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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do grau de trofia sobre a
abundincia dos nanoflagelados heterotréficos no plancton de trés reservatérios do Estado
do Parand: Irai (eutrdfico), Rosana (mesotréfico) e Chavantes (oligotréfico). As coletas
foram realizadas durante os periodos de estiagem (julho) e chuva (novembro) de 2001, a
subsuperficie e camada de mistura da regido lacustre desses reservatdrios. A abundincia dos
nanoflagelados heterotréficos foi determinada sob microscépio de epifluorescéncia,
utilizando o Dapi como corante, e os volumes celulares calculados objetivando estimar a
biomassa, usando um fator de conversio volume celular-carbono. Maiores valores de
densidade e biomassa foram observados no reservatério Irai, enquanto que os menores
foram registrados em Chavantes, em ambos os periodos estudados. Em relagio 2
distribuigio vertical, maiores valores de densidade e biomassa foram encontrados, em geral,
A subsuperficie. Os resultados sugerem que o grau de trofia influenciou fortemente os
padrdes de variagio da abundincia (densidade e biomassa) dos nanoflagelados heterotréficos
plancténicos, indicando que a disponibilidade de recursos alimentares prevaleceu na
determinacio de tais padrées. Em outras palavras, embora uma pressio de predagio sobre a
comunidade de nanoflagelados heterotréficos esteja certamente ocorrendo, nio € suficiente
para evitar que o aumento desses recursos determine um incremento significativo na
abundincia desses organismos.

Palavras-chave: protozooplincton, nanoflagelados heterotréficos, grau de trofia, reservatdrios, regiio
tropical.

ABSTRACT. Planktonic heterotrophic nanoflagellates abundance in reservoirs of
distinct trophic state. The aim of this study was to investigate the influence of the trophic
state on the planktonic heterotrophic nanoflagellates abundance from three reservoirs of the
State of Parani: Iraf (eutrophic), Rosana (mesotrophic) and Chavantes (oligotrophic). The
samples were collected during dry (July) and rainy (November) periods in 2001 and were
taken at the sub-surface and mixing layers of the lacustrine zone of the reservoirs.
Heterotrophic nanoflagellates abundance was determined by epifluorescence microscopy,
after staining with Dapi, and cells volumes were calculated aiming to estimate biomass,
using a cell volume-to-carbon conversion factor. Higher values of density and biomass were
observed in Irai Reservoir, the most eutrophic environment, whereas the lower ones were
registred in Chavantes Reservoir, in both studied periods. In all reservoirs, a clear vertical
pattern was observed, with higher values in the sub-surface layer. The results suggested that
the trophic state influenced strongly the abundance patterns of planktonic heterotrophic
nanoflagellates, indicating that the resources available determined the patterns. In other
words, although there certainly is a predation pressure on the heterotrophic nanoflagellates
community, it is not enough to prevent that the increase of resources determine a
significant enlargement in these organisms abundance.

Key words: protozooplankton, hetrotrophic nanoflagellates, trophic state, reservoirs, tropical region.
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Introdugao

Reservatdrios sio considerados sistemas artificiais
que interagem com 0s rios nos quais sio
construidos, alterando os sistemas terrestres e
aquiticos a eles associados de forma dristica e
efetiva. Por outro lado, proporcionam indmeros
beneficios, tais como reserva de A4gua para
hidroeletricidade e abastecimento publico (Tundisi,
1999).

Estes  ecossistemas  também  constituem
importantes centros de convergéncia das virias
atividades desenvolvidas nas bacias hidrogrificas,
recebendo, assim, grandes quantidades de material
em suspensio e nutrientes inorginicos e organicos
(Bicudo et al., 1999). A liberag¢io excessiva destes
nutrientes para estas bacias implica em um processo
de enriquecimento (eutrofizagio), que interfere na
organizag¢io das comunidades aquiticas, bem como
nas caracteristicas fisicas ¢ quimicas da dgua e do
sedimento (Esteves, 1998).

Um dos principais efeitos da eutrofizagio nos
corpos aquiticos é o aumento da biomassa algal e de
macroéfitas aquiticas, que pode acarretar na geragio
de compostos nocivos na dgua, afetando diretamente
o componente social ¢ econdmico dos recursos
hidricos (Mehner e Benndorf, 1995). Além dessas
comunidades, outros organismos, como bactérias e
protozodarios, também sio afetados por perturbacoes
ambientais, podendo responder até mesmo a baixos
niveis de alteragdes fisicas, quimicas e bioldgicas do
ambiente, devido ao reduzido tamanho e alta taxa de
crescimento (Paerl et al., 2003).

Estudos recentes tém demonstrado que o
incremento da disponibilidade de nutrientes no
ambiente acarreta direta e/ou indiretamente
aumento da abundancia dos diferentes componentes
das comunidades microbianas, como bactérias e
protozodrios (Bettez et al., 2002; Samuelsson et al.,
2002; Auer et al., 2004; Pereira, 2005).

Entre os protozodrios, os nanoflagelados
heterotréficos desempenham importante papel no
metabolismo dos ecossistemas aquiticos. Devido ao
seu reduzido tamanho e altas taxas metabdlicas
(Fenchel, 1982), estio envolvidos na ripida
remineralizagio dos nutrientes (Weisse, 1991). Além
disso, sio conhecidos por serem os principais
consumidores da produgio bacteriana (Schmidt-
Halewicz, 1994; Simek et al., 1999), sendo, ainda,
potencialmente capazes de se alimentar de virus,
carbono orginico dissolvido (COD) (Gasol et al.,
1995) e cianobactérias (Pernthaler ef al., 1996). Ao
serem predados pelos ciliados (Weisse, 1991,
Berninger et al., 1993) e pelos organismos do
mesozooplancton (copépodos e cladéceros) (Burns e
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Schallenberg, 2001), desempenham importante
papel na transferéncia de energia em cadeias
alimentares aquiticas (Weisse, 1991).

No Brasil, estudos sobre a ecologia de
protozodrios planctdonicos sio ainda incipientes,
devido, principalmente, as dificuldades
metodolégicas (Gomes e Godinho, 2003), ao alto
custo de aquisi¢io de novos equipamentos e 2
escassez de treinamento dos ecologistas aquiticos
(César e Abreu, 2001).

Neste sentido, o presente estudo teve como
objetivo investigar os padroes de variagio da
densidade e biomassa dos mnanoflagelados
heterotréficos em trés reservatérios do Estado do
Parand, com diferentes graus de trofia, em dois
periodos hidrolégicos distintos. Especificamente,
pretendeu-se testar a hipdtese de que a abundincia
dos  nanoflagelados  heterotréficos  responde
positivamente ao incremento na disponibilidade dos
recursos alimentares.

Material e métodos

Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido em trés
reservatérios que se diferem pela morfometria,
caracteristicas fisicas e quimicas da dgua e,
principalmente, pelo estado tréfico, variando de
oligotréfico a eutrdtico (Figura 1). Os reservatdrios
de Chavantes (oligotréfico) e Rosana (oligo-
mesotréfico) possuem 242,40 km? e 130,8 km? de
4rea, respectivamente, e estio localizados na bacia do
rio Paranapanema, na divisa dos Estados do Parani e
Sio Paulo (Figura 1). Chavantes é um dos primeiros
e Rosana o dltimo de uma série de reservatérios em
cascata e tem como principal finalidade a geragio de
energia elétrica. O reservatério do Irai, localizado na
bacia do rio Iguagu, possui 14,5 km® de 4rea e ¢
considerado o corpo de dgua mais importante da
regido metropolitana de Curitiba, tendo como
finalidade 0 abastecimento publico.
Anacronicamente, devido a sua localizagio recebe
elevada carga de nutrientes, o que determina
recorrentes florescimentos de algas e a caracteristica
eutréfica do lago (Figura 1). Algumas caracteristicas
fisicas e quimicas dos diferentes reservatérios sio
apresentadas na Tabela 1.

Amostragem

Os reservatdrios foram amostrados na regiio
lacustre, a4 subsuperficie (aproximadamente 50
cm de profundidade) e na camada de mistura
(imediatamente acima da termoclina), nos meses
de julho (seca) e novembro (chuvas) de 2001. A
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classificagio do estado tréfico dos ambientes foi
baseada na concentragio de clorofila-a, fésforo
total e transparéncia da dgua (disco de Secchi).
Para a anilise das comunidades de bactérias,
ciliados, nanoflagelados heterotréficos (HNF -
hetorotrophic nanoflagellates) e das varidveis abidticas,
foram coletadas mostras em gg_rrafa de Van Dorn (5
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L). A 4gua para as anidlises fisicas e¢ quimicas foi
estocada em potes plisticos (5 L). As amostras para
andlise das comunidades de bactérias (50 mL) foram
preservadas em formol 4% tamponado, e para os
HNF (100 mL) e ciliados (1,5 L), em solu¢io
fixadora composta de formaldeido, lugol alcalino e
tiosgl_llfato (Sherr eéherr, 1993).
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Figura 1. Mapa do Estado do Parand com a localizagio dos reservatdrios Iraf, Rosana e Chavantes.

Tabela 1. Valores médios de alguns parimetros fisicos e
quimicos da dgua nos reservatérios do Irai, Rosana e Chavantes

Irai Rosana Chavantes
pH

6,9 7,6 7,0
Condutivide elétrica (US.cm™) 49,7 59,4 55,9
Turbidez (NTU) 18,4 4,7 1,4
Disco de Secchi (m) 0,95 2,10 5,15
Fésforo total (pg.L™) 543 10,4 72
Nitrogénio total (Hg.L™") 1152 477 306
Clorofila-a (ug.L™") 77,1 42 ND
Oxigénio dissolvido(mg.L™") 7,4 7,5 6,0
ND = nio-detectivel ou abaixo do limite de detecgio.
Variaveis abiéticas

As  seguintes  varidveis  abidticas  foram

determinadas em campo: transparéncia da coluna de
dgua (disco de Secchi); temperatura da dgua e

oxigénio dissolvido (Oximetro YSI 55); pH e
condutividade elétrica (potencidémetros — digitais
portiteis) e alcalinidade total (Carmouze, 1994).

As concentragdes de nitrogénio amoniacal
(Koroleft, 1978), N-nitrito e N-nitrato (Zagatto et
al., 1981), ortofosfato, fésforo total dissolvido,
tésforo total e nitrogénio total (Mackereth ef al.,
1978) e carbono orginico dissolvido (Analisador de
Carbono  Schimadzu  TOC  5000) foram
determinadas em laboratério, sendo que para as
formas inorginica e dissolvida as amostras foram
filtradas em filtros Whatman GF/C. Para a anilise
séston total (Wetzel e Likens, 1991) e clorofila a
(Golterman et al., 1978), as amostras foram filtradas
em filtros Whatman GF/C.

Contagem e estimativa da biomassa
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A densidade ¢ biomassa do bacterioplincton
foram determinadas a partir da filtragem de aliquotas
de 0,1 mL de dgua em membrana de policarbonato
preta (Nucleopore/Whatman) com 0,2 pm de
abertura de poro, previamente coradas com
aproximadamente 1 mL do fluorocromo 4,6-
diamidino-2-fenil-indole (Dapi), a 0,1%, no escuro.
Os filtros foram montados em lAminas, armazenados
em geladeira por 24 horas e posteriormente
estocados em freezer a —8°C. As bactérias foram
quantificadas e mensuradas com aumento de 1000X
em microscopio de epifluorescéncia  (Zeiss
Axiophot) sob luz UV. As bactérias tiveram seu
biovolume determinado através da equagio proposta
por Fry (1990): v = (TV4).W2(1 - w/3), em que: v =
volume celular; 1 = comprimento ¢ w = largura.
Para a conversio de biovolume em biomassa, foi
considerado que 1 um® = 3.5x 10 ¢gC (BjUrnsen,
1986).

Para a estimativa da densidade ¢ biomassa de
HNF, utilizou-se o mesmo protocolo de filtragio e
montagem de lAminas descrito para a quantificacio
do bacterioplancton, sendo, no entanto, filtradas
aliquotas entre 5 ¢ 50 mL de dgua em membrana de
policarbonato preta (Nucleopore/Whatman) com 0,8
pm de abertura de poro.

Para a quantificagio dos HNF, foi realizada
primeiramente uma contagem dos nanoflagelados
totais sob luz ultravioleta (excitacio 365 nm).
Posteriormente, sob luz azul (excitagio 450-490
nm), os nanoflagelados heterotréficos foram
diferenciados dos nanoflagelados pigmentados
(utilizando-se como critério a baixa fluorescéncia e a
cor esverdeada das células heterotréficas em
contraste com a cor avermelhada ou alaranjada das
células pigmentadas) e quantificados. Em cada uma
das ldminas foram contadas 300 células ou 100
campos analisados aleatoriamente.

Simultaneamente as contagens, os HNF foram
medidos com auxilio de oculares micrométricas,
com o objetivo de determinar o volume celular
(um®) através das dimensées da célula e formas
geométricas (Wetzel e Likens, 1991), e o contetido
de carbono segundo Fenchel (1982), mo qual 1 pm’
=167 fg C.

Para a estimativa da densidade e biomassa de
ciliados, um volume varidvel de cada amostra (entre
50 e 1000 mL) foi corado com Rosa de Bengala,
acondicionado em cimaras de sedimentagio por um
periodo (em horas) equivalente 2 altura da cimara
(cm) multiplicado por 3. Posteriormente, as
amostras foram quantificadas em microscépio
invertido sob magnitude de aumento de 400x. Para a
estimativa da biomassa, os organismos foram
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medidos e seu biovolume (um3) calculado a partir
da forma geométrica aproximada. O contetdo de
carbono (ug/L) foi estimado utilizando-se o fator 1

um3 = 110 fg C (Weisse, 1991).

Andlises estatisticas

Para reduzir a dimensionalidade das varidveis
abidticas, caracterizar e identificar os fatores
ambientais responsiveis pela diferenciagio dos
reservatérios, foi realizada uma Andlise de
Componentes Principais (ACP).

A significincia das diferencas de densidade dos
HNF entre os diferentes reservatérios, para os dois
periodos hidroldgicos, em ambas as profundidades
analisadas, foi testada empregando-se uma andlise de
varidncia unifatorial (Anova) de modelos nulos,
utilizando-se nivel de significincia p < 0,05.

Correlagdes de Pearson foram realizadas para
inferir sobre a influéncia dos fatores abidticos e
biéticos sobre a comunidade de HNF, nos distintos
reservatérios estudados, utilizando-se os resultados
de densidade e biomassa de HNF, bactérias, ciliados,
clorofila-a e os eixos da ACP.

Para as diferentes andlises, com o objetivo de
equalizar a variincia, os dados originais foram log
(x+1) transformados, com exce¢io do pH e dos
escores dos eixos da ACP. Todas as anilises foram
realizadas  utilizando-se o  pacote  estatistico
STATISTICA, versio 5.0 (Statsoft Inc., 1997).

Resultados

Caracterizagao dos reservatorios

Na Figura 2, é apresentada a dispersio dos
escores das varidveis limnoldgicas ¢ dos pontos de
coletas resultantes da ACP, utilizada para caracterizar
e identificar os fatores ambientais responsiveis pelas
diferencas entre os reservatérios. Os dois primeiros
eixos desta anilise explicaram, cumulativamente,
57,0% e 73,5% da variabilidade total dos dados. A
condutividade elétrica e N-nitrato estiveram
positivamente correlacionadas com o eixo 1,
enquanto que a turbidez, fésforo total, nitrogénio
total e séston total estiveram correlacionados
negativamente com esse eixo. A alcalinidade total
apresentou correlagio negativa e o ortofosfato
positiva com o eixo 2. Essas varidveis foram as
principais  responsdveis pela  ordenagio  dos
reservatérios ao longo dos eixos desta anilise. Em
relagio as unidades amostrais, o eixo 1 discriminou-
as em uma escala espacial, separando as amostras do
reservatério do Irai, correlacionadas negativamente,
daquelas obtidas nos reservatdrios de Chavantes e
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Rosana, correlacionadas positivamente com esse eixo
(Figura 2).

O eixo 2, em geral, diferenciou as unidades
amostrais em uma escala temporal, discriminando as
amostras  obtidas no  periodo  chuvoso,
correlacionadas positivamente, daquelas do periodo
de estiagem, correlacionadas negativamente com
esse eixo, principalmente nos reservatérios de Iraf e
Chavantes (Figura 2).
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Figura 2. Escores resultantes da Anilise dos Componentes
Principais, realizada sobre a matriz logaritmizada dos dados
abidticos originais. Circulos fechados representam as amostras
obtidas no periodo de estiagem e os quadrados vazios, as obtidas
no periodo de chuva. (s) = amostras de sub-superfiiec e (f) =
amostras tomadas na zona de mistura.

Assim, o eixo 1 da ACP discriminou as amostras
do reservatério do Irai, caracterizado por apresentar
elevados valores de fésforo total, nitrogénio total,
séston e turbidez, das amostras de Chavantes e
Rosana, que se caracterizaram pelos maiores valores
de N-nitrato e condutividade elétrica. Por outro
lado, o eixo 2 discriminou, em geral, as amostras do
periodo chuvoso dos reservatérios de Irai e
Chavantes com elevados valores de pH e ortofosfato
daquelas obtidas no perfodo de estiagem, que
apresentaram maiores valores de alcalinidade.

Densidade e biomassa de nanoflagelados heterotréficos

Os wvalores de densidade e biomassa da
comunidade de HNF mostraram uma grande
variagio entre os diferentes reservatérios, sendo
observados valores entre 92 cel.mL' e 0,34 pgC.L"
no reservatério oligotréfico (Chavantes) e 2,07 X 10°
celmL' e 20,64 pgC.L' no reservatério eutréfico
(Iraf) (Figura 3). Em geral, os maiores valores
ocorreram 2 subsuperficic desses ambientes.
Excecoes a esse padrio foram observadas no
reservatério de Chavantes, no periodo de seca, onde
maiores valores de densidade e biomassa foram
registrados na camada de mistura, e nos reservatérios
do Iraf e Rosana, durante o periodo chuvoso, onde a
biomassa e densidade, respectivamente, foram
maiores também nessa camada (Figura 3).
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Os resultados da Anova de modelos nulos
evidenciaram que as diferengas entre as densidades
de HNF foram significativas entre os distintos
reservatorios, sendo os maiores valores registrados
para o reservatério Iraf, enquanto que os menores
valores e mais similares foram observados para os
reservatdrios de Rosana e Chavantes (Figura 4).
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Figura 4: Valores médios e erro padrio das densidades de HNF
nos distintos reservatdrios. Sio apresentados, ainda, os Indices
Observados (IO) e a Probabilidade (P), derivados da Anélise de
Variincia Unifatorial de modelos nulos (O = valor observado; E
= valor esperado).
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Influéncia dos fatores abidticos e bidticos sobre a
abundancia de HNF

Os resultados das andlises de correlagio de
Pearson evidenciaram que entre os fatores bidticos,
a clorofila g, a densidade e a biomassa bacteriana e a
densidade de ciliados estiveram positivamente
correlacionadas com a densidade ¢ a biomassa de
HNF (Figura 5). Em relacio as varidveis abidticas, o
eixo 1 da ACP, que representou, principalmente, as
diferentes formas de nitrogénio ¢ fdsforo, esteve
negativa e significativamente correlacionado com a
densidade (r= -0,66; p= 0,020) e a biomassa de
HNF (r= -0,71; p= 0,009) (Figura 5). Por outro
lado, a densidade e biomassa de HNF nio estiveram
significativamente correlacionadas com a biomassa
de ciliados e com o eixo 2 da ACP.

Discussao

Como tem sido reportado em  virios
ecossistemas de dgua doce (Mathes e Arndt, 1994,
Gasol et al., 1995; Jansson et al., 1996; Hwang e
Health, 1997), os resultados do presente estudo
também evidenciaram que o estado tréfico
influenciou significativamente a distribuigio da
abundincia (densidade e biomassa) da comunidade
de HNF, nos trés reservatérios estudados. Neste
sentido, o reservatério oligotréfico Chavantes
caracterizou-se por apresentar baixa densidade e
biomassa de HNF, sendo os valores similares aos
encontrados por Macek ef al. (1994) em um lago
oligotréfico tropical. Ao contririo, refletindo a
condigio eutrdfica, o reservatdrio do Iraf apresentou
os maiores valores desses atributos, porém inferiores
aos registrados por Finlay et al. (1988) em lagos
eutréficos de regiio temperada.

Em relagio a distribuicio vertical, virios autores
tém observado elevada abundincia nas camadas mais
profundas, devido 2 maior disponibilidade de
alimento nessa regido (Carrick e Farnenstiel, 1989;
Macek et al., 1994). Entretanto, embora no presente
estudo tenham sido analisadas amostras tomadas
apenas i subsuperficie e camada de mistura, os
resultados nio corroboram aqueles dos autores
citados, visto que maiores valores de densidade e
biomassa foram observados, em geral, i sub-
superficie dos trés reservatérios.

Em relagio aos fatores responsiveis pela
distribuicio  da  abundincia  das  diferentes
comunidades aquiticas, a influéncia dos recursos
alimentares (mecanismo botfom-up) e da predacio
(mecanismo fop-down) tem sido alvo de diversas
pesquisas envolvendo as comunidades planctdnicas
(Gasol et al., 1995; Hwang e Health, 1997; Burns ¢
Schallenberg, 2001)
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Figura 5: Correlacio entre a densidade (celssmL™) (a e b) e a
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Abundancia de nanoflagelados heterotréficos

Os resultados obtidos no presente estudo
evidenciaram o predominio de mecanismos do tipo
bottom-up na determinagio da distribuigio da
abundincia dos HNF, pelo menos quando os
diferentes reservatérios sio comparados, tendo em
vista que o incremento na disponibilidade de
nutrientes determinou um aumento na abundincia
fitoplanctdnica (estimada neste trabalho pelas
concentragdes de clorofila-a) e Dbacteriana, que
provavelmente propiciaram condi¢bes para o
incremento da abundincia de nanoflagelados
heterotréficos, visto que constituem as principais
fontes alimentares desses protozodrios. De acordo
com Auer et al. (2004), os recursos alimentares
parecem ser os principais fatores que controlam as
comunidades plancténicas quando lagos sio
comparados ao longo de um gradiente tréfico,
enquanto que alteracdes sazonais dentro de um lago
sao talvez reguladas pela atividade de predagio.

Embora exista, certamente, uma pressio de
predacgio sobre os HNF, os resultados evidenciam
que esse mecanismo (fop-down) nio é suficiente para
limitar o efeito da disponibilidade de nutrientes, que
determina um  incremento  significativo na
abundincia desses organismos. Outro resultado que
nio sugere o controle fop-down sobre a abundincia
dos HNF foi a correlacio positiva entre esses
organismos e os ciliados, seus potenciais predadores.
Correlagdes positivas entre presa ¢ predadores
ocorrem em situagdes em que a taxa de crescimento
da presa, determinada pelo o aumento da
disponibilidade de recursos, é maior do que a taxa de
predacio. Resultados semelhantes foram registrados
por Berninger (1991), Mathes e Arndt (1995) e
Hwang e Health (1997), entre outros. Correlagio
positiva entre HNF e ciliados evidencia, portanto,
que uma grande abundincia de HNF pode suportar
elevada densidade de ciliados (Laybourn-Parry e
Walton, 1998).

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo
sugerem que os padrdes de variagio da abundincia
(densidade e biomassa) de nanoflafelados
heterotréficos  planctdnicos foram  fortemente
influenciados pelo grau de trofia dos ambientes, e
que mecanismos do tipo bottom-up prevalecem na
regulagio desse componente do elo microbiano
quando lagos com distintos graus de trofia sio
comparados.
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