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RESUMO

O papel exercido pelas bactérias € reconhecido como fundamental no
metabolismo de qualquer sistema aquatico, ndo s6 pela mineralizagdo da matéria
organica, como também pela transferéncia de matéria e energia para niveis troficos
superiores (“microbial loop”). Para a realizagdo deste estudo foram escolhidos quatro
lagos com diferentes estados troficos no Campus Carreiros da Universidade Federal do
Rio Grande — FURG - RS. O Lago Biguas e o da Base possuem caracteristicas de
ambientes eutrofico - hipereutréfico, enquanto que, o Lago Polegar é caracterizado
como um ambiente oligo-mesotréfico e o Lago Negro € considerado um ambiente
distréfico. Em um estudo anterior em nove lagos rasos nesta mesma regido, incluindo
os quatro analisados no presente trabalho, Souza (2007) sugeriu que as bactérias
livres atuariam como mineralizadoras e o0 seu crescimento seria limitado pela
disponibilidade de fosfato (controle “bottom-up”), enquanto que as bactérias aderidas
participariam da decomposigao dos agregados organicos. Também foi sugerido que as
bactérias aderidas seriam controladas principalmente pela predacgéo por flagelados e
ciliados (controle “top-down”), provavelmente devido ao seu maior biovolume. Porém,
estas informagdes foram obtidas a partir de relagdes estatisticas de dados coletados
em uma unica amostragem. Assim, neste estudo a comunidade bacteriana (abundéancia
e biomassa) e outros parametros fisicos, quimicos e biolégicos dos quatro lagos rasos
sub-tropicais foram estudados em amostragens quinzenais no decorrer de um ano
entre junho de 2008 e maio de 2009. Nossos resultados indicam que a disponibilidade
de carbono orgéanico dissolvido produzido pelo fitoplancton parece ser um dos
principais fatores controladores da dinamica de bactérias nestes lagos. Entretanto, a
predacao no Lago Negro parece ter sido de maior magnitude no controle das bactérias
neste ambiente, uma vez que ndo houve um incremento na abundéancia bacteriana
deste lago proporcional ao incremento da clorofila a. A presenga de um maior numero
de nano - e microflagelados neste lago da suporte a esta hipdtese. Para testar esta
hipbtese, foi realizado um experimento utilizando-se a Técnica da Diluigdo em conjunto
com a técnica a de FISH (Hibridizagao in situ Fluorescente) para identificar as taxas de
producao e consumo nao s6 dos diferentes morfotipos, mas também dos diferentes
grupos filogenéticos (Archaea, Eubacteria, Alfa- Beta- e Gama-Proteobacteria e
Cytophaga-Flavobacter) de uma amostra de agua do Lago Negro. Os resultados deste

experimento indicaram que as bactérias estdo, de fato, sendo consumidas por



protozoarios na mesma proporgao que estdo sendo produzidas. Além disso, no Lago
Negro a predagao parece estar vinculada ao tamanho/biovolume celular, sendo os
morfotipos de tamanho reduzido mais resistentes a predacdo e, por isso, mais

abundantes.

PALAVRAS CHAVE: bacterioplancton, taxa de producao, taxa de predagao, FISH.

vi



ABSTRACT

The role played by bacteria is recognized as fundamental in the metabolism of
any aquatic system, not only for the mineralization of organic matter, but also in the
transfer of matter and energy to higher trophic levels ("microbial loop"). Four lakes with
different trophic states in the Campus Carreiros of Universidade Federal do Rio - FURG
- RS were chosen for this study. Biguas and Base Lakes have characteristics of
eutrophic - hypereutrophic environments, while the Polegar Lake is characterized as an
oligo-mesotrophic, and the Negro Lake is considered a dystrophic environment. In a
previous study in nine shallow lakes in this same region, including the four examined in
this study, Souza (2007) suggested that the free bacteria would act as mineralizing and
its growth would be limited by the availability of phosphate (bottom-up control), while the
attached bacteria would participate in the decomposition of particulate organic matter. It
was also suggested that attached bacteria would be controlled mainly by predation
exerted by flagellates and ciliates (top-down control), probably because of their higher
biovolume. However, this information was obtained from statistical relationships
established for data collected in a single sample. In this study the bacterial community
(abundance and biomass) and other physical, chemical and biological variables of the
four sub-tropical shallow lakes were fortnightly sampled over a year from October 2008
to May 2009. Our results indicate that the availability of dissolved organic carbon
produced by phytoplankton seems to be one of the main factors controlling the
dynamics of bacteria in the lakes. However, predation in Negro Lake appears to have
been of greater magnitude in the control of bacteria in this environment, since there was
no significant increase in bacterial abundance in this lake according to the increment of
chlorophyll a. The presence of a larger number of nano - and microflagelados this lake
supports this hypothesis. To test this hypothesis an experiment was performed using
the Dilution Technique in conjunction with the FISH technique (Fluorescent in situ
Hybridization) to identify the rates of production and consumption not only of different
morphotypes but also of different phylogenetic groups (Archaea, Eubacteria, Alfa, Beta,
Gamma - Proteobacteria and Cytophaga-Flavobacter) of bacteria in water samples of
Negro Lake. The results of this experiment indicate that bacteria are indeed being
consumed by protozoa in the same proportion that are being produced. Moreover, in the

Negro Lake predation seems to be linked to the size / biovolume, where smaller size of
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different bacterial morphotypes seems to be more resistant to predation and therefore

more abundant.

KEY WORDS: bacterioplankton, production rate, predation rate, FISH.
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1. INTRODUCAO

Desde o trabalho de Azam et al. (1983) tem aumentado o interesse de
pesquisadores pelos componentes da cadeia alimentar microbiana. Isso porque as
bactérias passaram a ser reconhecidas como importantes nos ambientes aquaticos nao
apenas por sua capacidade de decomposicdo e remineralizacdo, mas também por
serem capazes de transformar matéria orgénica dissolvida em particulada, que é
consumida por protozoarios, transferindo matéria e energia para niveis tréficos
superiores, num fendmeno conhecido como “alga microbiana”. Dessa forma, a
comunidade microbiana é responsavel pela regulagcéo de grande parte dos nutrientes e
da energia do planeta, porém ainda nos falta conhecimento sobre as forgas que
modelam a estrutura e fungdo desta comunidade (Kent et al. 2007). Isso porque a
distribuicdo e a abundancia das bactérias em ambientes aquaticos é fruto de um
complexo conjunto de fatores ambientais e de interagbes troficas entre grupos de
microorganismos (Hadas & Berman 1998).

Dentre os trabalhos realizados sobre as bactérias planctbnicas, muitos tém
analisado os padrdes da variacdo da abundancia desta comunidade em regides com
distintas caracteristicas, como em diferentes condigdes hidrograficas (Vaqué et al.
2002, Berninger et al. 1991), temperatura (Garnier & Benest 1990) e estado trdéfico
(Grover & Chrzanowski 2000, Conty et al. 2007), e em diferentes escalas temporais
(Villena et al. 2003). Portanto, ja é sabido que a abundéncia destes microorganismos
varia pouco em sistemas pelagicos em detrimento do seu grande potencial reprodutivo
(Stockner & Porter 1988, Jugnia et al. 2006). Desta forma, diversas hipoteses tém sido
sugeridas para o controle da abundancia bacteriana nos ecossistemas aquaticos.
Dentre os principais controles bidticos destacam-se a predacao, principalmente por
flagelados heterotréficos (e.g. Berniger et al. 1991, Auer et al. 2004, Conty et al. 2007)
e ciliados (Kisand & Zingel 2000, Auer et al. 2004, Zingel et al. 2007), e a infecg¢ao viral
(Jugnia et al. 2006, Tijdens et al. 2008). Este tipo de controle da abundancia bacteriana
denomina-se “top-down”.

Diversos autores tém destacado que a predagdo por bacterivoros, como
flagelados e ciliados, pode influenciar ndo apenas a abundancia como também a
estrutura morfolégica e a composi¢ao taxondmica da comunidade bacteriana (Hahn &
Hofle 1999, Corno & Jirgens 2005, Jezbera et al. 2006). Zhang et al. (2007) ao

estudarem a composi¢ado do bacterioplancton de aguas costeiras e a interagdo com



seus possiveis predadores, sugerem que tanto a predacgao por flagelados como a lise
viral agem diretamente na reducdo da produgdo bacteriana e no sustento da
diversidade.

Alguns estudos também destacam a temperatura como fator de forte influéncia
sobre a comunidade bacteriana (Kuuppo-Leinikki 1990, Felip et al. 1996, Gurung et al.
2002). No entanto, em muitos ambientes, a disponibilidade de nutrientes necessarios
ao crescimento bacteriano pode ter uma importancia maior do que a predagao (Pace &
Funke 1991), afetando significativamente a abundancia e a biomassa desta
comunidade caracterizando-se como um controle do tipo “bottom-up”. Dentre os
elementos limitantes destacam-se o fosforo (e.g. Carlsson & Caron 2001, Farjalla et al.
2001, Posch et al. 2007), o nitrogénio (Farjalla et al. 2006), ou at¢é mesmo uma
combinagao destes (Castillo et al. 2003).

Outro nutriente considerado limitante para o bacterioplancton € o carbono
organico dissolvido (COD) (Currie 1990). A excregdo de COD pelo fitoplancton € uma
das diversas fontes deste nutriente nos ambientes aquaticos (Vidal et al. 2005), a qual
também tém sido bastante relacionada com a variagdo da abundancia (Garnier &
Benest 1990, Stenuite et al. 2009) e biomassa (Malone & Ducklow 1990) de bactérias.
Acredita-se que as bactérias assimilam o COD excretado pelo fitoplancton, por esse
ser constituido principalmente por moléculas menores, as quais compdéem uma fragcao
labil deste nutriente (Jensen 1983). Porém, trabalhos mais recentes, demonstram que
as bactérias também sdo capazes de consumir moléculas maiores, como
polissacarideos (Giroldo et al. 2007). Em alguns casos pode até mesmo haver uma
relagéo tipo comensalismo entre eles, onde as bactérias podem beneficiar as algas ao
disponibilizar fésforo através da remineralizagdo, enquanto as algas fornecem o COD
para as bactérias (Currie 1990).

Dentro deste contexto, Sanders et al. (1992) destacam que em ecossistemas
oligotroficos, o controle do bacterioplancton pelos recursos é notavelmente mais
importante (controle “bottom-up”), enquanto que em sistemas eutréficos estes
organismos parecem estar mais susceptiveis ao controle pela predagao (controle “top-
down”). Entretanto, a densidade bacteriana (Conty et al. 2007) e a biomassa (Billen et
al. 1990) tendem a aumentar de acordo com o aumento do grau de trofia do ambiente
aquatico.

Bactérias aderidas a particulas também sao importantes em ambientes

aquaticos. Contudo, muitos estudos relacionados ao bacterioplancton tém como foco



principal apenas as bactérias de habito livre, enquanto que as bactérias aderidas
acabam sendo subestimadas por causa da sua baixa abundancia. Mas elas podem ter
uma boa contribuicdo para o sistema aquatico, pois podem incorporar mais carbono
organico por célula do que as bactérias livres (Simon et al. 2002, , Anésio et al. 2003).
Além disso, o biovolume das bactérias aderidas tende a ser maior que o das bactérias
livres, o que pode torna-las mais vulneraveis a predacao (Kirchman 1983, Abreu et al.
1992). A formagdo de agregados com bactérias aderidas também é um fator
importante, pois pode colaborar com o “microbial loop” ao transferir células do
picopléncton diretamente para consumidores maiores e que pode melhorar a qualidade
nutricional dos detritos com proteinas, aminoacidos essenciais e acidos graxos (Abreu
et al. 1992, Anésio et al. 2003).

Os esforgos de pesquisa também tém aumentado em relacdo a biodiversidade
bacteriana, assim como os avangos tecnoldgicos, varias ferramentas de biologia
molecular tém sido muito utilizadas, ampliando o conhecimento sobre esta comunidade
(Del'Duca & Cesar 2007). Dentre as diferentes técnicas utilizadas em amostras
ambientais, a Hibridizacdo in situ Fluorescente (“Fluorescent in situ hybridization” -
FISH) tem se desenvolvido e ganhado destaque nas pesquisas realizadas em ecologia
microbiana devido a facilidade de manuseio e resultados obtidos (Amann 1995, Bouvier
& Giorgio 2003). Entretanto, esta técnica é mais restrita do que analises de
metagenémica que conseguem avaliar o genoma de todas as bactérias presentes
(cultivaveis e nao cultivaveis), mas que ainda é bastante cara e trabalhosa.

Estudos em lagos subtropicais sobre este tema ainda sdo a minoria quando
comparados com os ambientes temperados. Havens et al. (2007) ao estudarem ao
longo de seis anos um lago eutrofico subtropical, relatam que entre os possiveis
predadores do cadeia alimentar microbiana, os protozoarios apresentaram a maior
parte da biomassa (80%). Sendo que entre eles, os ciliados foram relativamente mais
importantes como consumidores do que tem sido descrito para ambientes temperados,
embora, em ambos o0s casos os flagelados sejam os mais abundantes.
Semelhantemente ao que ja foi descrito para lagos eutréficos temperados, eles
descrevem uma dominancia de carbono organico fitoplancténico e uma variagao
sazonal na biomassa dos componentes microbianos. Assim, estudos sazonais da
variacdo da abundancia bacteriana e de seus possiveis predadores em diferentes lagos
subtropicais e com diferentes niveis troficos podem nos ajudar a entendermos melhor o

fluxo de energia e matéria nos ecossistemas aquaticos via cadeia alimentar microbiana.



Em um estudo realizado por Souza (2007) foram analisadas distintas
caracteristicas de alguns lagos rasos localizados no Campus Carreiros da Universidade
Federal do Rio Grande — FURG numa regido subtropical no Sul do Brasil. Dentre elas,
foram descritas tanto diferencas nos paradmetros fisico-quimicos, como também
diferengas entre as abundéancias dos componentes microbianos. O estudo sugeriu uma
diferengca no papel desempenhado pelas bactérias livres e bactérias aderidas a
particulas na ecologia destes ecossistemas. As bactérias livres atuariam como
mineralizadoras e o seu crescimento seria limitado pela disponibilidade de fosfato
(controle “bottom-up”), enquanto que as bactérias aderidas participariam da
decomposicao de agregados organicos. Verificou-se também que as bactérias aderidas
sdo predadas preferencialmente por flagelados e ciliados, provavelmente devido ao seu
maior biovolume, 0 que se caracteriza como um controle “top-down” sobre estes
microorganismos.

Uma vez que estas informagbes foram obtidas a partir de relagbes estatisticas
de dados coletados em uma unica amostragem, faz-se necessario um
acompanhamento sazonal em que se possa avaliar a dindmica do bacterioplancton
nestes lagos e, com isso, comprovar, ou nao, se os controles sugeridos por Souza
(2007) sobre os diferentes grupos de bactérias de fato ocorrem como descritos.

Além disso, empregou-se simultaneamente as técnicas de Diluigao (para estimar
a producgdo e predacao) e de FISH (para identificar diferentes grupos taxondmicos),
para se determinar ndo apenas os grupos filogenéticos de bactérias mais predados
como também estimar quanto cada um deles esta produzindo. Com estas informacgdes
espera-se colaborar para o melhor entendimento sobre a dindmica do bacterioplancton

nestes lagos rasos sub-tropicais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de Estudo

O Campus Carreiros da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), com a
uma area de 240 hectares, localiza-se na regiao sul da planicie do Rio Grande do Sul
no municipio do Rio Grande (32° 01’ 44” S e 52° 40" 05’ W). A regido possui um clima
subtropical umido do tipo cfa de acordo com a classificagdo de Képpen (Maluf, 2000). A

média anual de temperatura é de 17 °C, sendo as médias mais baixa 13°C no inverno



e as mais alta 24°C no verao. No inverno e na primavera sdo observadas as maiores

médias mensais de precipitagdo, podendo ocorrer déficit de agua no verao (Seeliger &
Odebrecht 1998).

L1: Lago Biguas
L2: Lago Polegar
L3: Lago daBase

L4: Lago Negro
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Figura 1: Localizagao dos quatro lagos do Campus Carreiros da FURG, enumerados

em ordem decrescente de suas areas.

Para a realizagdo deste projeto foram escolhidos quatro lagos rasos
denominados L1, L2, L3 e L4, com profundidade maxima de 2 metros, localizados no
Campus Carreiros da Universidade Federal do Rio Grande. Dentre os quatro ambientes
escolhidos para este estudo, o Lago Polegar (L2) possui caracteristica oligotroficas
(Albertoni et al. 2007) e o L1 (Lago dos Biguas) caracteristicas de ambiente eutréfico
(Albertoni et al. 2007, Trindade et al. 2009), enquanto que o L3 (Lago da Base) parece
ser um ambiente com caracteristicas intermediarias (mesotroéfico). Por outro lado, o
Lago Negro (L4) recebe este nome por possuir aguas de cor negra e ser considerado
um ambiente distrofico (Albertoni et al. 2005). Além das diferengas no tamanho,
morfologia, vegetagéo e estado trofico, estes quatro ambientes também demonstraram

importantes diferengas nas suas comunidades microbianas. Estudo anterior de Souza



(2007) mostrou que o lago Biguas apresentou a maior abundancia de bactérias livres e
o Lago da Base apresentou a maior abundancia de bactérias aderidas. Também houve
diferenga na abundancia dos protozoarios, com uma consideravel amplitude de
variagao dos flagelados, que foram mais abundantes no Lago Negro. Ja os ciliados ndo
foram encontrados em todos os lagos, mas foram mais abundantes no Lago da Base
(Souza 2007).

2.2. Coletas

Durante um ano (de junho/2008 a maio/2009), amostras de agua foram
coletadas quinzenalmente em sub-superficie da coluna d’agua na regiao litoranea dos
quatro lagos, tendo-se o cuidado de nao se re-suspender o sedimento do fundo. As
amostras foram coletadas em galdes limpos e identificados e levadas para o
Laboratério de Ecologia do Fitoplancton e de Microorganismos Marinhos do Instituto de
Oceanografia da FURG. Para a analise dos microorganismos, amostras de agua foram
armazenadas em duas garrafas de vidro de cor ambar (100 ml), uma contendo lugol
neutro (2%) e outra com formol neutro (4%). Uma sub-amostra da agua foi filtrada e
dividida em trés garrafas de polietileno (250 ml), as quais foram congeladas para
posterior analise dos nutrientes inorganicos dissolvidos (fosfato e nitrito). O restante da
agua foi utilizado imediatamente apds a coleta para a analise da clorofila a, seston e
nitrogénio amoniacal.

No dia 06 de outubro de 2009 foi realizada uma coleta extra de agua da sub-
superficie da regiao litoranea do Lago Negro (L4) para a realizagdo do experimento de
predacao e produgdo. A amostra de agua foi coletada com galdo de polietileno. Apds
chegar ao laboratério a agua recebeu o mesmo tratamento descrito anteriormente,
antes de comegarmos o experimento. Toda a agua coletada passou por uma pré-

filtracdo com malha de 200 uym para a exclusao do macrozooplancton.

2.3. Parametros fisicos e quimicos da agua

Durante as amostragens em campo foram realizadas medidas de temperatura
com termémetro de mercurio (+/- 0,5 °C) (Incoterm). Logo apds, no laboratério, foram
feitas as medigbes de pH (+/- 0,001) (Digimed DMpH 3) e condutividade (+/- 2%) (YSI
model-33). Os dados de pluviosidade foram cedidos pela Estacdo Meteoroldgica do

Departamento de Geociéncias da FURG.



A medicao do seston foi realizada em ftriplicatas conforme o método descrito por
Strickland & Parsons (1972), com a utilizacéo de filtros de fibra de vidro Whatman GF/F
previamente secos e pesados.

Medidas de nutrientes dissolvidos (nitrogénio amoniacal, nitrito e fosfato) foram
realizadas utilizando aliquotas da agua filtrada em filtro de fibra de vidro Whatman GF/F
(+/- 0,5mm) em triplicatas. O fosfato e o nitrito foram determinados conforme
metodologias descritas em Strickland & Parsons (1972). As analises de nitrogénio
amoniacal foram realizadas imediatamente apds a coleta de acordo com a metodologia
descrita em UNESCO (1983).

2.4. Parametros biolégicos

O teor de clorofila a foi determinado fluorimetricamente em triplicata (fluorimetro
Turner 111 calibrado) ap6s filtracdo da agua em filtro de fibra de vidro Whatman GF/F e
extracdo do pigmento com acetona 90% no escuro e a -12°C, por 24 horas. A
concentracéo do pigmento foi determinada segundo Welschmeyer (1994).

Para a contagem de bactérias, aliquotas de agua (0,1 - 2ml) fixadas com formol
(4%) foram filtradas em filtro de policarbonato escurecidos Nuclepore (0,2 ym) e
coradas com o fluorocromo Laranja de Acridina (Hobbie et al. 1987). Posteriormente as
bactérias foram quantificadas utilizando microscopia de epifluorescéncia (microscépio
Zeiss Axioplan com filtro azul 487709 — BP 450 — 490; FT 510; LT 520) em aumento de
1000X. Para isto, imagens foram capturadas com camera CCD Watec (sensibilidade de
0.0003 Ix) e analisadas com o software IC Capture 2.0 (para Windows). As bactérias
livres e aderidas as particulas foram contadas separadamente em pelo menos 30
campos, escolhidos aleatoriamente. A densidade de bactérias aderidas foi multiplicada
por 2, admitindo-se que ocorre uma distribuicdo regular nas particulas (Kirchman &
Mitchell 1982).

A abundancia de flagelados e ciliados em amostras fixadas com lugol (2%) foi
medida segundo metodologia descrita em Utermohl (1958). Aliquotas foram
concentradas em camaras de sedimentagao (2,1 — 10ml) e analisadas em microscépio
invertido (Axiovert 135), nas ampliagdes 100X, 200X e 400X, de acordo com a faixa de
tamanho dos microrganismos. Os flagelados foram divididos em microflagelados (> 20
um) e nanoflagelados (< 20 ym). Esses ainda foram divididos em mais duas classes de

tamanho: < 10pm, 10 - 20 ym.



Para a medigcdo do biovolume das bactérias foram capturadas imagens e o
calculo foi feito a partir de medidas de comprimento e de largura obtidos manualmente
com auxilio do software Image Tool da UTHSCSA (Universidade do Centro da Ciéncia
da Saude de Texas, San Antonio, TX, EUA; disponivel para download em
http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/download.html). Para o célculo do biovolume foi utilizada a
equacao 1 proposta por Massana et. al. (1997):

V = 1/4 L? [(C-L)/3] onde: V = volume, L = Largura, C = Comprimento

A biomassa dos microorganismos foi determinada pelo calculo de biovolume, a
partir de medidas representativas de bactérias. Foi empregado o fator alométrico
curvilineo de Norland (1993) utilizando a seguinte formula:

B = 120 V"2 onde: B = biomassa em contetido de carbono, V = Volume (um?),
120 = fator de conversdo em fg C um™.

O biovolume, tanto dos flagelados como dos ciliados, foi calculado de acordo
com os algoritmos descritos por Hillebrand et al. (1999) que consideram cada célula

semelhante a uma forma geométrica.

2.5. Experimento de predagao e produgao - Técnica de Diluigao

Para a determinagcdo simultinea das taxas de producdo e bacterivoria, foi
utilizada a Técnica da Diluicdo (Landry & Hassett 1982) adaptada por Caron (2001).
Esta técnica é realizada a partir da incubagdo de amostras de agua diluida em
diferentes proporgoes. As diluicbes sao feitas com agua do lago filtrada (filtro Whatman
GF/F 47mm). Todos os tratamentos devem ser incubados e as taxas de producao e
bacterivoria sdo calculadas a partir de mudangas na densidade celular nos diferentes
tratamentos apds 24 horas.

Para a realizagdo deste teste assume-se que: (1) a taxa de crescimento
bacteriano (u) nos diferentes tratamentos € independente do efeito da diluigdo na
densidade populacional, sendo também independente da presenga ou auséncia de
predadores; (2) a estimativa da mortalidade (bacterivoria) (m) pelo microzooplancton
deve ser proporcional ao efeito da diluigdo, assumindo-se que os predadores nao
estejam saciados com a densidade de presas e que a ingestdao aumente conforme o
aumento da disponibilidade de alimento. Além disso, a mudanga na densidade
bacteriana em um intervalo de tempo segue o modelo de crescimento, onde o

crescimento liquido (K;) é igual a diferenga entre a taxa de crescimento bacteriano (u =



intercepgao no eixo y) e a mortalidade por bacterivoria (m = declividade da reta), a qual
€ proporcional ao efeito da diluigdo (D;) da agua dos lagos. Assim:
Ki=p —(mxD)).

Para esta analise, a série de diluicbes teve cinco tratamentos em triplicatas
(100%, 80%, 60%, 40% e 20% de agua nao filtrada). Amostras de agua diluidas e ndo
diluida foram acondicionadas em frascos Erlenmeyers (500 ml), homogeneizadas
manualmente e armazenadas na estufa por 24 horas numa temperatura igual a medida
durante a coleta. Foram retiradas aliquotas de agua das triplicatas de cada diluicao
logo apds a mistura de agua do lago com agua filtrada (t0) e apds 24 horas.

A contagem de bactérias do experimento de producao e predacao foi feita em
aliquotas de agua de 2 a10 ml (de acordo com a diluicdo) e as bactérias foram
contadas no minimo em 10 campos aleatérios para cada marcador. Também foram
enumeradas as células bacterianas pelo morfotipo (cocos, bacilos, vibrios e
filamentosas), a partir das fotos capturadas com o fluorocormo DAPI (Porter & Feig
1980). A contagem e medicédo das bactérias foram feitas em imagens capturadas por

camara, como descrito anteriormente.

2.6. Identificacao dos grupos bacterianos - Hibridizagdo in situ Fluorescente
(FISH)

No experimento com a Técnica de Diluicdo, as bactérias foram marcadas de
acordo com o método “Fluorescent in situ Hybridization” — FISH. Isto foi feito para
determinarmos as taxas de produgao e consumo dos diferentes grupos filogenéticos de
bactérias. O método aqui descrito segue o protocolo desenvolvido pelo Dr. Matthew
Cottrell da University of Delaware, USA, com algumas modificagdes descritas em Cesar
(2002).

Durante a realizacdo da Técnica da Diluicado, aliquotas das diferentes diluicdoes
foram filtradas em filtros Nucleopore (0,2 um). Estes foram armazenados em vidros
falcons e banhados com 2ml de paraformaldeido (2 %) por 4 horas para a fixagdo da
amostra. Apoés este periodo foi retirado o excesso de paraformaldeido e os filtros foram
mantidos congelados até a realizagao do processo de hibridizagao.

Cada filtro (amostra) foi cortado ao meio, sendo que uma das metades foi
utilizada enquanto que a outra foi guardada para caso fosse necessario repetir o
processo de hibridizacdo. A metade utilizada foi dividida em sete partes, uma para cada

sonda (“probe”). As seqliéncias de oligonucleotideos (sondas) utilizadas sdo marcadas



com Cy3 (indocarbocianina fluorescente). A relagdo de marcadores, sua especificidade
e sequéncia estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Marcadores e respectivas sequéncias de oligonucleotideos utilizados no

projeto.
Marcador Especificidade Seqiiéncia
Controle Negativo N&o especifico 5'-3CC TAG TGACGC CGTCGAC-3
Eub 338R | Bacteria 5'-3GC TGC CTC CCGTAG GAG T -3'
Eub 338R II Bacteria 5'- GCA GCC ACC CGT AGG TGT -3'
Eub 338R I Bacteria 5 — GCT GCC ACC CGT AGG TGT -3
Alf 968 Alfa—Proteobacteria 5'-3GG TAAGGT TCTGCGCGTT-3'
Bet 42a Beta—Proteobacteria 5'-3GCCTTCCCACTTCGTTT -3
Gam 42a Gama-Proteobacteria 5'-3GC CTT CCCACATCGTTT-3'
CF 319a Cytophaga- Flavobacter 5'-3TG GTC CGT GTC TCAGTAC-3'
Archaea 915 Archaea 5'- GTGCTCCCCCGCCAATTCCT- 3

Durante o processo de hibridizagdo as sondas atravessam a membrana celular
bacteriana e ligam-se a sequéncia complementar do RNA ribossomal das espécies de
bactérias pertencentes ao grupo especifico. Como os marcadores Bet42a e Gam42a
sao semelhantes, tanto em relagéo a estrutura quanto ao tamanho, € necessario utiliza-
los com sondas competidoras, ou seja, para a sonda Bet42a marcada com Cy3 foi
usado o competidor Gam42a nao marcado e vice-versa (Glockner et al., 1999).

Durante a hibridizagdo também foi empregado uma sonda negativa, a qual
possui uma sequencia nao compativel com qualquer grupo bacteriano. Esta é utilizada
para avaliar a eficiéncia da hibridizagao, ja que o ideal € que < 1% do total de bactérias
sejam marcadas com o mesmo. Contudo, se o marcador negativo marcar um valor
superior a 10% do total de bactérias a amostra deve ser descartada.

Os pedacos de filtro foram colocados separadamente sobre uma Iamina coberta
com parafilme, onde foram cobertos por 40 yL de solucéo de hibridizagdo. Esta contém
0,9 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,01 % SDS, formamida e uma concentragcéo
final de 2,5 ng/uL de marcador. A solugédo de formamida deve ser preparada de acordo
com o marcador utilizado e com o grupo bacteriano a ser identificado. Por exemplo, é
recomendado utilizar formamida com concentragéo final de 30 % para as sondas
Eub338R, AlIf986, Bet42a, Gam42a e Arch915 enquanto que, para a sonda CF319a é

10



utilizado 35 %. Logo apds, as laminas contendo os filtros foram deixadas na incubadora
a 42°C por uma noite em tubos fechados, assim evita-se que ocorra alteragdes na
concentracéo final.

Apo6s a hibridizagao é necessario que os filtros passem pela solugéo de lavagem
por 15 minutos a 48°C, assim é retirado o excesso de sondas. Esta solugéo contém 20
nM Tris-HCI (pH 7,2), 10 mM EDTA, 0,01 % SDS e NaCl na concentragao de 102 mM
para as sondas Eub338R, Alf986, Bet42a, Gam42a, Arch915 e, 80 mM para a sonda
CF319a.

Acabado o processo de hibridizagao e de lavagem, os filtros foram cobertos com
o fluorocromo DAPI (Porter & Feig, 1980) na concentragao 2 ug/ mL por 3 minutos. Em
seguida, os foram lavados por trés vezes em etanol 80 % e secos em papel Whatman
3M.

Apés esta preparagdao os pedagos de filtro foram montados entre lamina e
laminula e as laminas foram analisadas no microscopio de epifluorescéncia Zeiss
Axioplan. Este possui tanto o filtro para DAPI (BP 365/11 FT 395 LP 397) quanto o filtro
para Cy3 (Chroma 41007a, BP 545/30 FT 610/75 LP 570), no primeiro € possivel
visualizar todas as bactérias marcadas com o fluorocromo e, no segundo, apenas as

que foram hibridizadas e marcadas com Cy3.

2.7. Analise Estatistica

Para o estudo sazonal as diferengas estatisticas entre as médias de abundancia,
biomassa e biovolume celular entre os lagos foram identificadas utilizado os testes
paramétricos de analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey a posteriori. Para
avaliar a diferenga entre o biovolume das bactérias livres e aderidas de cada lago foi
realizado o “teste t” com 0,05% de significancia.

Além disso, foram aplicadas técnicas de analise estatistica multivariada como
Analise de Componentes Principais (ACP) (Gauch 1994) e Regressao Multipla (Mingoti
2005) no estudo sazonal. A ACP foi realizada com as médias dos dados para mostrar a
relagdo espacial e temporal entre a abundancia e biomassa bacteriana e todas as
outras variaveis (bioldgicas e fisico-quimicas), além de testar a diferenca dos
resultados dos quatro lagos. Dois componentes (PC1 x PC2) foram utilizados para

explicar a variagdo dos dados. As Analises de Regressao Multipla foram aplicadas para
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testar a influéncia das diferentes variaveis medidas sobre a variacdo da abundancia e
biomassa das bactérias livres e aderidas.

No experimento de producdo e predacdo foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para testar a diferenga do biovolume entre os morfotipos e
entre os grupos bacterianos. Para avaliar a diferenga do biovolume inicial e final das
células bacterianas foi realizado o “teste t” com 0,05 de significancia.

Para todos estes testes foram considerados os seus pré-requisitos. Sendo
assim, para testar a normalidade das variaveis foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov e para a homocedasticidade o teste Cochran. Quando necessario as variaveis
foram normalizadas pela transformacao logs(x+1), exceto a abundancia e biomassa de

bactérias aderidas, as quais foram transformadas a partir da (V+1) (Zar, 1999).

3. RESULTADOS

3.1. Estudo sazonal — Lagos Biguas, Polegar, Base e Negro

3.1.1. Variaveis fisicas e quimicas

Nos Lagos Biguas (L1) e Polegar (L2) a temperatura minima da agua durante o
estudo foi de 13°C no dia 10 de junho e a maxima foi de 29°C no dia 19 de fevereiro.
Nos Lagos Base (L3) e Negro (L4), as temperaturas foram um pouco mais baixas,
sendo a temperatura minima de 11°C no dia 10 de junho e a maxima de 25°C nos dias
26 de marco e 19 de fevereiro, respectivamente (Figura 2a). Nao foi possivel coletar do
inicio de novembro até o inicio de mar¢go no Lago da Base, pois este secou durante
este periodo. Assim, ndo houve coletas durante o verdo neste lago.

Os maiores valores de pH foram encontrados no Lago Biguas e o maior valor
(9,9) foi medido nas amostras de 10 e 30 de outubro e 12 de novembro. No Lago
Polegar o menor valor foi de 6,2 (7 e 21 de janeiro) e o maior foi de 7,8 (5 de margo),
enquanto que no Lago da Base o menor valor foi de 5,2 (9 de setembro) e o maior valor
foi de 6,4 (26 de margo). O lago com os menores valores de pH foi o Lago Negro com

um valor minimo de 4,8 (26 de junho, 29 de julho e 24 de setembro) (Figura 2b).
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O Lago Biguas apresentou a maior condutividade em todas as amostras
chegando ao maximo de 230 umhos (7 de janeiro). No Lago da Base ocorreu um pico
(180 ymhos) na amostra de 26 de junho e no Lago Polegar o maior valor foi de 160
Mmhos (7 de janeiro). O Lago Negro teve um valor minimo de 90 em 10 de outubro e

maximo de 160 ymhos em 19 de fevereiro (Figura 2c).
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Figura 3: a) Variagdo do ion aménio, b) nitrito e c) fosfato (M) nos quatros lagos

(Biguas, Polegar, Base e Negro) de junho de 2008 a maio de 2009.
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O maior valor para a variavel seston, que ocorreu no Lago da Base, foi de 144,1
e 140,0 mg L™ nas amostras de 29 de julho e 30 de outubro, respectivamente, e no
Lago Biguas foi de 100 mg L™ na amostra de 7 de janeiro (Figura 2d). Por outro lado,
0s menores valores foram encontrados no Lago Negro (0,2 mg L™ nas amostragens de
agosto) e no Lago Polegar (0,5 mg L™, 10 de junho).

A variagado na concentracdo do ion aménio esta apresentada na Figura 3a. Nela
podemos observar que o padrao de variacao deste nutriente € semelhante para todos
0s ambientes, porém houve um pico (16 uM) na concentragao deste ion na amostra 26
de agosto apenas no Lago Biguas.

A concentragado do ion nitrito foi maior no Lago Negro, o qual teve um valor
maximo de 2,2 yM na amostra 30 de abril, porém este nutriente ndo foi detectado na
amostra de 10 de junho neste lago. Os menores valores foram encontrados no Lago
Polegar, no qual em 11 amostras nao foi detectado este nutriente. A variagdo na
concentragao deste nutriente foi semelhante nos Lagos Biguas e Base (Figura 3b).

No Lago Polegar a menor concentracéo de fosfato foi de 0,005 yM na amostra
de 26 de junho e na mesma amostra, porém, no Lago da Base nado foi detectado
fosfato dissolvido (Figura 3c). No Lago Negro foi encontrada a maior concentragéo (7,0
MM na amostra 5 de fevereiro) para o ion fosfato e Lago Biguas a maior concentracao
foi de 2,5 uM (24 de setembro).

O maior acumulo de precipitagdo ocorreu no més de agosto entre os dias 13 e
26 (187,9 mm?®). A pluviosidade acumulada teve uma tendéncia de ser maior no final do
inverno e no final do verdo. Nao houve precipitacdo entre as coletas 30 de outubro e 12

de novembro e nem entre 10 e 22 de dezembro (Figura 4).
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Figura 4: Precipitacdo acumulada (mm?) no periodo de junho de 2008 a maio de 2009.
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3.1.2. Variaveis biolégicas

A variagao na concentragao de clorofila a para os quatro lagos esta apresentada
na Figura 5, onde podemos ver que os maiores valores e a maior variabilidade foi
encontrada no Lago Biguas (maximo de 311 pg L' em 7 de janeiro e minimo de 34,5
ug L™ em 16 de abril) (Figura 5a). Os menores valores para a variavel clorofila a foram
encontrados no Lago Polegar (Figura 5b), onde o minimo foi de 1,5 yg L™ (5 de margo)
e o maximo de 15,2 ug L™ (10 de dezembro). No Lago da Base (Figura 5c) os valores
maximos da concentragdo de clorofila a ocorreram em 30 de outubro (47 g L'1) e 26
de marco (40,8 pg L ™). O Lago Negro (Figura 5d) apresentou valores mais baixos
quando comparado ao Lago Biguas, porém teve dois picos de teor de clorofila a (171 e
95,4 ug L' em 22 de dezembro e 21 de janeiro, respectivamente).

O Lago Biguas apresentou as maiores abundancias bacterianas entre os quatros
lagos estudados e os maiores valores ocorreram durante as coletas de veréo.
Considerando separadamente as bactérias livres e aderidas, as maiores abundéancia
foram de 1,76 x 10" org mI™' (19 de fevereiro) e de 1,43 x 10" org mI”" (5 de marco),
respectivamente, no Lago Biguas (Figura 6a).

A abundancia das bactérias livres foi maior que a das bactérias aderidas em
todas as amostras no Lago Polegar. O maior valor de densidade ocorreu na amostra de
10 de dezembro, tanto para as bactérias livres (7,06 x 10° org mI") como para as
aderidas (6,19 x 10° org ml™"), entretanto, em varias amostragens estas ndo foram
visualizadas (Figura 6b).

Na coleta do dia 30 de outubro ocorreu o maior valor de células bacterianas
aderidas (1,84 x 10" org mL™) no Lago da Base, ultrapassando o nimero de bactérias
de vida livre (3,7 x 10° org mL™"). Nas demais coletas a abundancia de bactérias livres
foi sempre maior que a abundancia de bactérias aderidas (Figura 6c¢).

O Lago Negro apresentou a maior abundancia de bactérias (7,7 x 10° org mL™)
na amostra de 10 de dezembro, contudo, nesta amostra, ndo foram visualizadas
bactérias aderidas a particulas. Bactérias aderidas nao foram encontradas em 10 das
24 coletas e a maior abundancia foi na amostra de 21 de janeiro (1,8 x 10° org mL™)
(Figura 6d).
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Figura 5: Variagdo da concentracdo de clorofila a (ug L) nos quatro lagos (Biguas,
Polegar, Base e Negro) no periodo de estudo (junho de 2008 a maio de 2009).
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Figura 6: Abundancia das bactérias (org mL™) totais (losango), aderidas (quadrado) e
livres (tridngulo) nos quatro lagos estudados (Biguas, Polegar, Base e Negro) de junho
de 2008 a maio de 2009.
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Negro) de junho de 2008 a maio de 2009.
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O Lago Biguas teve a maior média anual de abundéancias de bactérias livres (8,8
x 10° + 3,9 x 10° org mI"") e aderidas (7,0 x 10° + 3,9 x 10° org mI™"), separadamente.
Além disso, este foi 0 Unico lago que apresentou diferenca significativa das médias de
abundancia bacteriana em relagdo aos demais lagos. Os dados médios da abundéancia
bacteriana dos quatro lagos estdo apresentados na Tabela 2.

O unico lago que nao apresentou diferenca significativa entre a média do
biovolume das bactérias livres e aderidas foi o Lago da Base (Tabela 2). Neste lago, os
menores valores para o biovolume de bactérias livres (0,25um?®) e aderidas (0,29um?®)
ocorreram na mesma amostra (30 de outubro). A média para o biovolume das bactérias
livies (0,45 pm®) foi 0 mesmo para o Lago da Base e Negro. Entretanto, para as
bactérias aderidas, a média do biovolume do Lago Negro (0,61 pm?®) foi maior do que a
do Lago da Base (0,52 ym®) e Polegar (0,31 uym?). O Lago Biguas teve a menor média
de biovolume de bactérias livres (0,24 pm?). Para as bactérias aderidas o biovolume
médio foi de 0,51 um?®, mais do que o dobro do medido para as bactérias livres.

Analisando a diferenca do biovolume médio entre os ambientes, ndo houve
diferencga significativa entre os Lagos Biguas e Polegar e entre os Lagos Base e Negro
em relagcdo as bactérias livres. Enquanto que, para as bactérias aderidas, nao foi
encontrada diferenca significativa entre a média de nenhum ambiente.

As bactérias aderidas apresentaram o maior valor de biomassa bacteriana (1278
ug C L) no Lago Biguas na coleta do dia 21 de janeiro (Figura 7a). A menor variagdo
de biomassa de bactérias aderidas foi encontrada no Lago Polegar, com um valor
minimo de 5 pyg C L™ e maximo de 77 pg C L™, nas coletas onde haviam bactérias
deste habito (Figura 7b).No Lago da Base o maior valor de biomassa também foi
referente & células aderidas (908 ug C L") na coleta do dia 30 de outubro (Figura 7c).
O maior valor de biomassa de células livres no Lago Negro foi de 543 ug C L™ em 10
de dezembro (Figura 7d).

Os valores médios de biomassa bacteriana estdo apresentados na Tabela 2.
Mais uma vez o Lago Biguas apresentou os maiores valores, os quais foram

significativamente diferentes de todos os demais lagos.
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Figura 8: Variacdo da densidade de nanoflagelados (org mL™") < 10 um (quadrados) e
de 10 a 20 um (losangos) nos quatro lagos (Biguas, Polegar, Base e Negro) no periodo
de estudo (junho de 2008 a maio de 2009).
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Figura 9: Variagdo da abundancia de microflagelados (org mL™") nos quatro lagos

(Biguas, Polegar, Base e Negro) no periodo de estudo (junho de 2008 a maio de 2009).
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O Lago Negro apresentou a maior oscilagdo na densidade de nanoflagelados <
10 pm (minimo de 1,25 x 10% org mL" e maximo de 2,8 x 10* org mL™, em 24 de
setembro e 22 de dezembro, respectivamente). A maior densidade dos nanoflagelados
< 10 um no Lago Polegar foi de 9,3 x 10% org mL™" (14 de julho) e no Lago Base foi de
7,6 x 10 org mL™" (30 de outubro). No Lago Biguas os maiores valores foram entre 21
de janeiro (7,6 x 10° org mL™") e 26 de marco (5,8 x 10° org mL™") (Figura 8).

Os nanoflagelados da classe de tamanho de 10 a 20 ym tiveram abundéncia
menor que os nanoflagelados < 10 ym na maioria das amostras. No Lago Biguas, o
maior valor de abundancia destes nanoflagelados foi na amostra 26 de junho (2,2 x 10°
org mL™), do mesmo modo que no Lago da Base (1,2 x 10% org mL™"). No Lago Polegar
e Negro o nimero maximo de nanoflagelados (10-20 pym) nao chegou a 20 org mL™
(Figura 8).

A maior abundéancia de microflagelados foi encontrada no Lago Biguas na
amostra de 19 de fevereiro (252,4 org mL™"), seguida pela amostra 5 de marco (229,6
org mL™) no Lago Negro (Figura 9). A menor oscilagdo na variagdo da densidade
destes microorganismos ocorreu no Lago Polegar com um valor minimo de 0,7 org.mL"
' (9 de setembro) e um valor maximo de 83,8 org mL™ (12 de novembro). No Lago da
Base o maior nimero de microflagelados foi de 131,6 org mL™" na coleta de 26 de
junho.

Os ciliados foram os microorganismos menos abundantes em todos os
ambientes estudados, sendo que em uma amostra do Lago Biguas (26 de junho) e em
algumas amostras do Lago Polegar (14 de julho, 12 e 26 novembro e de dezembro)
eles ndo foram encontrados. A maior abundancia para estes microorganismos foi de
45,9 org mL™" na amostra 5 de fevereiro do Lago Biguas assim, este foi o ambiente com
a maior variacdo na abundancia de ciliados. A maior densidade de ciliados no Lago
Negro foi de 22,6 org mL™" (14 de maio), no Lago Polegar foi de 20,8 org mL™" (26 de
agosto) e no Lago da Base foi de 13,7 org mL™" (26 de junho) (Figura 10).
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Tabela 2 : Valores médios das variaveis fisicas e quimicas (pH, condutividade, seston,
amonio, nitrito e nitrato) e bioldgicas (clorofila a, microflagelados, nanoflagelados (20-

10 e <10 um), ciliados, abundancia bacteriana, biomassa bacteriana e biovolume

bacteriano). Dados apresentados com o desvio padrao.

Lago Biguas Lago Polegar Lago Base Lago Negro
pH 86x+1,0 72+05 59+04 55+£0,3
Condutividade (umhos) 200,3 + 21,8 99,0+ 31,8 94,3 + 28,7 114,2 + 22,0
Seston (mg L) 44,9 + 23,2 5,8 + 8,0 33,1 +45.4 7,0+6,9
Aménio (M) 39+34 28+ 2,4 22+1,8 24+1,8
Nitrito (uM) 0,2%+0,2 0,03+ 0,05 0,3%+0,2 09104
Fosfato (uM) 1,0+£0,6 04+ 0,2 06+04 2,0+1,3
Clorofila a (ug L) 109,3 + 68,3 55+3,3 15,4 + 14,6 23,1+38,3
Microflagelados (org ml'1) 441 + 60,2 15,7 +£ 18,9 34,9+ 34,6 41,3+ 54,2
Nanoflag. 20-10 ym (org mI'1) 5,6+02 + 5,3+02 43+58 30,0+ 35,5 76+5,6
Nanoflag. < 10 um (org ml™) 2,8+03 + 2,1+03 227,5 + 248,1 415,0 + 205,9 4,1+03 + 7,5+03
Ciliados (org ml™) 16,2 + 14,6 32+47 47+32 72+6,7

Bactérias livres
Abundancia (org ml'1)
Biomassa (ug C L)

Biovolume (pm3)
Bactérias aderidas

Abundancia (org ml'1)
Biomassa (ug C L'1)
Biovolume (pms)

8,8+06 + 3,9+06
359,56+ 1717
0,2+0,1

7,0+06 + 3,9+06
513,8 £ 355,8
0,5+0,2

2,5+06 * 1,6+06
126,6 + 81,1
0,3+0,09

1,6+05 + 2,6+05
12,1+ 19,1
0,5+0,2

2,8+06 = 1,1+06
186,3 + 71,7
0,5+0,08

1,6+06 * 4,5+06
92,4 + 227,2
0,5+0,14

3,6+06 + 1,6+06
239,7 £ 123,5
04+0,1

2,7+05 * 4,5+05
23,8 +43,3
0,6 +£0,1

3.1.3. Analise estatistica

A Analise de Componentes Principais (ACP) mostrou uma separagao entre as
amostras dos Lagos Biguas, daquelas dos Lagos Polegar, Base e Negro de acordo
com o eixo 1 e uma separacao dos Lagos Polegar e Negro, considerando-se o Eixo 2,
confirmando a diferenga entre os ambientes estudados (Figura 11). O componente 1
explicou 40% da variancia dos dados, sendo que o Lago Biguas esteve relacionado
principalmente as variaveis bioldgicas (abundancia bacteriana, biomassa bacteriana,
clorofila a, abundéancia de nanoflagelados e ciliados), enquanto que os demais lagos
estiveram relacionados com as variaveis pH, condutividade e seston, (Tabela 3). No
componente 2 o Lago Polegar relacionou-se com pH, enquanto que o Lago Negro teve
maior influéncia do nitrito, fosfato e nanoflagelados.

Também foram feitas analises de ACP para cada lago com a média das
variaveis por estagbes (Figura 12). Para o Lago Biguas os dois componentes
explicaram em conjunto 83% da variagédo dos dados (Figura 12a). Todas as variaveis,
exceto pH e fosfato, foram fortemente relacionadas ao componente 1 (Tabela 3), o qual

correspondeu a 62% da variacdo dos dados. A abundancia e biomassa bacteriana, os
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flagelados, os ciliados, a clorofila a e a temperatura estiveram relacionadas
positivamente e o amoénio e o nitrito relacionados negativamente em relagdo ao Eixo 1.
Notamos que a abundancia e biomassa bacteriana apresentaram uma tendéncia a
serem influenciadas por um conjunto de varidveis: predadores, temperatura,
condutividade, seston e clorofila a. Na analise de regressao linear multivariada (Tabela
3) podemos ver que essa hipdétese se confirma. Nenhuma variavel influenciou
significativamente a biomassa de bactérias aderidas, porém nos outros trés casos
(ABA, ABL, BBL) houve influéncia dos predadores, sendo que os ciliados estiveram
relacionados apenas com a abundancia de bactérias livres.

No Lago Polegar, 82% da variacao total dos dados foi explicada pelos 2
componentes principais (Figura 12b), sendo o componente principal 1 o responsavel
por 49%. A abundancia e biomassa bacteriana, a temperatura, o seston, o amoénio e o
fosfato foram fortemente e positivamente relacionados ao eixo 1, o qual separou as
amostras do verao e primavera do outono e inverno. O componente 2 correspondeu a
33% da variagdo dos dados. Esta Figura nos sugere que tanto a abundéancia como a
biomassa bacteriana foram relacionadas principalmente com a variacdo do seston e da
clorofila a. Quando aplicamos a analise de regressao linear multipla confirmamos tal
suposicao (Tabela 3). O seston foi a variavel mais influente neste lago, porém outras
variaveis também foram importantes na variagdo da abundancia e biomassa do
bacterioplancton deste lago, como amdénio, fosfato, predacao e condutividade.

Os dois componentes principais da analise de ACP do Lago da Base explicaram
100% da variagao dos dados (Figura 12c). O eixo 1 explicou 66% da variagao dos
dados e separa a primavera do outono e inverno. Tanto os valores de abundancia
como de biomassa bacteriana foram positivamente relacionados com a concentracao
do amonio, fosfato, seston e ciliados. Porém quando aplicamos a analise de regressao
linear multivariada os resultados indicam que a abundancia e biomassa de bactérias
aderidas foram influenciadas principalmente pelo aménio, enquanto que a abundancia
de bactérias livres pelo seston (Figura 12). Neste lago, de acordo com os resultados da
regressao linear multipla, a relagdo entre bactérias e possiveis predadores nao foi
significativa.

No Lago Negro a analise de ACP também mostrou claramente uma separacéao
temporal das amostras (Figura 12d) e a maior distancia entre as bactérias livres e
aderidas. O eixo 1 em conjunto com o eixo 2 representam 83% da variagéo dos dados.

Os resultados de abundancia e biomassa de bactérias aderidas, bem como a
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abundancia de nanoflagelados e ciliados, a clorofila a e o seston foram positivamente
relacionadas ao eixo 1 (Tabela 3). O eixo 2 representou 26% da variagdo dos dados e
separou as amostras do verao das demais estacdes do ano. A abundancia e biomassa
de bactérias (livres) e o aménio foram relacionadas positivamente a estagédo primavera,
enquanto que a abundancia e biomassa das aderidas foi maior no verao. Os resultados
da analise de regressao linear multivariada nos mostram que a abundancia e biomassa
de BA foram influenciadas por um conjunto de variaveis, mas as variaveis que foram
mais influentes foram a clorofila a e o amoénio. Para as BL ndo foram encontradas

variaveis significativamente importantes.
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Figura 11: Resultados da ACP com as amostras de agua coletadas nos Lagos Biguas,
Polegar, Base e Negro no periodo de junho de 2008 a maio de 2009 com os
parametros biolégicos e fisico-quimicos. ABT abundancia bactérias totais, ABA
abundancia bactérias aderidas, ABL abundancia bactérias livres, BBT biomassa

bactérias totais, BBA biomassa bactérias aderidas, BBL biomassa bactérias livres.
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3.2. Experimento de predacao e producao- Lago Negro

3.2.1. Caracterizagao da agua do lago

A temperatura da agua do lago durante a coleta para este experimento foi de
17°C e o valor do pH foi de 5,76. Dentre os nutrientes nitrogenados, a aménia teve o
valor de 1,23 £ 0,05 uM e o nitrito de 0,76 + 0,02 uM. A concentracao do fosfato foi de
1,78 £ 0,08 pM.

A abundancia bacteriana do lago foi, em média, 5,32 x 10° + 6,9 x 10° org mL™".
O morfotipo mais abundante foi cocos com 3,92 x 10° org mL™ + 3,2 x 10° e com uma
porcentagem de 73,8% do total de bactérias. Os bacilos apresentaram uma abundancia
de 1,11 x 10° + 2,8 x 10° org mL™ (20,8%), os vibrios de 2,77 x 10° + 7,6 x 10* org mL"
(5,2%) e as filamentosas de 1,17 x 10* + 6,9 x 10° org mL™" (0,2%).

Tabela 5: Biovolume médio dos diferentes morfotipos e grupos bacterianos no tempo

inicial e final do experimento (apds 24 h).

Biovolume (um°)

Inicial Final
Cocos 0,15 £ 0,14 0,137+ 0,14
Bacilos 0,36°+0,27 0,18°+0,11
Vibrios 0,337+ 0,16 0,292 £ 0,23
Filamentosas 1,22+ 0,83 0,91° + 0,95
Bacteria 0,43%+ 0,46 0,322+ 0,31
Archaea 0,442 £ 0,45 0,472 £ 0,49
Alfa-Proteobacteria 0,442 £+ 0,42 0,55%+ 0,50
Beta-Proteobacteria 0,572+ 0,79 0,612+ 0,71
Gama-Proteobacteria 0,512+ 0,40 0,662 £ 0,87
Cytophaga-Flavobacter 0,462 £ 0,50 0,542 + 0,60

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados do biovolume médio das células
bacterianas no tempo inicial e final do experimento. Todos os morfotipos tiveram o
biovolume celular menor no tempo final do experimento, contudo sé houve diferenca
significativa (p<0,05) para os bacilos (0,36 + 0,27 € 0,18 + 0,11 pm®, biovolume inicial e
final, respectivamente) e filamentosas (1,2 + 0,83 e 0,91 + 0,95 pm3, biovolume inicial e
final, respectivamente). Quando analisamos a diferenca do biovolume entre os

morfotipos percebemos que ndo houve diferenga estatistica (p > 0,05) apenas entre o
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bacilo e o vibrio no tempo inicial e, adicionalmente, ndo houve diferenga entre o
biovolume de bacilos e cocos no final do experimento.

A assembléia de bactérias do lago apresentou 67% de Bacteria e 8,7% de
Archaea. As bactérias do tipo Beta-Proteobacteria representaram 29,6% do total de
bactérias ja os grupos Cytophaga-Flavobacter, Alfa e Gama-Proteobacteria
representaram, respectivamente, 4,15, 8,1 e 11,8 % do total de bactérias coradas com
DAPI.

O menor biovolume celular médio foi medido nas células do grupo Gama-
Proteobacteria (0,66 * 0,87 pm®) no final do experimento. Porém, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas para o biovolume das células dos diferentes grupos
bacterianos, nem quando comparamos o tempo inicial e final de cada grupo (Tabela 5).

Na Figura 13 esta apresentada a proporgao dos diferentes morfotipos para cada
grupo filogenético bacteriano. Podemos ver que a forma cocos € a mais representativa
variando de 68% (Bacteria e Gama-Proteobacteria) a 75% (Alfa-Proteobacteria) das
bactérias marcadas, seguida pela forma bacilos, a qual variou de 17% (Beta-
Proteobacteria) a 25% (Bacteria). O morfotipo bacteriano vibrio foi 0 mais abundante
entre as células do tipo Gama-Proteobacteria (11%) e Beta-Proteobacteria (10%). As
bactérias filamentosas estiveram presentes apenas nos grupos Bacterias (0,5%), Alfa-
Proteobacterias (1%) e Cytophaga-Flavobacter (1,5%).

Entre os possiveis bacterivoros, os mais abundantes foram os nanoflagelados
com tamanho menor que 10 um, com uma abundancia de 1,92 x 10% org mL™", seguidos
pelos nanoflagelados com tamanho entre 10 — 20 ym (5,35 x 10% org mL™"). Os

microflagelados apresentaram abundancia de 4,6 org mL™" e os ciliados de 12,1 org mL

1
100% ~
80% -
60% 0O Filamentosas
b
m Vibrios
m Bacilos
40% +
m Cocos
20% -
00/0 o T T T T T
Eub

Alfa Beta Gama CF Archae

Figura 13: Variagao da proporc¢ao dos diferentes morfotipos em cada grupo bacteriano.
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3.2.2. Técnica da diluicao e Hibridizacao in situ Fluorescente — FISH

A contagem de bactérias feitas nos tratamentos com diferentes niveis de diluigdo
mostrou existir uma boa correlacdo entre o numero de bactérias e a taxa de diluicao,
indicando que a filtragdo da agua do lago com filtro Whatman GF/C (poro de 0,7 um) foi
eficiente na retencéo de bactérias (r* = 0,96) (Figura 14).

A analise de regressao entre as bactérias totais (na maioria bactérias livres) e os
diferentes niveis de diluicdo foi significativa (r*=0,86) (Figura 15), apresentando uma
taxa de crescimento (u) de 1,78 dia™, sendo que o crescimento liquido (Ki) variou de
0,13 a 1,6 dia™", na diluicdo de 100x e 20x, respectivamente. Também foi observada
bacterivoria (m) de 1,85 dia™" (Tabela 6).

Entre os morfotipos existentes as bactérias do tipo vibrio e filamentosa foram as
mais predadas (Figura 16). Ja as bactérias cocoides apresentaram os menores valores
tanto para p (1,77 dia™') como para a bacterivoria (m) (1,71 dia™). As bactérias da forma
vibrio também apresentaram os maiores valores de p (3,1 dia™") e maior valor de Ki (2,9
dia™) na diluicdo de 20% .

2 _
6,0E+06 - R = 0,9645
*
- 5,0E+06 °
E
% 4,0E+06 -
o
‘;; 3,0E+06 .
8
& 2,0E+06 -
°
@ *
m 1,0E+06 A
0,0E+00 T T T !
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Fracao da agua do lago

Figura 14: Abundancia de células bacterianas nas diferentes diluicbes no tempo inicial

do experimento.

A forma filamentosa apresentou m de 2,5dia” e y 2,8 dia™, com um Ki maximo
de 2,5 dia™. J& a forma bacilos teve m de 2,06 dia™ e p de 2,3 dia” (Tabela 6). Estes
dois morfotipos apresentaram os menores r* (0,69 e 0,71 respectivamente) entre as
analises de regressao dos morfotipos. Nenhuma das quatro formas bacterianas, nas

diferentes diluicdes, apresentou valores de Ki negativo (Figura 16).

33



O FISH utilizado em conjunto com técnica da diluigdo também nos proporcionou
diferentes resultados para os distintos grupos filogenéticos bacterianos (Figura 17). O
grande grupo de Bacteria (Eub) teve uma taxa de crescimento de 1,78 dia™ e uma taxa
de predacao de 1,85 dia”, sendo o Unico tipo que nao apresentou Ki negativo em

nenhuma das diluicdes.

Bactérias totais y =-1,8592x + 1,7811
R? = 0,866
1,9
1,7 4 -
1,5
1,3
2 1,1 -
0,9 A .
0,7 4
0,5 - .
0,3 - .
0,1 ; ; : , *
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Fragao de agua do lago

Figura 15: Analise de regressao entre a fragdo de agua do lago e a taxa de crescimento

liquido (Ki) de bactérias totais no Lago Negro.

As células bacterianas do grupo Beta-Proteobacterias apresentaram o maior r?
(0,98) entre todas as analises de regressao do experimento. Este grupo teve os
maiores valores, tanto para p (1,8 dia”) como para a m (2,9 dia™) e Ki negativo nas
diluicbes de 100 e 80%. Por outro lado, todas as taxas de Ki foram negativas para as
bactérias do tipo Gama-Proteobacterias, as quais também tiveram o menor valor de u
(0,07 dia™") com r* de 0,64. O grupo Alfa-Proteobacteria apresentou p de 0,61 dia”’' e m
de 1,38 dia™(Tabela 6). estas bactérias também n&o apresentaram um valor alto para r?
(0,62) (Figura 17).

Foi possivel notar, pelos baixos valores de r?, que a Técnica da Diluigdo n&o foi
adequada para a estimativa das taxas de producao e predacao de Archaea (r2= 0,04) e
Cytophaga-Flavobacter (r*= 0,14) (Figura 18).
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Cocos
y =-1,7751x + 1,718

R? = 0,8991
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Vibrios y = -3,0883x + 3,114

R2 = 0,8685

Filamentosas
y = -2,5117x + 2,8375
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Fracéo de agua do lago

Figura 16: Analise de regressao entre a fragdo de agua do lago e a taxa de crescimento
liquido (Ki) no experimento para os diferentes morfotipos bacterianos (Cocos, Bacilos,

Vibrios e Filamentosas) no Lago Negro.
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Eubacteria
y =-0,052x + 0,0398
R? = 0,6637

Alfa-Proteobacteria

y =-1,386x + 0,6113
R? = 0,6291

Beta-Proteobacteria

y =-2,9179x + 1,8233
R? = 0,982

1,8 4
1,4

0,6 -
0,2 -

1,4
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0,2 | .
-0,6 -
1 4 - -

*

0,2
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Fracao de agua do lago

Figura 17: Analise de regressao entre a fragdo de agua do lago e a taxa de crescimento

liguido (Ki) no experimento para os grupos bacterianos: Eubactéria, Alfa-

Proteobacteria, Beta-Proteobacteria e Gama-Proteobacteria no Lago Negro.
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Archaea
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Figura 18: Analise de regressao entre a fragdo de agua do lago e a taxa de crescimento
liquido (Ki) no experimento para os grupos bacterianos: Archaea e Cytophaga-

Flavobacter no Lago Negro.

Tabela 6: Taxas de crescimento (u) e de predagdo (m) das bactérias totais, dos

diferentes morfotipos e dos diferentes grupos filogenéticos do Lago Negro.

p(dia’)  m(dia”)

Bactérias totais (DAPI) 1,78 1,85
Cocos 1,77 1,71

Bacilos 2,35 2,06

Vibrios 3,11 3,08
Filamentosas 2,83 2,51
Eubacterias 0,95 1,24

Alfa — Proteobacterias 0,61 1,38
Beta — Proteobacterias 1,82 2,91
Gama — Proteobacterias 0,07 1,35
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4. DISCUSSAO

4.1. Estudo sazonal — Lagos Biguas, Polegar, Base e Negro

Em um estudo anterior em nove lagos rasos no Campus Carreiros da FURG ,
incluindo os quatro analisados no presente trabalho, Souza (2007) achou uma
diferenga significativa na abundancia da comunidade microbiana entre os ambientes
estudados, além de uma diferenga dos papéis desempenhados pelas bactérias livres
(BL) e aderidas a particulas (BA) nestes ambientes. Esta autora sugeriu que estas
ultimas atuariam principalmente na decomposicdo de matéria organica particulada e na
transferéncia da energia contida nos detritos para niveis troficos superiores através de
interagdes troficas com protozoarios. Assim, as bactérias aderidas teriam a sua
abundancia controlada principalmente pela predacdo, o que caracteriza um tipo de
controle “top-down”. Por outro lado, as BL seriam mais importantes na mineralizagéo e
na circulagao dos nutrientes e teriam o seu crescimento limitado pela disponibilidade de
fosfato, caracterizando um controle “bottom-up”. Como estas informagdes foram
obtidas a partir de relagdes estatisticas de dados coletados em uma unica amostragem,
foi desenvolvido este estudo sazonal com o objetivo de apresentar resultados mais
precisos sobre as variagdes espacial e temporal do bacterioplancton e de seus
parametros controladores em alguns dos lagos rasos no Campus Carreiros.

Neste estudo, apesar de o fosfato ter sido relacionado a variagdo da abundancia
de bactérias livres (ABL), ou seja, de ter feito parte do grupo das variaveis que
influenciaram a variacdo de tais bactérias, tanto do Lago Polegar como do Lago da
Base, ele ndo foi o principal fator controlador da dindmica destes microorganismos,
como descrito por Souza (2007). O amoénio também parece ter contribuido com a
variacdo da abundéncia e biomassa de bactérias, conforme indicam os resultados da
regressao linear multivariada. Este nutriente foi o Unico que apresentou uma variagao
anual similar nos quatros lagos (Figura 3), porém, apenas nos Lagos Negro, Polegar e
da Base ele esteve relacionado as BA (tanto a abundancia como biomassa). Para o
Lago Biguas nao foi observada nenhuma relagao entre nutrientes e bactérias a partir
das anadlises realizadas. Desta forma, ao contrario do que foi concluido por Souza
(2007), pode-se dizer que nutrientes, como fosfato e nitrogénio, ndo sao os principais
controladores da dindmica do bacterioplancton, apesar dos mesmos serem

considerados limitantes em ambientes aquaticos (Esteves 1998).
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Apesar dos quatro lagos estudados serem ambientes pequenos, rasos e muito
proximos, os resultados mostram que eles sdao bastante diferentes quanto a
abundancia e biomassa bacteriana. Entretanto, de maneira geral, parece haver uma
forte relacdo entre a quantidade de clorofila a e a abundancia bacteriana nos quatro
lagos, indicando um claro controle “bottom-up”, isto €, um controle da abundancia pela
disponibilidade de nutrientes mas, neste caso, por carbono orgéanico dissolvido (COD)
(Currie 1990). Pace & Funke (1991), ao estudarem os lagos Peter e Paul em Michigan
(USA) também observaram que a abundancia bacteriana esta muito relacionada ao
aumento da clorofila a ao longo de um gradiente tréfico.

A forte relagdo entre clorofila a e bactérias observada neste estudo estda em
desacordo com o que foi proposto por Souza (2007), que sugeriu que o principal aporte
de COD par as bactérias nos lagos do Campus Carreiros provinha da decomposi¢ao de
macréfitas aquaticas e de outros vegetais do entorno dos lagos, uma vez que estes
autores nao encontraram qualquer correlacéo forte entre a clorofila a e a abundancia
bacteriana quando realizada analise simultdnea dos nove lagos. Isto indica que, apesar
dos lagos do Campus Carreiros serem ambientes onde ha uma grande entrada de
carbono aldctone, o fitoplancton parece ser a principal fonte de COD para o
bacterioplancton, como também observado em outros ambientes (Garnier & Benest
1990, Stenuite et al. 2009). Em alguns casos pode até mesmo haver uma relagao tipo
comensalismo entre eles, onde as bactérias podem beneficiar as algas ao disponibilizar
fésforo através da remineralizagdo, enquanto as algas fornecem o COD para as
bactérias (Currie 1990).

Outra explicacao para a relagcao entre BA e clorofila a seria a disponibilizacdo de
substrato. As microalgas mostraram-se importantes na formagao dos agregados destes
lagos e, consequentemente, no aumento da ABA ao fornecer substrato para o
crescimento das mesmas (Rooney-Varga et al. 2005). Ao considerar as interagdes
entre bactérias e microalgas, podemos considerar que a regido circundante de uma
célula algal torna-se uma regido mais propicia para o crescimento de células
bacterianas por causa da excregao de componentes organicos pela microalga, regiao
conhecida como “ficosfera” (phycosphere) (Cole 1982). Giroldo et al. (2003) ao
estudarem a degradacado dos polissacarideos extracelulares de uma microalga por
bactérias heterotréficas, relatam que as bactérias podem apresentar um degradacgao
seletiva, o que aumenta a viscosidade dos polissacarideos e, consequentemente,

colaborar com a formacdo de agregados. A formacdo de agregados a partir de
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microalgas e bactérias foi visivel durante as contagens das células bacterianas nos
lagos, onde as bactérias aderidas apareceram em maior proporgédo, especialmente no
Lago Biguas, que dispunha de maior concentracdo de clorofila a e de particulas em
suspensao. La, além das microalgas, as colénias de Microcystis sp. também podem
fornecer microambientes para serem colonizados pelas bactérias (Brunberg 1999).

Entretanto, ndo se verificou uma relagao linear entre a abundancia bacteriana e
as diferentes concentragdes deste pigmento nos lagos estudados. Por exemplo, os
Lagos Polegar e Negro apresentaram diferencas significativas entre as médias anuais
de clorofila a. Entretanto, a variagdo anual e os valores maximos da abundancia e
biomassa bacteriana nos dois lagos foram muito semelhantes. Os valores de clorofila a
medidos no Lago Negro foram muito maiores do que os medidos no Lago Polegar
especialmente no més de dezembro, onde houve um pico de clorofila a nestes dois
lagos (Figura 5), sendo que no Lago Negro a concentracdo maxima foi de 180 gL,
enquanto que no Lago Polegar o valor maximo foi de 15,2 pygL™". Neste mesmo periodo
houve um aumento da abundéancia e biomassa bacteriana nesses dois lagos (Figura 6
e 7), porém o valor médio da abundancia de bactérias foi similar nos dois ambientes.

O fato de nédo ter havido um incremento na abundéncia bacteriana no Lago
Negro proporcional ao incremento da clorofila a, pode estar relacionado a um possivel
controle destas bactérias por predacédo (“top-down”). Analisando os resultados de
abundancia de flagelados, percebemos que o Lago Negro possui valores maiores que
os encontrados no Lago Polegar, tanto para nanoflagelados (< 10 um e 10 — 20 um)
como para microflagelados. Além disso, percebemos também que no mesmo periodo
em que houve o pico de clorofila a no Lago Negro, ocorreu um aumento significativo na
abundancia de nanoflagelados, principalmente dos < 10 ym (Figura 8). A possivel
relagdo entre as bactérias e os flagelados foi também indicada pelos resultados da
ACP, que mostram que a abundéancia e biomassa bacteriana estao relacionadas aos
nano - e microflagelados no Lago Negro. Esta mesma relagdo nao foi observada no
Lago Polegar. Outro fato importante a se ressaltar é que no Lago Polegar as bactérias
livres e aderidas apresentaram biovolume médio menor que as do Lago Negro. Tal
resultado pode ser efeito do menor aporte de nutrientes (Juirgens 1994, Cotner &
Biddanda 2002), o que pode estabelecer uma comunidade com menor biovolume
meédio de bactérias livres e aderidas.

Em lagos rasos férteis, como a disponibilidade de nutrientes acaba ndo sendo

um fator limitante, podendo suportar uma alta densidade bacteriana, a predagao pode
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ser a principal controladora da comunidade bacteriana (Jirgens et al. 1999). A partir
dos resultados das analises do Lago Biguas, tanto da ACP como da regresséo
multivariada, verifica-se que os protozoarios fizerem parte do grupo das variaveis que
influenciaram a variacdo das bactérias. Desta forma, concluimos que a predacao
também foi importante neste lago. Souza (2007) indicou que o controle “top-dowm”
estaria agindo principalmente sobre as bactérias aderidas a particulas presentes neste
lago, ja que o biovolume dessas tende a ser maior que o das bactérias livres, o que
pode torna-las mais vulneraveis a predacao (Kirchman 1983, Abreu et al. 1992). No
presente estudo nos verificamos que tal diferenca no biovolume existe. Contudo,
apesar das BL do Lago Biguas terem o biovolume meédio menor que as BA, os
resultados, principalmente da regressao multivariada, indicam que elas também
sofreram predacdo. Diferentemente do Lago Polegar onde o menor biovolume das
bactérias parece estar relacionado ao menor aporte de nutriente, 0 menor tamanho das
bactérias livres no Lago dos Biguas pode ser uma consequéncia da predacao, ou seja,
a redugao no tamanho celular pode estar sendo uma estratégia de fuga da predagéao
(Pernthaler 2005). Adicionalmente, a ABL foi menor que a ABA em algumas coletas, o
que também reforga a hipétese de predagao sobre as mesmas.

O bacterioplancton também pode sofrer influéncia de fatores extrinsecos ao
ambiente (Kent et al. 2007). Os padrdes de variagado anuais da densidade de bactérias
nos Lagos Polegar e Negro parecem se relacionar inversamente com o padréo de
variacdo anual da pluviosidade na regido. Este fato nos leva a concluir que no periodo
de menor pluviosidade (primavera e inicio do verao) o aumento da abundancia
bacteriana deveu-se a reducdo do volume de agua nos lagos, nhum processo de
concentragdo, como ja observado em lagos da regido Norte que sofrem grande
influéncia da chuva (Anésio et al. 1997). Em épocas de menor pluviosidade, lagos
rasos também podem acabar secando, como ocorreu com o Lago da Base. Neste
caso, na coleta que precedeu a seca do mesmo houve um aumento na quantidade de
seston, o qual foi colonizado por células bacterianas aumentando, assim, a densidade
de bactérias aderidas a particulas (BA). Tal fato parece ser o resultado da maior re-
suspensao do sedimento na agua por agédo do vento, como observado em muito lagos
rasos (Lampert & Sommer 2007). Porém, mesmo ventos fortes, comuns na regiao
estudada, ndo foram capazes de atuar no sedimento do Lago Negro, que é protegido
nao apenas por macrofitas, mas também por uma plantacdo de Eucaliptos sp., no seu

entorno.
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Em resumo, os nossos resultados indicam que a disponibilidade de COD
proveniente do fitoplancton parece ser um dos principais fatores controladores da
dindmica de bactérias nestes lagos. Entretanto, a predagdo no Lago Negro parece ter
sido um fator controlador das bactérias neste ambiente de maior magnitude do que a
clorofila a. Em funcéo disso, foi realizado um estudo mais detalhado sobre a predacao
sobre as bactérias no Lago Negro, onde foi utilizada a técnica da diluigao juntamente
com a técnica de hibridizacao in situ fluorescente (“Fluoreschent in situ Hybridization” —
FISH), para evidenciar uma possivel predagdo diferenciada sobre diferentes

morfotipos, ou diferentes grupos de bactérias.

4.2. Experimento de produgao e predacao — Lago Negro

Ao avaliarmos os resultados das bactérias totais do experimento realizado no
Lago Negro, podemos verificar que as taxas de predacdo e de produgdo se
equivaleram (Figura 15). Sendo assim, estes resultados confirmam a hip6tese de que
as bactérias produzidas estdo sendo consumidas por protozoarios numa taxa similar
em que estdo sendo produzidas e, por isto, ndo ha um aumento significativo da
abundancia bacteriana neste lago, a despeito dos maiores valores de clorofila a. Desta
forma, pode-se dizer que efeito “top-down” é predominante neste periodo do ano.

Valores de produgdo e consumo similares foram encontrados para todos os
morfotipos bacterianos (Figura 16). Entretanto, quando avaliamos os resultados dos
grupos bacterianos hibridizados pelo FISH, verifica-se que as taxas de predagao foram
maiores do que as de producdo (Figura 17), o que consequentemente deve estar
causando uma maior redugao na abundancia destes grupos especificos de bactérias o
que, com o tempo, pode levar a uma mudancga na estrutura da comunidade bacteriana.

De maneira geral, ja era esperado que o grupo das Beta-Proteobacteria
apresentasse a maior propor¢cao de células hibridizadas por ser reconhecido como um
dos grupos mais abundantes em ambientes aquaticos dulcicolas (Brachvogel et al.
2001; Tang et al. 2009, Zeng et al. 2009). Os demais grupos estudados como Gama-
Proteobacteria, Alfa-Proteobacteria e Cytophaga-Flavobacter ocorreram em menores
proporcoes (11,8%, 8,1% e 4,1%, respectivamente). Nossos resultados confirmam que
o grupo Cytophaga-Flavobacter, apesar de ser um dos grupos dominantes em
ambientes aquaticos marinhos (Glockner et al. 1999, Cottrell & Kirchman 2000), néo é
abundante em agua doce (Kirchman 2002). As Alfa-Proteobacterias parecem ser mais

comuns em ambientes de agua doce do que as Gama-Proteobacterias (Pernthaler et al
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1998, Zwister et al, 2003), entretanto, de acordo com nossos resultados, ndo foi
possivel estabelecer o mesmo padrao para o lago do Campus Carreiros.

Estudos mais recentes com base nos genes 16S rRNA e FISH, tém
demonstrado que o dominio Archaea tem uma distribuicdo generalizada, contudo, elas
costumam representar uma baixa fragao das células detectadas com a hibridizagao in
situ em aguas superficiais (< 2%) (Bouvier & del Giorgio 2003). No Lago Negro nés
visualizamos uma fracao de 8,7% de Archaea, o que se aproxima do resultado obtido
por Jurgens et al. (2000) que acharam uma média de 7 +/- 2% em ambientes Iénticos.

O tamanho e a morfologia das bactérias estao entre os fatores determinantes da
predacao destes microorganismos por protistas (Hahn & Hoéfle 2001), uma vez que a
bacterivoria exercida pelos protozoarios € reconhecida como seletiva (Sherr et al.
1992). Bactérias pequenas podem ser menos predadas, sendo esta caracteristica uma
estratégia de fuga da predacédo (Kuppo-Leinikki 1990; Abreu et al., 1992; Pernthaler
2005). Nossos resultados mostram que as bactérias cocdides, que apresentaram
menor biovolume médio, foram as que tiveram as menores taxas de predacao (Tabela
6). J& a segunda menor taxa de predacgao foi medida para os bacilos, os quais apos as
24 horas de experimento tiveram o seu tamanho reduzido e passaram ter seu
biovolume semelhante ao dos cocos (Tabela 5).

Como os flagelados bacterivoros acabam predando mais as células de tamanho
médio (Jurgens et al. 1994), outra forma de reduzir a pressao de predagao € o aumento
da célula bacteriana, ou seja, bactérias maiores como as filamentosas também sao
consideradas mais resistentes a predacao, especialmente em ambientes eutréficos
(Kuppo-Leinikki 1990, Jirgens et al. 1999). Todavia, em nosso estudo as bactérias
filamentosas apresentaram a segunda maior taxa de predagdo entre os quatro
morfotipos estudados. Apesar dos nanoflagelados serem considerados os principais
protozoarios responsaveis pela bacterivoria (Sanders 1992) e serem o0s mais
abundantes neste lago, eles parecem ser mais aptos a consumir bactérias com
comprimento menor que 2,4 um (Jurgens et al. 1999). Como as células filamentosas
apresentaram um comprimento médio de 5,5 uym os microflagelados ou os ciliados
devem ter sido os principais responsaveis pela predagao desse morfotipo. Desta forma,
parece que no Lago Negro a predacgao pode estar vinculada ao tamanho celular, sendo
os morfotipos de tamanho reduzido mais resistentes a predacao e, por isso, mais

abundantes.
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As Eubacterias, Alfa e Gama-Proteobacterias apresentaram taxas de predacao
muito semelhantes (Figura 17), enquanto que o grupo das Beta-Proteobacteria
apresentou a maior taxa de predacao do experimento, sendo essa maior que o dobro
das taxas medidas para os demais grupos. Tal diferenga ndo pode ser explicada pela
proporgao de morfotipos em cada grupo bacteriano, uma vez que as ceélulas cocoides
foram as mais abundantes em todos os grupos bacterianos e as que apresentaram a
menor taxa de predagao entre os morfotipos (Figura 13).

Assim, neste caso, a predacao deve estar sendo influenciada por outros fatores
que nao foram medidos neste experimento. Estudos tém demonstrado que a predacao
seletiva por protozoarios pode ser influenciada ndo apenas pelo tamanho e morfologia
da presa, mas também pelas caracteristicas de sua superficie, motilidade, capacidade
de agregacao, estado de divisdo e composi¢cao bioquimica (Jurgens & Matz, 2002) e
estes fatores podem ser caracteristicos de diferentes grupos filogenéticos de bactérias.
Além disso, diferentes espécies possuem diferentes caracteristicas nutricionais,
podendo ser outro fator influente na predacdo seletiva por protozoarios (Pernthaler
1995). Esse mesmo autor também sugere que a predagédo também depende do estado
nutricional do predador, pois se 0 mesmo estiver saciado ele pode ser menos seletivo.

Yokokawa & Nagata (2005) também realizaram um experimento utilizando a
técnica da diluicdo em conjunto com o FISH e também acharam diferentes taxas de
producdo e predagdo para os distintos grupos filogenéticos. Eles concluiram que
grandes grupos filogenéticos nao diferem apenas em relagao as taxas de crescimentos,
mas também na forma como as taxas de crescimento respondem as diferentes
variaveis ambientais. Eles ainda lembram que cada grupo filogenético bacteriano
estudado é formado por uma grande variagado de subgrupos, ou seja, que as taxas de
producao e de predacao obtidas sio fruto do coletivo, podendo ser mais influenciadas
pelos resultados de subgrupos dominantes.

Enfim, como para a maioria dos casos estudados as taxas de producéo e
predacdo foram muito semelhantes, isso sugere que a abundancia bacteriana deste
lago esta em equilibrio. Se compararmos dados de produgédo e de predagao bacteriana
em diferentes ambientes, normalmente, ha uma forte correspondéncia entre estes dois
fatores (1:1), neste caso acredita-se que a bacterivoria € a principal causa da
mortalidade bacteriana (Sanders 1992). Portanto, nossos resultados estdo indicando

que as bactérias produzidas estdo sendo consumidas por protozoarios, ou seja, a
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predagao pode estar sendo mesmo a responsavel por a abundancia de bactérias ndo

ter acompanhado o aumento da clorofila a no Lago Negro durante o estudo sazonal.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

As observagdes feitas acima reafirmam a importancia da comunidade bacteriana
em estudos limnoldgicos e nos lagos estudados. Porém, como esta € uma comunidade
influenciada por inumeros fatores e que pode apresentar variacbes tanto espaciais

como temporais, € aconselhado que outros trabalhos sejam realizados para

entendermos melhor o papel e a importancia do bacterioplancton desses lagos rasos.

Sugestbes para trabalhos futuros:

1. Continuar a analise sazonal das variaveis limnoldgicas e dos microrganismos,
com o intuito de confirmar os padrdes apresentados para os presentes lagos.

2. Realizar experimentos de producao e predagao nos demais lagos para confirmar
se ha diferenca entre eles e, caso haja, se variam de acordo com o estado
trofico do ambiente.

3. Realizar experimentos de produgdo e de predagao em diferentes estacbes do
ano.

4. Realizar experimentos medindo também as taxas de respiragao das bactérias
(livres e aderidas) para ser calculado a eficiéncia de crescimento nos diferentes
lagos e, assim, estimar de maneira mais precisa a produgao.

5. ldentificar os grupos filogenéticos e suas propor¢des nos quarto lagos durante
um estudo sazonal.

6. Caracterizar separadamente as bactérias livres e aderidas do sistema através de
técnicas moleculares.

7. Estudar o virioplancton e seu impacto na reducao das populacdes bacterianas. A
Técnica da Diluigao também pode ser usada para estimar a taxa de lise viral.
Identificar os principais protozoarios, ou seja, os possiveis bacterivoros.

9. Realizar experimento de predacado “in situ” para caracterizar de forma mais

precisa o impacto da predacao sobre as células bacterianas.
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10.Realizar estudo simultaneo de varios componentes da cadeia alimentar destes
lagos, incluindo o macrozooplancton.
11.Analisar a relacdo das bactérias livres e aderidas com a qualidade da matéria

organica dissolvida.
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ANEXO 1
Fotos das analises de FISH. Na esquerda fotos das bactérias totais (DAPI) e na direita

fotos referentes aos diferentes grupos filogenéticos (“probe” especifico).
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Component 2

ANEXO 2
Ampliacdo da Figura 11.
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ANEXO 3
Ampliagdo da Figura 12.
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