY, 2003), mantidas sob uma temperatura e luz
aproximadamente semelhantes ao meio original, fazem com que voltem a serem detectados os
organismos enquistados, que encontrem nessas dilui¢cdes uma condicdo Gtima para eclodirem e se
reproduzirem.

A manipulacdo em laboratorio de amostras originais de um ecossistema aquético € bastante
Gtil para o uso de ferramentas bioestatisticas com o objetivo de correlacionar tipo e quantidade do
produto contaminante com a capacidade de autorrestauracdo do ecossistema. Assim como 0 uso de
mesocosmos onde a quantidade do contaminante adicionado é conhecida, € Util para o
conhecimento da capacidade de dteracdo de cada produto sobre a comunidade criptica,
individualmente (PARRA et a., dados ndo publicados).

No caso das mudangas ambientais ou mesmo em sistemas extremos, também é visto esse
processo biol 6gico de conservacdo de organismos por meio de enquistamento. Como ja mencionado
anteriormente, 92% de espécies cripticas foram encontrados na salina de Brujuelo (TSD 108 g L™
GALOTTI et a., 2010) depois das amostras serem manipuladas em laboratorio. A figura abaixo
(Figura 10) mostra o aumento de nimero de espécies acumuladas de ciliados durante o tempo de
analise das subamostras diluidas.

Por outro lado, Parra et a. (dados n&o publicados) encontraram uma diminuicdo na
capacidade de eclosdo das espécies do banco de sementes em mesocosmos utilizados como réplicas
de sistemas aguaticos, sendo um para tratamento com nitrato de aménio (NH4NOs3) — substancia
ativa de muitos fitossanitarios normalmente utilizados na agricultura intensiva - e outro para
controle. Essa diminui¢cdo da eclosdo € bastante visivel apds 0 segundo pulso de nitrato de aménio
(Figura 11), confirmando o comentado anteriormente: a ateracdo do ecossistema por um produto
guimico pode se dar tanto pela capacidade contaminante deste, quanto pela quantidade de vezes que
ele é capaz de acancar 0 sistema.

3 CONCLUSOESPARA O FUTURO

De forma resumida, faz-se abaixo uma descricdo dos indices de estado tréficos mais utilizados no
mundo da ciéncia ecoldgica. Eles sdo utilizados para estimar as condigdes bioldgicas de um corpo de
agua. Egtado tréfico é definido como o total de peso da biomassa em um dado corpo de agua no
momento que € medido. A quantidade de nitrogénio, fosforo e outros nutrientes biologicamente
utilizados sdo os determinantes primérios dos indices de estado trofico.
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O indice de estado tréfico de Carlson €, seguramente, um dos mais utilizados, além de ser
0 usado pela agéncia de protegcdo meio-ambiental dos Estados Unidos. A relagdo entre seus
valores e os de clorofila, fosforo e a profundidade do disco de Secchi sdo mostradas na tabela a

seguir (Tabelal).

Numero de espécies acumuladas
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Figura 10: Numero de espécies acumuladas de ciliados por tempo, aps consecutivas diluicdes de amostras hipersalinas
mani puladas em laboratério (modificado de GALOTTI et al.; 2010).
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Figura 11: NUmero de espécies acumuladas de ciliados apds 0 segundo pulso de NH4NO; e sua respectiva diluicdo
sinalizada com uma flecha. (modificado de PARRA et a., dados ndo publicados).

Tabela 1: Relagdo entre indice de estado tréfico e trés variaveis usadas para o caculo do mesmo: Clorofila, Fésforo
e/ou profundidade do disco de Secchi (fonte: Wikipedia)

indice Tréfico

Clorofila Foésforo Prof. Secchi | Classe Troéfica
(mgL-1) (mgL-1) (metros) (Carlson, 1977)

<30—40

40—50

50—70

70—100+

0—2.6 0—12 >8—4 Oligotréfico
2.6—20 12—24 4—2 Mesotréfico
20—56 24—96 2—05 Eutréfico

56—155+ | 96—384+ | 0,5—<0,25 Hipereutréfico

Outros indices menos utilizados no meio cientifico sdo agueles que relacionam tipo/nimero
de espécies de diferentes grupos de organismos com o estado bioldgico do corpo de dgua estudado.
Entre eles estd o indice de Thunmark (1949; ver MARGALEF, 1983), o qual utiliza dados do
nimero de espécies clorococales pelo nimero de espécies de desmidiaceas e tem uma correlacdo
positiva com o pH e com o grau de eutrofia. Por outro lado, 0 mesmo autor sugeriu uma relagdo
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entre ordens de diatoméceas - neste caso, centrais e penais - para interpretar restos conservados de
sedimentos, que também tém uma correlacdo positiva com o grau de trofia.

O indice composto, proposto por Nygaard (1949; ver RAWSON, 1956), também utiliza dados
de espécies clorococales e centrais, acrescentando, aém destas, 0 nUmero de espécies de cianofitas
e euglenofitas, todas somadas e logo divididas entre 0 nimero de espécies de desmidiéceas. Td
indice deve ser cuidadosamente aplicado e, em qualquer caso, evitado seu uso para lagos de zonas
temperadas e tropicais. O indice de estado tréfico de Karabin (1996) consiste no resultado da
contagem de rotiferos em amostras originais. Quando o nimero de rotiferos fosse menor que 400
individuos por litro o sistema baixo andlise seria denominado mesotrofico, enquanto entre 400 e
2000 seria eutrofico e mais de 2000 individuos por litro, hipereutréfico. Por Ultimo, o indice de
Sladecek (1998) utiliza a relacdo entre géneros da familia Brachionidae, mais concretamente, entre
0 nuimero de espécies diferentes de Brachionuss e Trichocercas.

Exceto Sladecek, todos os outros indices propostos obrigam ao pesquisador a identificagdo
em nivel de espécies de suas amostras. Esta tarefa pode acarretar ndo s6 muitas horas de trabalho
em laboratério, mas também anos para alcangar os resultados previstos. Fica patente, outra vez, a
necessi dade de técnicas automatizadas para a maior rapidez nos resultados, ja que as contaminagoes
antropicas podem acontecer de forma muito rapida. Além disso, faz-se necesséria a proposta de um
indice mais completo, isto € que incorpore uma comunidade indispensavel para o funcionamento
de toda a cadeia tréfica, como € a comunidade microbiana.

Com isso, propde-se um maior esforco por parte da comunidade cientifica dedicada ao estudo
de sistemas aquéticos visando a criacdo de um novo sistema de identificacdo do estado tréfico das
aguas, baseado no espectro de tamanhos da comunidade microbiana, mas especificamente no valor
dareta do espectro, ja que, teoricamente esta sofre alteragdes do tipo mostrado na Figura 12.
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Figura 12: Gréfico publicado em 2010 por Petchey; Belgrano (modificada) onde mostram como a linha de tendéncia
(reta) de um espectro de tamanhos pode alterar-se devido a mudangas ambientais, invasdo de espécies,
exploragdo, gestéo e/ou restauracdo dos sistemas, bem como a forma de medir esta alteragdo segundo a
medida quantitativa do desvio a partir do estado de referéncia.

Dar a conhecer um sistema de classificacéo de valores de retas dos espectros de tamanhos
para cada tipo de sistema aguatico, com o objetivo de identificar o estado tréfico a partir do
intervalo de valores destas pode ser uma tarefa &rdua, mas que traria a luz um novo sistema de
deteccdo de problemas ambientais muito mais profético e abrangente do que o0s gque existem hoje.
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