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Creating a new theory... is rather like

climbing a mountain, gaining new and wíâer

views, díscovering unexpected conn ections
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RESUMO

ABE/ D. S. Desniírificação e caracterização fiïogenética de bactérias de vida livre e bactérias
aderidas 'as partículas no hipolímnio do Lago Kizaki, Japão . São Carlos/ 1998. 102 p.
Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de São Carlos/ Universidade de São
Paulo.

A atividade desnitrifícante das bactérias de vida livre e bactérias aderidas às

partículas foram medidas no hipolímnio do lago Kizaki/ Japão/ no período entre

agosto e dezembro de 1996. Examinou-se também a estrutura da comunidade

bacteriana pela técnica de hibridização //in situ / utilizando-se oligonucleotídeos

fluorescentes específicos ao RNA ribossôrrúco do domínio Bactéria, das subclasses

alfa/ beta/ gama e delta da Classe Proteobacteria, e do grupo Cytophaga-

Fla.vobacterium. Entre agosto e setembro/ as bactérias aderidas às partículas/

presentes em grande proporção na parte mais profunda do hipolímrdo/

apresentaram maior atívídade desnitrifícante nesse local (0.360 a 0.788 u.M.dia-1)/

contribuindo em 74 a 93 % da atividade total. De outubro a novembro/ as bactérias

de vida livre passaram a apresentar maior atividade desnitrifícante na camada

intermediária do hipolímmo/ contribuindo em 40 a 95 % da atividade

desnitrifícante total. A anáüse da comunidade bacteriana revelou distinta

proporção dos grupos constihiintes/ sendo as bactérias aderidas às partículas

compostas principalmente pelas subclasses alfa e beta Proteobacteria, bem como do

grupo Cï/tophaga/ Flauobacterium, e as bactérias de vida livre foram bem dominadas

pela subclasse beta ProteobacterÍa e bactérias não caracterizadas. As amostras que

apresentaram alta atividade desnitrifícante foram dominadas pela subclasse beta

Proteobacteria, cujo resultado sugere que as bactérias desnitrifíc antes eram

compostas principalmente por espécies pertencentes a esta subclasse.

Palavras-chave: desnitrifícação; óxido nita"oso; hípolímmo; rRNA/ hibridização in

sihi.
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ABSTRACT

ABE/ D. S. Denitrification ana community analysis offree-Uving ana attached bactéria
in fhe hypólimnion of Lake Kizaki, Japan. São Carlos/ 1998. 102p. Ph.D. thesís.
Escola de Engenharia de São Carlos/ Universidade de São Paulo.

Denitrification by both free-liuing bactéria ana those attached to partícles was

examined in the hypolimnion ofLake Kizaki, Japan, between August ana December,

1996. Bacterial community structure was abo examined wíth in sihi hybridizatioïi

tising fluorescent oligonucleotide probes specífic to the rRNA ofthe domain Bactéria,

the subclasses alpha, beta, gamma ana delta snbclasses of the Class Proteobacteria,

ana for the Cytophaga-Flavobacterium group. From August to September, attached

bacterial abundance ana activity was proportionally higher than free-lwmg bactéria

below 24 m depth (0.360 to 0.788 jLM.l-l.dai/-1), represented by 74 to 93 % of total

actíuity. However, from October to November, free-living bactéria became the

predominant deniïrifiers, contributing from 40 to 95 % of total denitrífication Ïn the

above layer between 22 ana 24 m. Attached bactéria usually were composed bi/ aipim

ana beta Proteobacterm ana by Cytophaga-Fhivobacteríunï group, whüe free-livmg

bactéria were well dominated by beta Proteobacteria ana non-characterized Bactéria.

The samples which have shown high denitrificatiori activity were dominated by beta

Proteobacteria, suggesting that denitrifying bactéria were represented mainly by

species ofthis group.

Keywords: deniirification; nitrous oxide; hypolimnion; rRNA; in situ hybridization.



INTRODUÇÃO

1.1. Histórico

O presente estudo foi realizado entre abrü de 1995 a março de 1997

no Japão/ sob a co-orientação do Professor Kenji Kato da Universidade de

Shinshu. A escoUia de seu laboratório para a realização deste eshido tem

razões históricas/ fruto de um trabalho cooperativo na área de lünnologia

entre pesquisadores brasileiros e japoneses/ que se iniciou em 1974 com a

primeira visita do Professor N. Nakamoto da Universidade de ShÍnshu ao

Brasü. A partir dessa data/ formou-se um laço cooperativo ainda mais

forte/ com a visita de outros pesquisadores japoneses ao Brasü/ a citar:

Tetsuo Sunaga em 1977, Professor Y. Saijo em 1979^ Prof. Isao üaisüna em

1981, Prof. H. Fukuhara em 1982, enh-e outros. Da mesma forma/ vários

pesquisadores brasüeiros visitaram o Japão/ a citar: Professor José Galizia

Tundisi em 1978,1979,1980 e 1982; Profa Takako Matsumura-Tundisi em



1978 e 1980; Prof. Kozo Hino em 1980 e 1982; Prof. Raul Henry em 1982;

Profa Odete Rocha era 1990^ entre outros. Um dos resultados deste

trabalho cooperativo internacional foi a realização do projeto para eshido

dos lagos do Vale do Rio Doce/ cujos dados estão compilados no livro

recentemente editado por TUNDISI & SAIJO (1997).

Em 1994 o Professor J. G. Tundisi/ então diretor do Centro de

Recursos Hídricos e Ecologia Aplicada (CRHEA) da Escola de Engenharia

de São Carlos/ Universidade de São Paulo/ convidou o Prof. Kenji Kato da

Universidade de Shinshu a vir ao Brasü para colaborar para o

estabelecimento de um laboratório de microbiologia no CRHEA. O

Professor Kato realizou assim/ sua primeira visita ao Brazil em julho de

1994, ensinando técnicas e mmistrando palestras nesta mstihução. Neste

período/ eu era então aluno de doutorado recém ingresso no programa de

Ciências da Engenharia Ambiental da Escola de Engenharia de São Carlos/

sob a orientação do Professor Tundisi/ e estávamos interessados

desenvolver estudos sobre bactérias da desnitrificação. Para dar

continuidade à aprendizagem com o Professor Kato/ realizei minha

viagem ao Japão com uma bolsa de eshidos financiado pelo Conselho

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq)/ em

convénio com o Ministério da Ciência/ Educação e Cultura do Japão

(Monbusho)/ na modalidade de doutorado especial no exterior (bolsa

sandwich ) por um período de 2 anos. Neste período/ realizou-se o

projeto no laboratório do Professor Kato para o eshido da desnitrificaçào e



das comunidades microbianas do Lago Kizaki/ do qual este trabalho faz

parte.

1.2. Bases Científicas

A desnitrificação/ segundo KUENEN & ROBERTSON (1987),

refere-se à redução de N03" via N02" e N20 a N2, realizado por bactérias

que utilizam esta via como uma alternativa respiratória ao uso do

oxigênio/ quando este se torna Imútante. O processo é conduzido por

bactérias aeróbias que/ em condições normais de disponibilidade de

oxigênio dissolvido/ oxidam a matéria orgânica com a concomitante

redução de oxigênio/ mas com o esgotamento deste/ a presença de nitrato

no meio induz a formação das enzimas da respiração do nitrato/ através

de um desvio metabólico a nível da cadeia de transporte de elétrons

(WHITAKER/ 1993), resultando na obtenção de energia e produção de

ATP.

A representação linear do processo em uma série de reações foi

inicialmente apresentada por MATSUBARA & MORI (1968), tendo o NO e

N20 como precursores para a formação de N2 a partir de N02~/ sendo

posteriormente apresentada por PAYNE (1973) com a mclusão de NOs- a

ser reduzido a NÜ2- no passo inicial da desnitrificação:



NOs- -> N02- -^ NO -> NiO -^ N2

Até a década passada/ a formação de NO como produto

intermediário da desnitrificação era tida como questionável. Porém/

inúmeros trabalhos realizados principalmente nesta década evidenciaram

claramente que/ pelo menos para a grande maioria das bactérias

desnitrificantes/ a redução de N02" ocorre em duas etapas enzimáticas/

sendo o NO um produto intermediário obrigatório. Esses estudos

referentes ao NO foram revistos por YE et al. (1994).

A desnitrificaçao em sistemas aquáticos promove importantes

transformações no ciclo biogeoquímico/ atuando tanto na remoção do

excesso de nitrogênio como de carbono introduzido ao sistema/ sendo

assim/ um controlador da eutrofização em sistemas aquáticos. Os gases

NO e N20 produzidos no processo podem escapar para a atmosfera/

envolvendo-se em reações que incluem redução da camada de ozônio e

efeito eshifa (YUNG et al. 1976; DAVIDSON/ 1990), que podem estar

causando alterações na clünatologia global. De fato/ sabe-se que a

concentração de N20 na atmosfera tem aumentado nas últimas décadas



em 0/25 % por ano (IPCO / apud MENGIS 1996), o que tem resultado em

uma intensificação dos estudos relacionados à emissão desse gás.

Existem inúmeros trabalhos publicados abordando os processos de

desnitríficação em diversos ambientes aquáticos/ porém/ mais sob um

aspecto geoqmmico/ e estudos realizados sob um aspecto microbíológico

são escassos. A abordagem microbiológica em ambientes naturais pode

oferecer informações suplementares/ considerando-se que bactérias que

possuem diferentes vias metabólicas para assimÜação de carbono ou

diferentes tolerâncias às variáveis ambientais/ como por exemplo/ à

concentração de oxígênio/ podem possuir diferentes habüidades para

desnitrifícar (WARD 1996). Portanto/ torna-se necessário o eshido dos

processos geoquímicos em si em conjunto com informações sobre as

características microbiológicas envolvidas nesses processos. As

informações da microbíologia da desrütrifícação podem ser extremamente

úteis/ por exemplo/ na biomanipulaçao de ambientes impactados pelo

excesso de nitrogêmo. O emprego de espécies ou linhagens de bactérias

isoladas de amostras do próprio sistema para bíomanipulação promove/

possiveünente/ resultados mais positivos e de menor impacto/ se

comparado ao emprego de espécies exóticas.

IPCC (Intergovernamental panei on climate change).(1990). Climate change
1990 - the science of climate change - contribution of working group I to the

second assessment report of the intergovernamental panei on climate

change/ Cambridge apud MENGIS/ M. (1996). Nitrogen elimination in lakes
by N2 and NsO emisslon. Tese (Doutorado) - Swiss Federal Institute of

Technology Zürich.



Uma abordagem funcional normahnente utilizada para a

caracterização da comunidade microbiana em ambientes aquáticos baseia-

se na forma de ocorrência das bactérias/ ou seja/ de vida livre e aderidas às

partículas em suspensão. Apesar de coexistirem no mesmo corpo de água/

as bactérias aderidas às partículas vivem em um ambiente distinto do

meio aquático/ sendo muitas vezes favorecidas pela presença de matéria

orgânica/ nutrientes que a elas se adsorvem/ e mesmo microambientes

anóxicos oferecidos pelas partículas às quais elas colonizam. As bactérias

aderidas às partículas são normahnente maiores em tamanho e em

concentração local (CARON et al. 1982), e descritas como metabolicamente

mais ativas quando comparadas ás bactérias de vida livre (KIRCHMAN &

MFTCHELL 1982; PAERL & MERKEL 1982; SIMON 1987). Um aspecto

importante com relação às partículas é o afundamento destas na coluna

de água/ que tendem a depositar-se rapidamente ao fundo. Durante a fase

inicial da formação da camada anóxica que se inicia no fundo do lago/ as

bactérias desnitrificantes aderidas às partículas podem ser favorecidas

nessas condições/ desde que haja lúh-ato e nitrito em quantidades

suficientes para a sua atividade. Porém/ a permanência prolongada da

camada anóxica é seguida pelo esgotamento de nitrato e nitrito/ e também

pelo desenvolvimento de outras formas de bactérias que dependem de

condições de baixo potencial de óxido-redução/ como por exemplo/ as

bactérias redutoras de sulfato e bactérias metanogênicas. Nessas



condições^ o afundamento das partículas toma-se desfavorável às

bactérias desnitrifíc antes aderidas. As bactérias de vida livre/ por outro

lado/ não são afetadas pela sedimentação (JASSBY/ 1975) devido ao

pequeno tamanho da sua grande maioria. Elas representam a fraçao

predominante em termos de número total de células (KIRCHMAN &

MFTCHELL 1982; SIMON et al. 1990), bem como pela grande proporção

da produtividade bacteriana em ambientes aquáticos (AZAM &

FUHRMAN 1984). O pequeno tamanho das bactérias de vida livre as

tomam adaptadas às condições //düuídas/// ou seja/ possuem maior

afinidade às condições de baixa concentração de nutrientes em função da

alta razão superfície-volume (KATO/ 1996). Levando-se em consideração

esses aspectos/ investigou-se neste projeto/ a possibüidade de que as

bactérias de vida livre atuem de forma significativa na desnitrificaçao no

hipolmmio/ informação esta inexistente na literahira até o momento.

A maioria dos trabalhos existentes sobre desnitrifícação com

abordagem microbiológica foi realizada utilizando-se espécies individuais

cultivadas em meios enriquecidos/ cujas taxas foram posteriormente

extrapoladas ao ambiente nahiral. Os meios de cultura desenvolvidos

pioneiramente por Robert Koch e por Joseph Lister no século passado

foram de extrema importância para o desenvolvimento da mícrobiologia/

sobretudo para a prevenção de doenças infecciosas e posteriormente para

estudos ambientais. Porém/ com o advento das técnicas de contagem

direta de bactérias/ descobriu-se que o uso de meios de cultura



enriquecidos destinados a estudos em ambientes aquáticos torna-se

problemático/ visto que pouquíssimas espécies de bactérias são capazes de

formar colónias/ e essas espécies nem sempre são representativas ao

ambiente natural. FERGUSON et al. (1984), KOGURE et al. (1979), e

KOGURE et al. (1980) estimaram que menos de 0/1 % das bactérias do

ambiente marinho são cultiváveis em meios enriquecidos convencionais.

O avanço das técnicas de biologia molecular para estudos taxonômicos

tem proporcionado novas perspectivas para a caracterização da

comunidade microbiana em ambientes nahirais. A análise comparativa de

sequências de RNA ribossômico (rRNA) bacteríano/ realizada miciaünente

por WOESE (1987), além de ter possibilitado a reconstrução das árvores

filogenéticas universais/ possibilitou a elaboração de novas técnicas para

identificação de bactérias de uma forma independente ao uso de cultivos.

Segundo AMANN (1995)^ as moléculas de rRNA possuem algumas

características que as tomam propícias para serem utilizadas como

ferramentas ao eshido taxonômico: a) são moléculas presentes em. todos os

organismos vivos; b) as estruturas primárias das moléculas 16S e 23S são

compostas por regiões com sequências de alta e baixa conservação

evolucmária/ ou seja^ algumas porções das moléculas possuem sequências

que mantiveram-se inalteradas durante todo o processo evolutivo/ e em

outras porções as sequências sofreram muitas alterações/ possibÜitando

assim/ a distinção dos organismos desde o nível de reino até o nível de

subespécie; c) estão presentes naturalmente em grande número por célula



(normalmente acima de 10.000 cópias)/ facilitando a sensibilidade de

detecção dessas moléculas; d) as sequências de rRNA 16S e 23S já foram

determinadas para 50 % das espécies válidas de bactérias descritas (em

tomo de 3500 espécies)/ que estão disponíveis em bancos de dados

acessíveis à comunidade científica/ sendo o mais conhecido desses/ o RDP

(Ribosomal Database Project) da Universidade de Illinois (LARSEN et al.

1993).

Levando-se em consideração essas características/ DELONG et al.

(1989) desenvolveram uma técnica em que moléculas de rRNA de células

bacterianas intactas fixadas com formaldeído são hibridizadas a

oligonucleotídeos fluorescentes com sequências de base complementares a

estas. Os oligonucleotídeos/ que são sequências curtas de DNA contendo

de 17 a 34 bases nitrogenadas/ são sintetizados quimicamente e/

posteriormente/ ligados a um fluorocromo. Devido ao pequeno tamanho

dos oligonucleotídeos fluore'scentes/ estes permeiam pela parede celular

da bactéria a que se deseja marcar e/ sendo complementares às sequências

de base das moléculas de rRNA espalhados aos mÜhares no citoplasma/

sofrem Hbridização/ marcando-as. As células híbridizadas são

posteriormente visualizadas ao microscópio de epifluorescêncía e/

conseqüentemente/ distinguidas das demais células não Hbridizadas. A

técnica de hibridização fluorescente in sitii (FISH)/ como é designada/ foi

empregada com sucesso para a caracterização de alguns grupos funcionais

de bactérias/ como nitrifícantes (MOBARRY et al. 1996; SCHRAMM et al.
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1996)^ bem como para bactérias redutoras de sulfato (AMANN et al. 1992;

RAMSING et al. 1996). O fato desses grupos funcionais serem constituídos

por um número relativamente reduzido de géneros próximos77

genealogicamente possibüitou uma ampla caracterização/ a partir da

utilização de um número reduzido de oligonucleotídeos. Porém/ a técnica

FISH tem sido pouco utilizada para a caracterização das bactérias

desnitrifícantes/ principalmente por estas serem um grupo polifílético/ que

inclui bactérias gram-negativas e gram-positivas/ formadoras e não

formadoras de esporos/ fototróficas/ heteroh'ófícas e autótrofas/ conforme

descritas por INGRARAM (1981), o que toma o agrupamento das

bactérias desnih-ificantes uma tarefa muito difícü. Nesses casos

envolvendo grupos mais complexos/ as informações sobre grupos

taxonômicos intermediários/ como classe/ subclasse/ ordem e família/

possibüitam uma caracterização preliminar da comunidade microbiana/

cujas informações podem ser úteis posteriormente para uma rápida

classificação e identificação mais detalhada dos microorganismos (MANZ

et al. 1992). O uso de oligonucleotídeos específicos a grupos taxonômicos

intermediários tem provado um eficiente método capaz de distinguir

comunidades distintas de bactérias em sistemas naturais/ como

demonstrado por DELONG et al. (1993) em ambiente marinho, por WEISS

et al. (1996) em partículas orgânicas agregadas de sistema lacustre/ e por

ALFREIDER et al. (1996) em um lago de alta montanha. Seguindo esta



11

linha/ adotou-se no presente trabalho/ o método de hibridização

Huorescente in sihi para a caracterização de grupos taxonômicos

intermediários da comunidade bacteríana do hipolímnio do Lago Kizaki/

grupos estes pertencentes aos membros do domínio Bactéria (subclasses

alfa/ beta/ gama e delta da Classe Proteobactería, e do grupo Cytophaga-

Flavobacterinm)^ tanto para bactérias aderidas às partículas como para

bactérias de vida livre.

1.3. Objetivos

- Comparar a atividade desnitrifícante entre bactérias de vida livre e

bactérias aderidas às partículas em. diferentes camadas do hipolímnio e

em diferentes épocas do ano.

- verificar a influência das variáveis ambientais sobre a atividade

desnitrificante das formas de vida bacterianas estudadas.

- caracterizar füogeneticamente as bactérias de vida livre e bactérias

aderidas às partículas ao nível de grupos taxonômicos intermediários/

com o inhiito de se verificar a ocorrência de variação fílogenética ao longo

do tempo e nas diferentes prohmdidades do hipolímnio/ e visando

correlacionar o grupo predominante com a atividade desnitrifícarLte.
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MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Local de estudo: Lago Kizaki

O lago Kizaki está localizado na Província de Nagano (LaL 36°33/N

- Long. 137°50 E)/ ao sopé dos Alpes Japoneses Setentrionais/ a uma

altitude de 764 m na chamada Fossa Magna/ que atravessa a porção

central da üha de Honshu/ a principal do arquipélago japonês (Figura l). E

um lago dimítico e mesotrófico/ de origem tectônica e com idade

aproximada de 30 mu anos. Suas dimensões são relativamente pequenas

(Figura 4)/ com área superficial é de 1/4 km2 / 7 km de comprimento e

volume de 25 mÜhões de metros cúbicos. Sua profundidade máxima é de

29/5 m. na porção central do lago e profundidade média de 17/9 m (Fig. 3)/

sendo alimentado pelo rio Nougu e com tempo de residência de 0/5 ano.

Faz parte do chamado Três Lagos Nishina / juntamente com os lagos

Aoki e Nakatsuna/ situados a montante do Lago Kizaki (Figura 2).

Apresenta-se tennicamente estratifícado de maio a novembro/ e a camada
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anóxíca se desenvolve de agosto até o início de dezembro/ quando ocorre

a mishira vertical da coluna de água (//overhim ) causada pelo

resfriamento das águas superficiais com a chegada do inverno. A

superfície do lago permanece congelada de janeiro a março. Os dados

mensais de temperatura da água/ pH/ oxigênio dissolvido/ nitrogênio

total/ fósforo total e carbono orgânico dissolvido estão apresentados na

tabela l/ e os dados mensais de concentração de clorofíla na coluna de

água do Lago Kizaki estão apresentados na tabela 2.

O clima da região é temperado/ com temperatura média anual de

8/8 °C. A precipitação média anual é de 1953 mm/ sendo juníio o período

mais chuvoso/ com média mensal de 218 mm/ resultante das monções de

verão. Os dados de temperatura atmosférica e precipitação anuais estão

apresentados na tabela 3.

Sua bacia hidrográfica abrange uma área de 23/85 km2/ sendo 84%

ocupada por vegetação arbórea (floresta decídua/ floresta de coníferas

evergreen ) e vegetação herbácea (gramíneas e comunidades de plantas

alpinas)/ 5/1 % ocupada pela agriculhira (principaünente cultivo de arroz)/

e 2/9 % por ocupação urbana. As principais utilidades do lago são a pesca/

o turismo e a recreação (natação/ pesca esportiva e iatismo).

As principais fontes de fósforo e nitrogênio totais estão

apresentados na tabela 4 .
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A flora lacustre é composta por macrófitas emergentes (Neh^mbo

nucifera, Zizania latífolia, Eleocimris kuroknwai, Phragmites communis),

macrófitas flutuantes (Nymphoides peltata, N. tetragona, Tropa japonica),

macrófítas submersas (Ceratophyllum demersum, Hydrilla vertícillata, Elodea

nuttallÜ). (ILEC 1993). O fítoplâncton é composto principalmente por

Anabaena sp/ Fragilaria crotonensis, M^elosira sp. e Perídinium bipes. O

zooplâncton é composto por Conochüus sp./ Cyclops vicinus, Alona

cjuadrangularis, Colurella sp, Daphnia galeata, o bentos por Chironomns

plumostus, Chaoborus sp./ Tubifex sp./ Tanytarsus sp./ e a ictiofauna por

Leudscus hakonensis, Zacco platypus, Hyponiessua transpacificus e Carassius

sp. (ILEC 1993).

Diversos eshidos sobre desnitrifícação foram realizados no Lago

Kizaki/ destacando-se os trabalhos de YOH et al. (1983), TERAÏ et al.

(1987), TERAI (1987), YOH et al. (1988), YOH et al. (1990), YOH (1992) e

TERAI & YOH (1996). YOH (1992) verificou que o N20 que se acumula no

hipolímnio do Lago Kizaki apresenta grandes variações de ano para ano/

causado possiveünente pelo balanço entre consumo e produção de N20

realizado por bactérias desnih'ific antes e à disponibilidade de matéria

orgânica no hipoHmnio.

Com relação às espécies de bactérias desnitrificantes do Lago

Kizaki/ TERAI (1979) isolou 44 espécies estimadas pelo método de

contagem pelo número mais provável (MPN) em meio Gíltay. A grande
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maioria das espécies isoladas foram classificadas como pertencentes ao

género Pseudomonas (34 espécies de 44) e algumas (4 espécies de 44) foram

classificadas como pertencentes a AlcaUgenes-Achromobacter .

Informações suplementares sobre o Lago Kizaki podem ser

enconh-adas"em ILEC (1993).

2.2. Amostragem

As amostras de água foram coletadas mensalmente no ponto de

maior profundidade do lago (Figuras 3 e 5). Para os experimentos de

desnitrificação e caracterização da comunidade bacteriana/ coletaram-se

amostras em 2 a 3 profundidades do hipolímnio/ de acordo com a

concentração de oxigênio dissolvido/ e para a determinação das variáveis

químicas/ coletaram-se amostras em 5 profundidades do hipolímnio/ no

período de 22 de agosto a 13 de dezembro de 1996. O oxigênio dissolvido/

o pH/ a condutividade e a temperahira da água foram medidos

díretamente ao longo da coluna de água de meh-o em metro/ com o

auxílio de um multisensor Horiba U-10 até 10 m de profundidade/ e babco

de 10 m/ as amosh-as foram iniciaünente coletadas com uma garrafa de

Van Dom e as variáveis físicas foram medidas com o mesmo sensor no

interior da garrafa. A tornada das amostras destinadas aos experunentos

de desnitrificação foi realizada com o auxílio de uma garrafa de Vajx Dom
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de 8 litros de capacidade e transferidas cuidadosamente com um hibo de

latex para frascos esterilizados de borossüicato de l litro de capacidade

com tampas esmerilhadas/ evítando-se a formação de bolhas e

perturbações drásticas das condições ambientais das amostras/ sobrehido

na concentração de oxigênio dissolvido. As amostras foram

posteriormente transportadas para o laboratório em caixas térmicas

contendo gelo/ onde foram processadas para a realização dos

experimentos. A tornada de amostras para determinação das variáveis

químicas foi realizada em 5 profundidades do hipolímnio/ incluindo

aquelas amostradas para a realização dos experimentos de desnitrifícação.

2.3. Montagem dos experimentos de desnitrificação

Todo o manuseio das amostras destinadas aos experimentos de

desnitrificação foi realizado em condições anóxicas/ no interior de uma

câmara inflável de poliefcíleno I2R® contendo N2 no seu interior^ após

várias lavagens com este gás. Uma parte das amostras foi transferida para

frascos de incubação de vidro de 20 ml com o auxüio de hibos de süicone/

sendo estas/ consideradas como representativas da comunidade total.

Outra parte da axnosta foi passada por um fíltro de policarbonato

Nuclepore® de 1^0 (^m de porosidade e 47 mm de diâmeh'o/ utilizando-se

um conjunto de fíltração esterilizado (Sterifil/ Míllípore)/ aplicando-se

babca pressão positiva pela face superior do fütro com o auxílio de uma



17

bomba manual Nalgene® e/ posteriormente/ transferida para os frascos de

mcubação/ sendo esta fração considerada como bactérias de vida livre/ de

acordo com FERGUSON & RUBLEE (1976), RIEMANN (1978) e KATO &

SAKAMOTO (1981). Todos os frascos de incubação foram tampados com

septos de borracha imediatamente após preenchidos com amosh'as de

água e selados com tampas de rosca. A atividade desnitrificante das

bactérias aderidas às partículas foi estimada pela diferença entre a

atividade da comunidade total e a atividade da fração menor do que l um.

Para a determinação da atividade desnitrifícante/ utilizou-se a

técnica do bloqueio pelo acetileno/ de acordo com a metodologia de

YOSHINARI et al. (1977) e S0RENSEN (1978). Esta metodologia baseia-se

na propriedade do gás acetüeno (C2H2) em inibir a óxido nitroso redutase/

enzima esta que catalisa a redução do N20 a N2 . Em uma amostra

contendo bactérias desnitrificantes ativas/ a üübiçâo causada pelo CzKh

resulta no acúmulo de NzO/ que posteriormente é quantificado. A técnica

do bloqueio pelo C2ÍÍ2 possui algumas vantagens/ como por exemplo/ a

faculdade com que se pode medir o N20 com alta sensibilidade

utüizando-se um cromatógrafo a gás dotado de um detetor de caphira de

elétrons/ bem como a possibÜidade de se medir a atividade em amostras

contendo concentrações de NOs- in sün, ou seja/ sem a necessidade de

enriquecünento com este íon. Porém/ a técnica é falha em alguns casos/

como na presença de sulfeto (CHALAMET 1985; TAM & KNOWLES

1979). O C2ÍÏ2 possui ainda a propriedade de inibir a rútrificaçao (HYNES
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& KNOWLES 1978; WALTER et al. 1979), impossibilitando a regeneração

de N03- e N02" às bactérias desrútrificantes. O uso de técnicas baseadas no

15N tomou-se muito popular nesta década/ por possuir a vantagem da não

necessidade do uso de mibidores/ e os processos de nitrifícaçao/

desnitrifícação e redução de NH4+ podem ser investigados em um único

experimento. Porém/ os métodos de detecção de 15N possuem babca

sensibüídade/ o que toma necessário longos períodos de incubação (entre

24 a 48 h) e enriquecimento com altas concentrações de 15N03~ / causando

um distúrbio no regime de nitrogênio da amostra (SLATER & CAPONE

1989). Levando-se em consideração as vantagens da análise de N20 por

cromatografía a gás/ e o fato de que a maioria dos dados existentes na

literatura foram obtidos pelo método do bloqueio pelo C2H2/ adotou-se

esta metodologia no presente trabalho.

Injetou-se em cada frasco de incubaçao/ uma solução sahirada de

C2H2 (5 % v/v/ concentração final). A solução saturada de C2ÍÍ2 foi

produzida fíltrando-se água deíonizada em fíltros Nuclepore® de 0/1 ^m

de porosidade e borbulhando-a com gás C2H2 por um período de 15

minutos.

As amostras foram incubadas em duplicata no escuro a

temperahira in situ (7 ± l °C)/ por um período de 6 e 12 horas. Uma parte

das amostras foi imediatamente fíxada com formaldeído (2% v/v/

concentração final)/ para a determinação da concentração inicial de N20, e
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o restante das amostras teve a atividade desnitrificante interrompida com

a adição de fonnaldeído na mesma concentração final após o período de

mcubação.

2.4. Análise de N20

A preparação das amostras para análise de N20 foi realizada

empregando-se a metodologia de YOH et al. (1990), conforme üustra a

figura 6. Tomou-se uma alíquota de 5 ml da amostra contida no frasco de

mcubação com o auxílio de uma seringa de vidro graduada de 5 ml

dotada de uma agulha com poro lateral/ mjetando-a/ em seguida/ no

interior de uma outra seringa de vidro graduada de 10 ml de capacidade/

isolada do meio externo por um septo de silícone (seringa de equilíbrio)/

após duas lavagens com a própria amostra para a remoção de bolhas.

Com o auxüio de uma outra seringa de vidro de 5 ml/ injetou-se 5 ml de

He na seringa de equilíbrio e agitou-se vigorosamente por duas vezes em

um mter^alo de 5 minutos. A sermga de equilíbrio foi mantida

mergulhada em uma cuba contendo água a temperahira ambiente durante

10 minutos para evitar oscüações bruscas de temperatura/ e para que o

N20 contido na amostra de água entrasse em estado de equilíbrio entre a

fase líquida (amostra de água) e a fase gasosa (//headspace/') no interior da
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seringa. A temperahira da cuba foi monitorada com um termômetro de

mercúrio durante todo o período de análise. Com o auxílio de uma

seringa específica para cromatografia a gás (Precision Samplmg Corp.)/

tomou-se uma sub-amostra do //headspace// da seringa de equilíbrio para

a análise cromatográfica. O N20 contido no headspace foi medido com

o auxílio de um cromatógrafo a gás Shünadzu GC-14B/ equipado com um

detetor de caphira de elétrons (ECD)/ tendo o N2 como gás de arraste. A

calibração do detetor foi realizada empregando-se um padrão de N20 99/9

% (Nagoya Kosan Co./ Ltd) düuído em He/ a uma concenh'ação final de

aproximadamente 5 u.1.1-1 (5 ppb). Após a determinação dü-eta da

concentração de NzO do headspace/// calculou-se a concentração de NiO

contido na fase líquida da seringa de equüíbrio/ utilizando-se a equação

da constante de equilíbrio de WEISS & PRICE (1980) para a determinação

do coeficiente de Bunsen (Ê):

Ko=Ê/V+

onde: Ê == coeficiente de Bunsen/ definido como volume de gás (CNTP)

absrovido por unidade de volume de solução/ quando a pressão total e a

fugacidade são iguais a l atm (WEISS 1974).

V+ = volume de um mol do gás real puro em condições padrões (CNTP)^

que equivale a 22/4 litros.

Ko = constante de equilíbrio do NiO/ determinado de acordo com a

temperatura da solução durante a detennmação e as constantes Al/ A2 e
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A3/ determinados experimentahnente por WEISS & PRICE (1980) para

água doce:

hl Ko = Al + A2 (100/T) + A3 hl (T/100)/ onde:

Al = -62/7062; A2 = 97/3066; e A3 = 24/1406

T = temperatura da água (°C)

Detenninado o coeficiente de Bunsen 6/ calculou se o volume de

N20 contido em 5 ml da fase líquida:

Vol. NiO na fase líquida = VoL N20 contido em 5 ml do headspace x É

Com a determinação do volume de N20 na fase líquida/ pôde-se

determinar a concentração de N20 no frasco de incubação/ a partir da

somatória da concentração de N20 na fase gasosa com a concentração de

N20 na fase líquida/ que corresponde ao volume de N20 contido

originalmente em 5 ml de amostra:

N20 (ml) = [NzO na solução aquosa (ml) + NzO no //headspace// (ml)] x

volume de amostra / 5 ml

onde volume de amostra = volume do frasco de mcubação (ml) - volume

de solução sahirada de Cïíïz - volume de formaldeído injetado

Assim/ pôde-se detenninar a concentração de N20 contido em l litro de

amostra de água em termos de moles/ pela equação de estado para um gás

ideal:
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PV = nRT/ ou n = PV / RT

onde P é a pressão atmosférica (atm) no local da análise; V é o volume de

N20 dissolvido em l litro de amostra de água; T é a temperatura em

Kelvm (K) no momento da análise; R é a constante universal dos gases/

que equivale a 0/0821 l x atm x mol-1 x K-1 ; ene o número de moles de

NiO correspondente.

2.5. Determinação da atividade desnitrificante

A atividade desnitrifícante foi determinada pela diferença entre a

concentração de NzO acumulado na amostra antes e após o período de

incubação/ tomando-se a maior inclmaçao da cunra de tempo-N20

produzido que/ na maioria das vezes/ esteve nas primeiras 6 horas de

incubaçao:

Atividade desnitrifícante (p.M x dia-1) = [N20 final (aM ) - N20 inicial (uM )1
tempo de incubação (dias)

2.6. Análises químicas

Alíquotas para determinação de nutrientes inorgânicos dissolvidos

(NHí+/ NOr/ NOs-/ P04- e S04-)/ carbono orgâmco total (COT) e carbono
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orgânico dissolvido (COD) também foram tornadas e mantidas em frascos

de 50 ml a -20°C/ após serem filtradas em filtros de fibra de vidro

Whatman GF/F de 25 mm de diâmetro pré-calcinados a 450°C durante l

hora.

O nitrato/ nitrito e sulfato dissolvidos na água foram medidos com

o auxílio de um cromatógrafo de íons Shimadzu PIA-1000. O fosfato

dissolvido e a amônia foram medidos por espectrofotometria/ de acordo

com STRICKLAND E PARSONS (1972).

O COT e o COD foram determinados com o auxílio de um

analisador de COT Shimadzu TC05000A.

2.7. Contagem de bactérias

Sub-amostras destinadas a contagem bacteriana foram diretamente

coletadas em frascos de vidro esterilizados de 20 ml de capacidade para a

quantificação da comunidade total/ e uma outra sub-amosh-a foi filtrada

em filtro de polícarbonato Nuclepore® de 1/0 ^m de porosidade para

determmaçào do número de bactérias de vida livre. As sub-amostras

coletadas foram imediatamente fixadas a bordo com fonnaldeído

neutralizado com hexametilenoteh-amma (2% v/v/ concentração final)/ e

mantidas no refrigerador a 4 °C antes da contagem. A contagem direta

bacteríana foi realizada utüizando-se laranja de acridina como corante
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fluorescente pelo método de HOBBIE et al. (1977), e um microscópio de

epiEluorescência Olympus BH-2-RFCA. Antes da filtração/ as sub-

amostras da comunidade total foram sonicadas para desprender as células

aderidas às partículas e facilitar sua quantificação. As bactérias de vida

livre foram contadas separadamente/ usando-se a sub-amostra contendo a

fraçao menor do que 1/0 pm. Foram feitas 20 contagens de

aproximadamente 100 células para cada sub-amostra/ em sub-campos

escolhidos aleatoriamente (magnificação de 1200 x). Portanto/ para cada

sub-amostra/ foram contadas aproximadamente 2000 células. As bactérias

aderidas às partículas foram estimadas pela diferença entre o número de

células da comunidade total e o número de células de vida livre.

2.8. Caracterização fflogenética da comunidade microbiana

A caracterização füogenética das bactérias foi realizada pelo

método da hibridização fluorescente in situ (FISH)/ de acordo com

AMANN (1995) com algumas modificações quanto a concentração e

tratamento das células a serem hibridizadas/ para os quais/ empregou-se o

método de ALFREIDER et al. (1996). Este método difere do método

empregado por AMANN et al. (1995) por utilizar a filtração com filtros de

policarbonato para concentração/ lavagem e desidratação das células/ ao

invés do uso da centrifugaçao. Segundo o próprio AMANN (comunicação

pessoal)/ o uso da centrifugação para concentrar células contidas em
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amostras de águas lacustres é dês aconselhável/ visto que a existência de

um número muito significativo de células bacterianas de pequeno

tamanho nesses ambientes toma a precipitação incompleta no processo de

centrifugação/ havendo assim/ uma grande perda de células. Segundo o

autor/ com o uso da filtração a perda de células se toma menor e/

conseqüentemente/ o método torna-se mais eficiente/ apesar do maior

trabaüio.

2.8.1. Fixação das amostras

Amostras de água não fíltrada contendo a comunidade total/ bem como

amostras fíltradas em filtros Nuclepore® de 1/0 p.m de porosidade/ foram

fixadas adícíonando-se 3 partes de paraformaldeído 4 % em PBS (tampão

salino de fosfato/ pH 7/2) para uma parte de amostra/ e mantida a 4 °C por

um período inferior a 24 horas antes de serem concentradas e tratadas/ de

acordo com a técnica de AMANN et al. (1990J.

2.8.2. Concentração e tratamento das céluïas

As células fixadas foram imobüizadas sobre fíltros Nuclepore® de

0/2 j^m de porosidade e de 25 mm de diâmetro. Fütrou-se 20 ml da

mistura (15 ml de paraformaldeído + 5 ml de amosh-a)/ e o fbcativo foi

removido após três lavagens com 2 ml de PBS (pH 7/2), constituído por

130 mM de cloreto de sódio/10 mM de tampão de fosfato de sódio e o píï
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ajustado com HC1 1/2 M. As células foram desidratas após passagens

sucessivas de 500 p,l de etanol a 50, 80 e 99/5 % (3 minutos cada). Os filtros

contendo células imobilizadas foram então retirados do equipamento de

fíltração/ secados ao ar/ cortados em secções de aproximadamente 5 mm2

com o auxílio de uma tesoura de mox desmfetada com etanol 70 %/

guardados no interior de porta-fíltros esterüizados e mantidos a -20°C/

antes de se realizar a hibridizaçao.

2.8.3.Tmtamento dns lâmiíias de vidro

Lâminas de vidro de 2/5 cm por 7/5 cm foram lavadas após serem

mergulhadas em solução de KOH 10% por uma hora/ enxaguadas várias

vezes com água destilada/ secadas na eshifa e/ posteriormente/

mergulhadas em uma solução de 0/2 % de gelatina e 0/01 % de sulfato

crômio de potássio a 70 °C e secadas ao ar na posição vertical tornando-as

hidrófobas/ de acordo com a metodologia de STAHL & AMANN (1991).

Este procedimento foi de fundamental importância para que as soluções

utilizadas durante o processo de hibridização se mantivessem sobre a

lâmina e evitando-se o escorrimento do tampão de hibridização sobre a

lâmina e a secagem do fíltro/ o que teria comprometido o sucesso do

método. Todos os reagentes utüizados foram da marca Wako/ Japão.
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2.5.4. ïïibridizaçõ.o* com ologonucleotídeos fluorescentes

Secções de fíltros contendo células já tatadas para a hibridizaçao

foram colocadas sobre uma lâmina de vidro hidrófoba/ cobertas com 16 u.1

de tampão de híbridizaçao pré-aquecído a 46 °C e 2 LU da solução de

oligonucleotídeo fluorescente (50 ng.ml-1). O tampão de hibridização era

composto por 0/9 M de NaCl/ 20 mM de Tris-HCl (píï 7/4), 0/01 % de SDS

(sodium dodecyl sulfate) e concentrações variadas de formamida/ de

acordo com o oligonucleotídeo utilizado (ver tabela 4). A hibridização foi

realizada no interior de tubos de polipropüeno de 50 ml de capacidade

com tampa de rosca/ contendo no seu interior/ um pedaço de papel de

fütro embebido com 2 ml de tampão de hibridização pré-aquecido a uma

temperatura de 46 °C. O hibo de polipropüeno funcionou como uma

câmara úmida/ que manteve a concentração do tampão de hibridizaçao

inalterada e evitando também o problema de secagem das células. Os

tubos foram mantidos no interior de uma estufa elétrica a uma

temperahira. de 46 °C por um período de 90 minutos. A temperatura de 46

°C utilizada corresponde à chamada temperatura de dissociação^ isto é/

temperatura a qual a dupla hélice da molécula de rRNA se dissocia em

duas cadeias monocatenárias. A dissociação é necessária para que o

oligonucleotídeo fluorescente tenha acesso à porção da cadeia livre de

O termo "lübridizaçâo utilizado neste trabalho não se refere ao cruzamento de espécies de bactérias.

mas sim à marcação do rRNA baderiano com oligonucleotídeo fluorescente complementar à uma

porção da sua sequência de bases.
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rRNA com sequência de bases complementar a sua cadeia. Porém/ esta

temperahira depende de outro fatores/ como a composição de bases (CG

ou AU) da sequência a que se deseja hibridizar/ do comprimento da

cadeia/ etc. Se a temperatura de dissociação for ultrapassada/ passa a

ocorrer a desnaturação da molécula de rRNA (STAHL & AMANN 1991).

A função da formamida empregada na solução de hibridização foi de

reduzir a temperahira de dissociação da molécula de rRNA/ evitando-se

assim/ a sua desnaturação.

Os filtros foram posteriormente retirados cuidadosamente da

lâmina e mergulhados em 20 ml de solução de lavagem pré-aquecídos a

48°C no interior de frascos de vidro individuais e mantidos à mesma

temperatura por um período de 15 minutos/ procedimento este necessário

para se retirar do interior das células bacterianas/ os oligonucleotídeos

fluorescentes que não sofreram hibridizaçao. A solução de lavagem

continha 20 mM de Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM de EDTA/ 0/01 % de SDS e

concentrações de NaCl entre 225 mM e 80 mM/ de acordo com a fórmula

de LATHE (1985).

2.8.5. OligonucÏeotídeos utilizados

Utüizou-se neste trabalho/ oligonucleotídeos específicos ao rRNA

dos seguintes grupos: Domínio Bactéria, subclasses alfa/ beta/ gama e delta

da classe Proteobacteriü (bactérias púrpuras)/ e grupo Cytophaga-
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Flavobacteriuní. Escolheram-se os grupos acima citados porque eles

compõem a maioria das bactérias gram-negativas do domínio Bactéria

rotineiramente observada em ambientes aquáticos (WEISS et al. 1996). A

composição e a ocorrência dos grupos a serem estudados estão descritos

na tabela 5. As sequências/ os sítios de hibridização do rRNA e a

especificidade dos oligonucleotídeos/ bem como a concentração de

formamida empregada em cada oligonucleotídeo estão apresentados na

tabela 6.

O oligonucleotEdeo EUB338/ específico a uma região do rRNA das

bactérias do domínio Bactéria^ foi utilizado como controle positivo para a

avaliação da eficiência da hibridizaçao (AMANN et al. 1990). O

oligonucleotídeo NON338/ comprovadamente incapaz de hibridizar-se ao

rRNA bacteriano (MANZ et al. 1992), foi utilizado como controle negativo/

visando quantificar a porcentagem de hibrídizações nao-específicas e de

células autofluorescentes. A hibridização não-específica refere-se à

hibridização que ocorre entre um oligonucleotídeo e uma porção do rRNA

bacteriano não complementar a este. Este problema ocorre em função do

uso de temperahiras inadequadas/ ou devido à secagem indevida do

tampão de hibridização e das células durante o processo de Hbridização.

Todos os oligonucleotídeos foram marcados com

teh-ametilrodamina (TRFTC)/ um corante fluorescente que emite na faixa
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do vermelho (570 mn)/ adquiridos pela firma japonesa Takara

Biomedicals.

2.8.6. Preparação das lâminas para microscopia e deterfiiinaçâo das
proporções dos grupos

Após o período de lavagem com tampão a 48 °C/ os filtros foram

rapidamente lavados com um leve jato de água destilada/ secados ao ar/

alojados sobre lâminas limpas de vidro e corados com 2 pi de solução de

0.1 p.g.ml-1 de DAPI (4 /6-diamidino-2-phenilindole) durante 5 minutos

para a determinação total das bactérias. As lâmmas foram montadas em

um montante de glicerol/PBS (pH > 8.5) e visualizadas ao microscópio de

epifluorescência Olympus BX-FLA/ em conexão com uma câmera colorida

3CCD Hamamatsu C5810 e um analisador de imagem Olympus SP500F.

Para cada campo microscópico aleatoriamente escolhido/ duas imagens

foram digitalizadas e congeladas pelo analisador de imagem/ uma

correspondente à excitação da TRTTC/ ou seja/ referente às células

hibridizadas/ e outra correspondente à excitação do DAPI/ correspondente

o total de células. As duas imagens foram então sobrepostas pelo

analisador no monitor de vídeo para confirmar que as partículas coradas

com TRITC eram reahnente células hibridizadas/ de acordo com as células

coradas com DAPI. As figuras 7 e 8 ilustram simplificadamente a técnica

de hibridização Huorescente in situ e a obtenção das imagens das células.
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Para a contagem de bactérias aderidas às partículas/ tomaram-se/

aleatoriamente/ partículas contidas nas amostras referentes à comunidade

total/ e contaram-se as bactérias aderidas às partículas/ desconsiderando-

se as bactérias de vida livre. A contagem de bactérias de vida livre foi

realizada utilizando-se as amostras que já haviam sido previamente

passadas por um fíltro de 1/0 [^m de porosidade. A contagem das células

foi realizada sobre o monitor de vídeo/ utilizando-se imagens já

digitalizadas e salvas na memória do computador/ possibüitando uma

análise minuciosa e prolongada/ sem a preocupação com o problema de

descoloraçao que normalmente ocorre durante as contagens feitas

diretamente na lâmina ao microscópio de epifluorescência. Foram

contadas de 100 a 300 células coradas com os oligonucleotídeos

fluorescentes para cada fíltro Hbridizado (magnificação de 1000 x) e/ no

caso dos grupos contendo número muito reduzido de células

hibridizadas/ contou-se o' total de células contidas em 4 telas/

correspondentes/ cada uma/ a um campo microscópio de

aproximadamente 100 um2. As porcentagens de ocorrência das células

pertencentes aos grupos taxonômicos alfa/ beta/ gama^ delta

Proteobacteria e Cytophaga-Flavobacterium foram obtidos assumíndo-se

como 100 %/ as células pertencentes ao domínio Bactéria e/ posteriormente/

subtraindo de cada grupo/ mclusive Bactéria, a porcentagem de células

detectadas pelo controle negativo (NON338). As células hibridizadas com
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EUB338 serviram/ portanto/ como uma medida da eficiência de

hibridização/ bem como uma referência para a subsequente análise da

comunidade bacteriana com os oligonucleotídeos de cada grupo/

expressos em porcentagem de células detectadas em relação às células

detectadas com EUB338 (% de Bactéria), da mesma forma como fora

utilizada por ALFREIDER et al. (1996). O número absoluto de células de

cada grupo foi obtido multiplicando-se a proporção de células destes em

relação à contagem com DAPI pelo número de células obtido pela

contagem direta com laranja de acridma^ por esta ser mais direta e precisa

em relação à contagem realizada com DAPÏ para as células que passaram

por todo o tratamento de hibridização.

2.9. Análise estatística

Para se quantificar a influência das variáveis ambientais observadas

sobre a atividade desnifcrificante das bactérias aderidas às partículas/ bem

como das bactérias de vida livre/ foi realizada a análise de regressão

múltipla passo a passo/ de acordo com DRAPER e SMFTH (1966),

executadas com o emprego do pacote Estatística for Wmdows/// versão

4.2. Além da atividade desnitrificante das bactérias aderidas e bactérias de

vida livre/ o NiO in situ foi considerado também como variável



dependente/ por ser um produto da desnitrificação. As variáveis físicas/

químicas e biológicas utilizadas na análise foram: temperatura/ pH/

oxigênio dissolvido/ N03', NOz'/ NH4+/ POí— / S04'/ COD/ número de

bactérias aderidas e número de bactérias de vida livre/ atividade

desnitrificante das bactérias aderidas e atividade desnitrificante das

bactérias de vida livre.
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RESULTADOS

3.1. Condições ambientais

As variações temporais da temperatura e do oxigênio dissolvido no

hipolímnio do Lago Kizakí estão apresentadas na figura 9. A estratificação

térmica esteve presente de agosto a novembro (Fig. 9A)/ e a camada

anóxica surgiu a partir de 21 de setembro abaixo de 26 m de

profundidade/ desenvolvendo-se até os 22 m no fínal de novembro (Fig.

9B). Com o resfriamento das águas superficiais devido à aproximação do

inverno/ a camada anóxica voltou a restringir-se na camada inferior a 26 m

de profundidade em 13 de dezembro. O pH no hipolímnio variou muito

pouco no período observado/ ficando entre 5/88 a 6/35 (Tabela 7). Apesar

do pH ótimo para a desnitrificaçao situar-se na faixa entre 7/0 e 8/0

(WIJLER & DELWICHE 1954; NOMMIK 1956), sabe-se que o limite de

tolerância de pH para a ocorrência do processo é bastante amplo, ficando

entre 3,5 e 11/2 (PRAKASAN & LOEHR 1972), demonstrando que o
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ambiente não esteve desfavorável em termos de pH para as bactérias

desnitrifícantes.

O desenvolvimento da camada anóxica foi acompanhado por uma

nítida variação dos compostos dissolvidos no hipolunnio. O NOs'/ N02" e

N20, que estiveram presentes em concentrações consideráveis entre 22 de

agosto e 21 de setembro/ sofreram esgotamento entre 19 de outubro e 13

de dezembro na camada abaixo de 24 m (Figuras 10 A/ 10B e 10Q

respectivamente)/ caracterizando o consumo desses compostos realizado

pelas bactérias desnitríficantes. O S04- tambérn dimmuiu visivelmente no

mesmo local (Fig. UB) a partir de outubro/ sugerindo a ação de bactérias

redutoras de sulfato. O íon NH4+/ que encontrava-se em babcas

concentrações entre agosto e setembro (Fig. 11 A)/ acumulou-se no

período entre ouhibro e dezembro nas profundidades ababco de 24 m. Por

outro lado/ houve também neste período um acúmulo de N02" e N20 in

situ nas profundidades entre 22 e 24 m/ onde as concentrações de oxigênio

dissolvido estiveram próximas a 0/2 mg.l-1. Em 13 de dezembro o N02- e

N20 esgotaram-se em todo o hipolímnio (Figuras 10B e 10C).

O íon fosfato variou muito pouco no período estudado/ ficando

sempre entre 0/22 e 1/03 uM (Tabela 7).
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3.2. Atividade desnitrificante

A variação temporal da atividade desnitrificante no hipolímnio do

Lago Kizaki está üustrada na figura 12, e os valores da atividade estão

apresentados na tabela 7.

O valor máximo da atividade desrútríficante foi observado no dia

22 de agosto a 26 m de profundidade/ correspondente a 0/844 [J.M.dia-1.

Entre 22 de agosto e 21 de setembro/ as atividades máximas lünitaram-se

na parte mais prohinda do hipolímnio (abaixo de 24 m de profundidade).

Neste dia/ as bactérias aderidas às partículas foram as que mais

conhribuíram para a atividade desnitrificante/ responsáveis por 74 a 97 %

da atividade da comunidade total (Tabela 7). Porém/ com o esgotamento

de NOs" e N02" no período entre agosto e dezembro/ a atividade

desnitrificante dünmuiu consideraveünente nessa camada. Nesse período/

por outro lado/ a camada deficiente em oxigênio passou a ocupar também

profundidades superiores do hipolmmio (Figura 9 B)/ e as máximas

atividades desnitrificantes passaram a ocorrer entre 22 e 24 m de

profundidade/ onde ainda havia NOs" e N02' em disponibilidade (Figuras

10 A e 10B). Neste local/ as bactérias de vida livre foram as que mais

contribuíram para a atividade desiútrificante/ sendo responsáveis por 33 a

95 % da atividade total. Em dezembro houve a dünmuição da atividade

desnítrifícante/ tanto das bactérias aderidas como de vida livre/ em razão

da retração da camada deficiente em oxigênio causada pela
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desestratifícaçao térmica/ bem corno pelo esgotamento de N03" e de N02"

no hipolímnio.

Portanto/ a atividade desnitrificante no hipoHmnio do Lago Kizaki

foi caracterizada por dois padrões distintos de distóbuição ao longo do

tempo. De 22 de agosto a 21 de setembro/ a atividade máxima manteve-se

ababco de 24 m/ atribuída principalmente às bactérias aderidas às

partículas (Figura 12 B). De 19 de ouhibro a 22 de novembro/ por out'0

lado/ a atividade máxima manteve-se entre 22 e 24 m de profundidade/

atribuída principalmente às bactérias de vida livre (Figura 12C).

Os padrões de variação da atividade desnitrificante observados

neste trabalho (Figura 12) assemelham-se muito aos padrões de variação

de N02" e de N20 (Figura 10B e 10 C/ respectivamente)/ ou seja/ nas

camadas as quais observaram-se as máximas atividades/ houve também

um acúmulo de N02- e N20, sugerindo uma forte relação entre essas

variáveis. Esta relação foi reahnente observada pela análise de regressão

múltipla passo a passo/ que está descrita em um item à parte (3.5.) neste

capíhilo.

3.3. Contagem de bactérias

A fígura 15 mostra a ocorrência das bactérias aderidas às partículas

e bactérias de vida livre em cada um dos dias eshidados.
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O número total de bactérias no hipolmmio variou de 3/04 x IO6 a

1/21 x IO7 células.ml-1 durante o período estudado/ e os mais altos valores

foram observados abaixo de 25 m de profundidade/ sempre superiores a

10 células.mH (Tabela 7). As bactérias de vida livre dominaram em

número durante todo o período estudado (1/65 a 8/03 células x 106.ml-1)/

representadas por 54 a 95 % do total de células. Uma exceção foi

observada em agosto/ quando as bactérias aderidas às partículas

dominaram a 26 m de profundidade/ representadas por 71 % do número

total de células contadas. A dommância das bactérias aderidas às

partículas a 26 m em agosto/ bem como o número muito significativo

destas observado em setembro (1/30 a 3/97 x IO6 células.ml-1)/ coincide com

a alta atividade desnitrificante desta fração observada nesse mesmo

período (Tabela T)/ sugerindo uma- forte relação entre essas variáveis.

3.4. Análise da comunidade microbiana

Nas figuras 20 e 21 estão üustradas algumas das imagens obtidas

pela técnica de hibridizaçao in sihi, mostrando as células hibridizadas

coradas com TRFTC/ e a imagem referente ao mesmo campo microscópico

mostrando as células coradas com DAPI.
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Na tabela 8 estão apresentadas as porcentagens de eficiência de

hibridização do controle positivo (EUB338) e as porcentagens de

hibridizações não-específícas ocorridas com o controle negativo

(NON338). Entre 41 a 57 % das bactérias aderidas às partículas (média:

49/1 %) e entre 20 e 69% (média: 47/0 %) das bactérias de vida livre

coradas com DAPI foram detectadas com o oligonucleotídeo EUB338.

Segundo AMANN (comunicação pessoal)/ a eficiência de hibridizaçao em

bactérias de ambientes lacustres é em torno de 20 %/ devido ao pequeno

número de cópias de rRNA que as células bacterianas presentes nesses

ambientes normalmente possuem. RAMSING et al. (1996) obteve valores

de eficiência de hibridização correspondente a 50 % para bactérias

coletadas em um fiorde da Dinamarca/ com a ajuda de um analisador de

imagens para a contagem de células hibrídizadas/ e ALFREIDER et al.

(1996) obtiveram valores em torno de 64 % para bactérias de um lago de

alta montanha da Áustria/ com a utilização de um marcador fluorescente

de maior potência (CY-3). Portanto/ os valores de eficiência de

hibridização obtidos no presente trabalho estão de acordo com aqueles

normalmente obtidos em ambientes aquáticos.

O controle negativo (NON338) hibridizou-se com uma porcentagem

muito pequena de células coradas com DAPI (de 1/1 a 3,3 %/ média de 1/7

% para bactérias aderidas às partículas/ e entre 0/0 a 1/2 %/ média de 1/3 %

para bactérias de vida livre) (Tabela 8). Estes resultados demonstram que a

ocorrência de hibridízação não específica foi msigmficante.
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As figuras 16 e 17 apresentam os resultados pela análise da

comunidade de bactérias aderidas às partículas/ em termos de número de

células e em termos de porcentagem em relação às células pertencentes ao

domínio Bactéria, respectivamente. Os resultados correspondentes às

bactérias de vida livre estão üustrados nas fíguras 18 e 19.

A composição das bactérias aderidas às partículas foi vísiveknente

diferente das bactérias de vida livre. Em 22 de agosto e 21 de setembro/ as

bactérias aderidas às partículas foram dominadas pela subclasse beta da

classe Proteobacteria, especialmente a 26 m de profundidade (Figura 16),

representadas por 62/8 % das células pertencentes ao domínio Bactéria.

(Tabela 10). De 19 de outubro a 22 de novembro/ as subclasses alfa/ beta e

delta Proteobacterm, bem como o grupo Cytophaga-Flavobacterium,

compuseram a maior parte das bactérias aderidas às partículas/ porém/

sem que houvesse um domínio específico de algum desses grupos. As

bactérias aderidas dos grupos alfa e delta apresentaram-se em maior

número no período entre outubro e dezembro/ nas amostras coletadas em

profundidades inferiores a 25 m (Fig. 16). As bactérias aderidas da

subclasse gama tiveram a menor representatividade/ contribuindo em

média por 9/8 % das células do domínio Bactéria. (Tabela 10).

As bactérias da subclasse beta compuseram a maior parte das

bactérias de vida livre em todas as amostras analisadas (Figura 18),
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representadas/ em média/ por 41/8 % das células pertencentes ao domínio

Bactéria (Tabela 10).

As bactérias detectadas por EUB338/ porém/ não explicáveis pelas

bactérias detectadas pêlos oligonucleotídeos grupo-específicos

empregados/ foram categorizadas como outras . As bactérias de vida

livre foram representadas por uma alta proporção dessas células não

identificadas (0/4 a 67 % das Bactéria), e as bactérias aderidas foram

representadas por O a 39 % (Tabela 10).

As amostras que apresentaram atividade desnitrificante máxüna no

dia amostrado (Tabela 7) tiveram como grupo dominante a subclasse beta

da classe Proteobacteria, tanto com relação às bactérias aderidas como às

bactérias de vida livre (Figuras 16 e 18, respectivamente)/ o que sugere a

existência de uma proporção significativa de bactérias desnitrificantes

pertencentes a esta subclasse.

3.5. Análise estatística

O resultado da análise de regressão múltipla passo a passo aplicado

às variáveis dependentes atividade desnitríficante das bactérias aderidas

às partículas/ atividade desnitrificajzte das bactérias de vida livre e NzO in

sitzi está apresentado na tabela 9.
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A atividade desrútrificante das bactérias aderidas às partículas/ a

variável número de bactérias aderidas foi a contribuidora mais

significativa (52/7 % de explicação)/ seguida do íon NH4+ (15/1 % de

explicação). Para esta variável dependente/ 67^8 % da sua variabüidade foi

atribuível às variações das variáveis escolhidas.

Para a variável dependente atividade desnibrífícante das bactérias

de vida livre/ o nih-ito foi o maior contribuidor da sua variabilidade (62/5

% da explicação)/ seguido do COD (8/2 % de explicação). A alta

porcentagem de explicação do nitríto para a variabüidade da atividade

desnitrifícante das bactérias de vida livre era um fato esperado/ visto que

os padrões de distribuição dessas variáveis no hipoHmnio ao longo do

tempo se assemelham muito/ confonne a descrição feita no item 5.2..

Com relação à variável dependente N20 in sííu/ sua variabüidade

foi atribuível às variáveis independentes desnitrificação das bactérias de

vida livre e desnitrificação dás bactérias aderidas^ responsáveis por 58/9 %

e 25/0 %/ respectivamente. Esta análise foi realizada para se saber quais

dessas frações atuam de forma mais significativa sobre a variabilidade do

N20 no hipolímnio do Lago Kizaki. Verificou-se/ portanto/ que as

bactérias de vida livre são responsáveis pela maior variabüidade do N20.
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DISCUSSÃO

4.1. Atividade desnitrificante e variáveis ambientais

Na tabela 11 estão apresentados alguns valores de atividade

desnitrificante observados na coluna de água de vários lagos do mundo.

Os valores da atividade desnitrificante da comunidade total observados

neste trabalho (Tabela 7) estão dentro da faixa de valores observados entre

setembro e novembro de 1994 por TERAI & YOH (1996) também no Lago

Kizaki/ e não muito diferentes dos dados observados em outros lagos do

mundo. Uma das exceções refere-se aos valores observados no Lago

Kinneret por CAVARI & PHELPS (1977), onde taxas consideravehnente

mais altas foram medidas (3 a 36 pM.dia-1)/ em razão das altas

concentrações de NOs" existentes nesse lago (acima de 107 uM).

Os valores da atividade desnítrificante observados no hipoHmnio

são/ em geral/ muito inferiores aos valores nonnaknente observados em

amostras de sedimento. Para se ter uma base de comparação/ os valores
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da atividade desnitrificante obtidos em cada dia de experimento foram

integrados na coluna de água para a obtenção da unidade em araol por

m2 por dia/ conforme a tabela 12. Os valores da atividade desnitrificante

da comunidade total variaram entre 7/2 e 84/4 j-imoLm-2.dia-1 . TERAI &

YOH (1996) obtiveram valores estimados da atividade desnitrificante in

sitti em amostras litorâneas de sedimento do Lago Kizaki que variaram

entre 10 a 2650 nmoLm-2.dia-1/ ou seja/ valores máximos muito superiores

aos valores máximos da coluna de água obtidos no presente trabalho. A

maior taxa de remoção de nitrogênio pela desnitrificação nos sedimentos

de áreas litorâneas em relação à desnitríficação na coluna de água é um

fato esperado/ visto que a água sobrenadante oxigenada proporciona uma

rápida nitrifícação e regeneração de nitrato às bactérias desnitrificantes no

sedimento contendo babcas concentrações de oxigênio e abundância de

matéria orgânica/ proporcionando-as uma alta ativídade. Apesar da

desnitrificação na coluna de água não ser considerada um importante

sumidouro de nitrogêrüo/ pode ter consequências ecológicas e

geoquímícas importantes/ tanto em sistemas lacustres (KEENEY 1973)

como costeiros marinhos (RYTHER & DUNSTAN 1971), podendo regular

á produtividade primária em ambientes lunítantes em nitrogênio e

controlar a eutrofízação em ambientes que recebem descargas substanciais

de nutrientes de origem antropogênica (SEFTZINGER 1988).
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Os dados observados neste trabalho mostram claramente que/ em

termos comparativos/ as bactérias aderidas às partículas e bactérias de

vida livre atuam distintamente com relação à desnih-ificação ao longo do

tempo e nas diferentes camadas do hipolímnio. As bactérias aderidas às

partículas apresentaram-se proporcionalmente mais ativas nos primeiros

meses em que se formou a camada deficiente em oxigêmo dissolvido

(agosto e setembro) nas profundidades do hipolímnio inferiores a 24 m

(Fig. 12 B). As bactérias de vida livre/ por outro lado/ apresentaram-se

mais ativas entre outubro e novembro na fabca intermediária do

hipolrmnio/ entre 22 e 24 m de profundidade (Fig. 12 C). Entre 22 de

agosto e 21 de setembro/ as bactérias aderidas às partículas foram

favorecidas pela presença de NOs" em concenh-ações superiores a 6/4 [iM

(Tabela 7) e/ possívehnente/ pela presença de partículas ricas em matéria

orgânica nesse período. Apesar da ocorrência de partículas em suspensão

não ter sido quantificada neste trabalho/ sabe-se que a existência de

partículas orgânicas aumenta no ambiente pelágico após a prolifereção do

fitoplâncton/ que normahnente ocorre no verão (FUKAMI et al. 1981;

PEDRÔS-ALIÔ & BROCK 1983; SIMON 1987). SUGIURA & HANDA

(1979) verificaram que a taxa de sedimentação de partículas ricas em

carbono/ medida com coletores de sedimento instalados no Lago Kizaki a

15 m de profundidade/ é máxima entre agosto e setembro (245 a 270

mg.rn-2. dia-:l). Essas infonnações sugerem a existência de partículas

orgânicas em abundância no Hpolímnio entre agosto e setembro/ que
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devem ter favorecido as bactérias aderidas às partículas em termos de

suprimento de substrato orgânico. A ocorrência de maior número de

partículas em agosto e setembro pode estar relacionado também à

formação da estotificação térmica no metalímnio. Na fase anterior ao

estabelecimento da termoclma/ ou seja/ entre abrü e junho/ as partículas

provenientes do epilímnio/ tanto autóctones como alóctones/ teriam

sofrido afundamento^ muitas delas atingindo livremente a camada mais

profunda do hipolímnio. Porém/ com o estabelecimento da estratificação

térmica/ principalmente entre agosto e novembro (Fig. 9 A)/ as partículas

provenientes do epilímnio foram possivelmente barradas fisicamente pela

termoclina/ resultando na dunmuição destas no hipolímnio. De fato/

verifícou-se a predominância de bactérias aderidas às partículas a 26 m de

profundidade no dia 22 de agosto/ responsáveis por 71 % do total de

células/ coincidindo com a alta atividade desnitrificante na mesma

amostra (0/788p.M.dia-1; 93 % do total)/ a máxima observada em todo o

período estudado (Tabela 7). Além disso/ o número de bactérias aderidas

às partículas foi a variável independente que mais contribuiu para a

variabüidade da variável dependente ativídade desnitrificante das

bactérias aderidas (52/7 %) na análise de regressão múltipla passo a passo

(Tabela 9). As bactérias desnitrificantes são organismos aeróbios que

utilizam naturahnente o oxigênio como aceptor final na cadeia de

transporte de elétrons e/ quando o oxigênio se torna lünitante/ passam a

utilizar óxidos de nitrogênio como aceptores finais de elétrons. Portanto/ é
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muito provável que as partículas em suspensão provenientes da zona

eufótica tenham sido colonizadas em grande parte por bactérias

desnitrificantes que/ ao atingir o hipolímnio deficiente em oxigênio

dissolvido/ passaram a utilizar NOs- corno aceptor de elétrons/ resultando

na alta atividade desmtrificante observada (Fig. 12B) e no acúmulo de N20

na parte mais profunda do hipolímnio entre agosto e setembro (Fig. 10C).

Uma outra hipótese baseia-se no caminho inverso das bactérias/ ou seja/

do sedimento para a o hipolímnio anóxico e rico em NOs'. De acordo com

TERAI & YOH (1996), a máxima atividade desnitrifícante no sedimento

do Lago Kizaki ocorre entre o final de junho e julho/ isto é/ antes do

desenvolvimento da camada anóxica no hipolímnio. Os autores

verificaram também que â máxima atividade desnitrificante ocorreu na

camada mais superficial do sedimento (primeiro l cm)/ que possivehnente

se encontrava bem colonizada por bactérias desnitrifícantes em razão do

acúmulo de partículas orgânicas. Portanto/ existe a possibüidade de que

algumas dessas partículas bem colonizadas por bactérias desnitrificantes

na superfície do sedimento tenham sido ressuspensas para a camada de

água acima pelo movimento turbulento no hipolímnio. Porém/ a alta

atividade desrútrificante na camada ababco de 24 m em agosto e setembro

resultou no esgotamento de N03' e N02" em meados de outubro (Figuras

10A e 10B/ respectivamente)/ sem que houvesse a reposição desses íons

pelas bactérias nitrificantes/ em razão da permanência da anoxia nesse

local. Sem a reposição de NO?- e N02- nessa camada/ os níveis desses íons
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tomaram-se baixos de outubro a dezembro e/ conseqüentemente^ a

atividade desruh-ifícante também manteve-se extremamente baixa (Fig. 12

A). Além disser a permanência da anoxia deve ter promovido a queda do

potencial de óxido-redução a valores negativos/ tornando o ambiente

propício para o desenvolvimento de outras formas bacterianas/ como por

exemplo/ as bactérias redutoras de sulfato. Na figura UB/ que üustra a

variação temporal de sulfato no hipolmmío/ verifíca-se uma diminuição

deste íon entre outubro e dezembro/ principalmente na camada ababco de

24 m/ o que sugere a atividade de bactérias redutoras de sulfato. Sabe-se

que o sulfeto/ produto liberado por bactérias redutoras de sulfato/ possui a

propriedade de inibir tanto a desnitrificaçao (CHALAMET 1985) como a

mtrificação (HANSEN et al. 1981). Portanto/ vários aspectos podem ter

contribuído para que as condições ambientais na camada abaixo de 24 m

de profundidade se tornassem inadequadas para as bactérias

desnitrrficantes entre outubro e dezembro/ como o esgotamento de N03' e

N02" e o surgimento das bactérias redutoras de sulfato/ que passaram a

competir por substrato orgânico e também a produzir sulfeto/ inibindo a

nitrificaçao e ünpedmdo a reposição de NOs' e NÜ2'/ e inibindo a própria

desnitrificaçao.

O NH4+ que se forma nahirahnente no hLpolímnio tem basicamente

duas origens. A principal fonte refere-se aos processos de decomposição

de matéria orgânica acumulada no sedimento (mineralização aeróbia e

anaeróbia). A outra origem refere-se à redução dissimüatória de NO?- a
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NH4+/ realizada por bactérias fermentativas/ também designada como

nitrificação reversa (COLE & BROWN 1980). O NíÍT produzido é/ por sua

vez/ utilizado por bactérias nitrificantes que/ na presença de oxigênio/

oxidam o NH4+ a N02- para fbcação de COi.

O acúmulo de NH4+ observado ababco de 24 m entre setembro e

dezembro (Fig. 11 A) fortalece a hipótese de que as bactérias nitrifícantes

debcaram de agir em função da permanência da camada anóxica nesse

local (Fig. 9B)/ visto que o NHi+ é o produto primário de oxidação dessas

bactérias. Apesar do NO?- não ter sido escolhido como uma das variáveis

independentes responsáveis pela variabilidade da atividade

desnitrificante das bactérias aderidas às partículas na análise de regressão

múltipla passo a passo/ o NH4+ entrou como uma das variáveis

significativas inversamente relacionadas na análise/ cuja contribuição foi

de 15/1 % da explicação da variável dependente (Tabela 9). Esta relação

inversa entre a atividade deSnitrificante das bactérias aderidas e o NHí+

reílete a interrupção da regeneração de nitrito e nitrato pelas bactérias

nítrificantes causada pela anoxia/ resultando no acúmulo de NH4+ no

Hpolímnio. •

Entre outubro e novembro/ nas camadas um pouco acima (entre 22

e 24 m)/ verificou-se a ocorrência de atividade desnitrificante em níveis

significativos (Fig. 12 A)/ atribuída principalmente às bactérias de vida

livre (Fig. 12C)/ responsáveis por 61 a 95 % da atividade da comunidade

total (Tab. 7). As bactérias de vida livre encontraram nesta camada
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condições propícias para desnitríficar/ tais como a existência de N0s- e

NÜ2- em níveis consideráveis (Fig. 10 A e 10 B)/ bem como níveis

suficientemente babíos de oxigênio dissolvido (Fig. 9B). Além disso, as

bactérias de vida livre estiveram presentes em grande número nessa

camada (3,12 x IO6 a 5/28 x IO6 células.ml-1)/ se comparadas às bactérias

aderidas às partículas (0/44x IO6 a 2/17 x IO6 células.ml-1) (Tabela 7). A

presença do maior número de bactérias de vida livre em relação às

bactérias aderidas se deve/ entre outros fatores/ à menor taxa de

afundamento das primeiras em razão do menor tamanho das células, o

que lhes confere a capacidade de permanecer em suspensão na coluna de

água por um longo período. Segundo PEDROS-ALIO & MAS (1993), as

bactérias de vida livre possuem uma taxa de afundamento de

aproximadamente 0/1 cm por dia/ assumindo-se que as células possuem

diâmetros entre 0/5 e l f^m/ e densidade de 1/08, ou seja/ uma taxa de

afundamento insignificante. A baixa atividade desnitrificante das

bactérias aderidas às partículas nessas profundidades deveu-se/

provavehnente/ ao menor número de células em função da menor

quantidade das partículas. SUGIURA E HANDA (1979) já haviam

verificado que o número de partículas ricas em carbono no Lago Kizaki

dimmui de outubro a dezembro/ se comparado aos valores observados

entre agosto e setembro.

Os padrões de variação de NOz- (Fig. 10B) e de N20 (Fig. 10 C)

observados no hipolímnio do Lago Kizaki se assemelham muito ao padrão
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de variação da ativídade desnitrificante máxima da comunidade total (Fíg.

12 A)/ e prmcipaknente ao padrão de variação da ativídade máxima da

desmtriEicação das bactérias de vida livre (Fig. 12 C). O acúmulo de NOi" e

de N20 no hipolímnio já fora observado por DOWNES (1988) no lago

Rotoití/ Nova Zelândia/ e por YOH et al. (1990) no Lago Kizaki/ que

atribuíram o local desse acúmulo como a região a qual ocorre o

acoplamento entre a nitrificação e a desnitrifícaçao/ ou seja/ o local onde os

processos de nitrifícação e desrútrificação estariam ocorrendo

concomitantemente. DOWNES (1988) sugeriu uma hipótese para

descrever esse acoplamento da seguinte forma. Para concentrações de

oxigênio dissolvido superiores a 1/0 mg.l"1/ o NH4+ é transformado em

N02" e este a NÜ3-. Esse processo é predominante no metalímnio/ onde o

NH4+ e N02' são supridos pelo processo de difusão a partir do hipolímrúo/

fornecendo subsh'ato para as bactérias nitrificantes. Nas camadas onde o

oxigênio varia entre 0/2 a 1/0 mg.l-1/ o NHí+ é transformado em NOz'/

porém/ sem que haja oxidação de N02' a NÜ3' devido à baixa

concentração de oxigênio que impede essa transformação. Ocorre então o

acoplamento da desnitrificaçao/ sendo o N02- utilizado pelas bactérias

desnitrificantes para a formação de NzO. Em concentrações de oxigênio

inferiores a 0/2 mg.H/ ocorre a desnitrificação completa/ ou seja/ o N02~ é

reduzido a N20 e este a N2. O segundo caso/ ou seja/ a transformação do

NH^+ a N02" pelas bactérias nibrificantes e a transformação N02- a NiO

pelas bactérias desnitrificantes/ se enquadra muito bem aos resultados
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observados neste trabalho/ principalmente com relação às bactérias de

vida livre. Pela análise de regressão múltipla passo a passo/ verifícou-se

que a variável dependente atividade desnitrifícante das bactérias de vida

livre teve sua variabilidade atribuída prmcipaknente à variável

dependente nitrito (Tabela 9)/ responsável por 62/5 % da explicação, o que

alimenta ainda mais a hipótese do acoplamento nitrificação-

desnifcrifícação. A outra variável que também se relacionou

significativamente com a atividade desnitrificante das bactérias de vida

livre foi o carbono orgânico dissolvido (COD)/ responsável por 8/2 % da

explicação/ visto que o substrato orgânico também é necessário para o

processo. O COD não se relacionou significativamente à atividade

desnitrificante das bactérias aderidas/ possivehnente porque elas se

supriram do substrato orgânico presente nas próprias partículas em que

se mantiveram aderidas. A variável independente COP não foi incluída na

análise de regressão/ visto que nela estariam embutidas não apenas as

partículas mortas/ mas também as partículas vivas/ muitas das quais/ as

próprias bactérias/ que teriam interferido na análise.

Com relação ao acúmulo de N20 observado/ evidenciou-se

claramente pela análise de regressão múltipla passo a passo que a

desnitrificação foi a principal causa desse acúmulo (Tabela 9)/ sendo a

atividade desnitrificante das bactérias de vida livre a variável que mais

contribuiu para a variabüidade do N20, responsável por 58/9 % de

explicação/ e a variável desnitrificaçao das bactérias aderidas/ por sua vez/
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responsável por 25/0 % de explicação. A alta contribuição da atividade

desnitrificante para a variabüidade da concentração de N20 in sitn no

hipolünnio é um fato óbvio/ porém/ estes dados fornecem uma explicação

nítida da influência de cada forma de vida bacteriana sobre as

transformações do nitrogênio. Verifícou-se assim/ que as bactérias de vida

livre apresentaram maior influência na variabüidade do N20 in situ; se

comparadas às bactérias aderidas às partículas/ cujo resultado demonstra

a grande importância das bactérias de vida livre no ciclo do nítrogênio na

região pelágica de sistemas lacustres.

Por outro lado/ foi realizado um cálculo para se avaliar a taxa

absoluta de liberação de N20 pela desiütrifícação em todo o período

estudado/ a partir dos valores de atividade desnih'ificante integrados na

coluna de água mostrados na tabela 12. Montou-se assim/ um gráfico

indicando a contribuição das bactérias aderidas às partículas e das

bactérias de vida livre para á desnitrificaçao na coluna de água/ conforme

a fígura 13. Posteriormente/ calculou-se a área de cada uma das cursas

obtidas que forneceram a quantidade de mtrogêmo produzido pela

desnítrificação durante todo o período eshidado/ entre 22 de agosto a 13

de dezembro de 1996, conforme indica a tabela 13. Verificou-se que/ em

termos absolutos/ as bactérias aderidas às partículas produziram 4/76

mmol.m-2 de N20 no período eshidado/ o equivalente a 56 % de todo o

N20 produzido pela desnitrificaçao/ e as bactérias de vida livre/ 3/79

mmol.m-2 / o equivalente a 44 % do total. Portanto/ a contribuição de cada
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uma das formas de vida na formação de N?0 foi praticamente

equivalente/ apesar de atuarem em épocas e em camadas distintas do

Hpolímnio.

4.2. Contagem de bactérias

Os estudos comparativos entre bactérias aderidas às partículas e

bactérias de vida livre no Lago Kizaki já têm sido realizados desde o fínal

da década passada. KATO & SAKAMOTO (1981) verificaram que/

durante a estratificação térmica de verão/ as bactérias de vida livre

predominam no epilmmio do Lago Kizaki/ sendo que no hípolímnio/ as

bactérias aderidas foram predominantes. KATO (1985) acredita que/

apesar da ocorrência dos constituintes da comunidade bacteriana e dos

mecanismos relacionados à adesão das bactérias às partículas em

suspensão serem de extrema complexidade mesmo em ambientes

lacustres/ o número e a atividade das bactérias de vida livre e das

bactérias aderidas às partículas são governadas pela disporúbüidade de

partículas apropriadas para a colonização/ bem. como pela concentração de

nutrientes dissolvidos.

Em todos os dias amostrados/ a maior densidade de células

bacterianas foi observada na parte mais profunda do hipolímnio/ entre 25
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e 26 m de profundidade/ superando IO7 células por ml (Tab. 7). Tanto as

bactérias de vida livre como aderidas às partículas foram mais abundantes

também nessa camada/ que apresentou-se anóxica em praticamente todo o

período eshidado (Fig. 9B). Com relação às bactérias aderidas/ foi

mencionada anteriormente que a grande abundância de células em agosto

pode estar relacionada ao maior fluxo de partículas provenientes da zona

eufótica nesse período/ após o florescunento fítoplanctônico no verão e

servindo como habitais para as bactérias. Os valores de COD observados

no hipolímnio estiveram sempre na faixa entre 1/26 e 2/61 rng.1"1 (Tabela

T)/ demonstrando que este composto sempre esteve presente no ambiente

e/ portanto/ disponível às bactérias de vida livre/ o que explica a alta

abundância desta forma de vida durante todo o período estudado.

Com relação à maior abundância de bactérias na camada mais

profunda do hipolímrüo/ sabe-se que/ apesar de haver descrições sobre

protozoários que vivem ativamente em ambientes anóxicos (FENCHEL et

al. 1990), a pressão de grazmg, muitas vezes pode ser reduzida nessas

condições. COLE et al. (1993), realizando eshidos comparativos sobre

abundância e morfologia de bactérias em uma série de 20 lagos/

verificaram que tanto a abundância como o tamanho das células

bacterianas eram consistentemente maiores em ambientes anóxicos em

comparação aos ambientes óxicos. ABE et al. (1998)* realizaram

AABE. D. S.; G-TOTK L.; KATO. K. (1998). CUniversídade de Shinshu. Japão) / Trabalho a ser
submetido para publicação/
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experimentos em paralelo ao presente trabalho/ submetendo amostras do

hipolímnio do Lago Kízaki a condições óxicas e anóxicas para se medir a

taxa de ingestão de bactérias de vida livre por organismos menores do

que 3,0 j^rn. Os autores verificaram que o decréscimo do número de

células bacterianas ocorreu apenas em amostras submetidas às condições

óxicas (Fig. 14), concluindo que a pressão de "grazing" em condições

anóxicas não foi sigrúficativa no hipolímrúo do Lago Kizaki. Portanto/ a

maior densidade bacteriana no hipolímnio provavehnente esteve

relacionada à menor pressão de //grazing// nesse local.

4.3. Análise da comunidade bacteriana

A eficiência de hibridização em torno de 50 % em relação às células

coradas com DAPI obtida neste trabalho (Tabela 8) e não de 100 %/ se

deve ao fato de as bactérias que vivem em ambientes oligoh-ófícos e

mesotróficos lacustres possuírem/ em geral/ quantidade reduzida de

cópias de rRNÍA em suas células se comparadas/ por exemplo/ às células

que se desenvolvem em ambientes eutrófícos/ visto que a quantidade de

rRMA contida na célula está relacionada à quantidade de ribossomos que/

na maioria dos casos/ está relacionada à atividade metabólica das células

(AMANN et al. 1995). Havendo poucas moléculas de rRNA na célula/ o

número de hibridizações e/ conseqüentemente/ a quantidade de
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fluorocromo no interior da célula serão também pequenos/ dificultando a

sua visualização ao microscópio. Além disso/ a técnica empregada possui

limitações quando usadas para bactérias gram-positivas/ por possuírem

uma parede celular espessa que dificulta a permeabüidade dos

oligonucleotídeos para o interior das células. No caso das bactérias gram-

positivas/ toma-se necessário o uso de etanol para fixação no lugar de

paraformaldeído/ bem como o uso de enzimas como/ por exemplo/ a

lisozuna-EDTA para atacar a parede celular/ tomando-as mais permeáveis

aos oligonucleotídeos fluorescentes (HAHN et al. 1992). Esta técnica não

foi empregada no presente h'abalho pois seria necessário um h'atamento à

parte para bactérias gram-positivas/ visto que a lisozima destrói bactérias

gram-negativas/ o que tornaria o trabalho muito dispendioso. De acordo

com TERAI (1979), a grande maioria das bactérias desnitrificantes por ele

caracterizadas no lago Kizaki é pertencente ao grupo das gram-negativas/

informação esta que nos fez optar pela caracterização apenas deste grupo.

Além disso/ o tratamento com lisozima-EDTA não é perfeitamente eficaz

na permeabüização da parede celular das bactérias gram-positivas

(AMANN et al. 1992).

O uso da câmera colorida de alta resolução Hamamatsu C5810

acoplada a um analisador de imagens foi de fundamental importância

para a melhoria da detecção das células hibridizadas. Com este

equipamento/ tornou-se possível aumentar a captação da emissão das

células hibridizadas com o aumento do tempo de exposição da imagem e
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o armazenamento desta na memória do computador/ possibilitando uma

análise minuciosa e prolongada no monitor de vídeo/ sem a preocupação

com o problema de descoloraçao que normalmente ocorre durante as

contagens feitas diretamente na lâmina ao microscópio de

epifluorescência. Outro aspecto importante com relação ao uso do

equipamento refere-se à sobreposição das duas imagens obtidas a partir

do mesmo campo microscópico/ após ser üuminado com a luz de

excitação para TRTTC e para DAPI/ permitindo a distinção entre

partículas que fluoresceram na mesma faixa do TRTTC com células

verdadeiramente Hbridizadas (ver figura 8). Dentre as partículas

fluorescentes que interferem na imagem/ destacam-se as partículas

orgânicas auto-fluorescentes e cristais de TRFTC contidos na solução

impura de oligonucleotídeos fluorescentes.

Os resultados da análise da comunidade microbiana mostraram

variação das proporções entre os diferentes grupos de bactérias aderidas

às partículas detectadas ao longo do tempo. A mudança da atividade das

bactérias aderidas às partículas/ de valores extremamente altos entre

agosto e setembro para valores babíos entre ouhibro e dezembro (Figura

12 B)/ foi acompanhada por uma nítida mudança na composição da

comunidade bacteriana. Enh-e 22 de agosto e 21 de setembro/ as bactérias

aderidas foram compostas principalmente por membros da subclasse beta

da classe Proteobacteria (Fig. 16). De 19 de outubro a 13 de dezembro/

apesar de as bactérias da subclasse beta estarem presentes em números
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sigiúfícativos/ houve um visível aumento na proporção de outros grupos/

como as subclasses alfa e delta/ bem como do grupo Cytophaga-

Flavobacterium. O aumento do número de bactérias aderidas da subclasse

alfa e delta/ principalmente nas amostras entre 25 e 26 m de profundidade/

era um fato esperado/ visto que houve diminuição da concentração de

S04- nesse local (Figura UB)/ um indicativo da atividade de bactérias

redutoras de SÜ4-. De acordo com AMANN et al. (1992) a subclasse delta

é composta prmcipahnente por bactérias redutoras de S04~/ e o

oligonucleotídeo ALFA utilizado neste trabalho/ específico ao rRNA das

bactérias da subclasse alfa/ é específico também a alguns membros da

subclasse delta (ver tabela 5). Portanto/ o aumento do número de células

pertencentes às subclasses alfa e delta indicam o aumento do número de

bactérias redutoras de sulfato/ em razão das condições anóxicas que foram

observadas no local. Este resultado reforça a hipótese de que as bactérias

desnitrific antes nas camadas ababco de 24 m de profundidade foram

prejudicadas em parte pela competição ocorrida entre elas e as bactérias

redutoras de sulfato. A proporção sigmficativa de ocorrência de membros

do grupo Cytophaga-Flavobacterium entre as bactérias aderidas às partículas

(média de 17 %)(Tabela 10) era um fato esperado. DeLong et al. (1993),

que caracterizaram a comunidade de bactérias de vida livre e bactérias

aderidas a agregados orgânicos de ambiente marinho/ verificaram que

grande parte das bactérias aderidas (55 % do total) era composta por
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membros do grupo Cytophaga-Flavobacterium, o mesmo não acontecendo

com relação às bactérias de vida livre. Este grupo caracteriza-se por

possuir espécies de bactérias adaptadas às condições de vida na forma

aderida/ corno motilidade por deslizamento e a habüídade de degradar

uma grande variedade de compostos de alto peso molecular/ incluindo

proteínas/ polissacarídeos/ quitina e ácidos nucléicos.

As bactérias de vida livre/ por outro lado/ foram dominadas pêlos

membros da subclasse beta em praticamente todas as amostras (Figura

18), e também pelas bactérias do domínio Bactéria que não pertencem a

nenhum dos grupos analisados neste trabalho/ categorizadas como

outras . Em algumas das amostras/ estas bactérias representaram até 67

% das bactérias do domínio Bactéria (Tabela 10). Este dados mostram que a

caracterização geral da comunidade bacteriana/ utilizando-se apenas 5

grupos fílogenéticos mtermediáríos/ é ainda insuficiente/ pelo menos para

as bactérias de vida livre. DELONG et al. (1993) e FUHRMAN et al. (1994),

que realizaram um eshido fílogenético das bactérias de ambientes

marinhos utilizando-se a técnica de amplificação (PCR)/ clonagem e

sequenciamento gênico de moléculas de rRNA/ verificaram que a vasta

maioria das bactérias de vida livre eram pertencentes a grupos não

descritos fílogeneticamente. Portanto/ pouco se coníiece ainda a respeito

das bactérias/ principahnente de vida livre/ e muitas das técnicas de

detecção desenvolvidas até o momento não são ainda suficientes para uma

ampla caracterização da comunidade bacteriana em ambientes naturais.
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A dominância das bactérias da subclasse beta já fora observada em

outros ambientes de água doce/ como em partículas agregadas do Lago

Constance na Alemanha (WEISS et al. 1996), em amostras de água e de

gelo de um lago de alta montanha da Áustria (ALFREIDER et al. 1996), e

em biofílmes de sistema de tratamento terciário de água em alta atividade

desnitrifícante (NEEF et al. 1996). Os dados observados no presente

trabalho reforçam a hipótese de que a subclasse beta da classe

Proteobacteria possui um papel significativo em ambientes de água doce.

Tomou-se evidente/ portanto/ que as bactérias da subclasse beta

dominaram em agosto e setembro/ justamente na época em que se

observaram as maiores taxas de desnitrificaçâo das bactérias aderidas

(Tabela 7). Com relação às bactérias de vida livre/ verifícou-se também

que a subclasse beta foi o grupo dommarLte principalmente nas amostras

em que foram observadas as mais altas taxas de desnitrificaçao (Figura

18). Esses dados sugerem que as bactérias desnitrificantes/ tanto aderidas

às partículas como de vida livre/ eram pertencentes principahnente à

subclasse beta da classe Proteobacterm. Dentre os géneros de bactérias

desnitrificantes descritos por INGRAHAM (1981) pertencentes à subclasse

beta/ destacam-se Alcaligenes^ Neisseria e Chromobacterium^ sendo o género

Alcaïigenes tido como o segundo mais representativo numericamente em

lagos (GAMBLE et al. 1977). Secundo MOBARRY et al. (1996), a subclasse

beta compõe também a maioria das bactérias amônio-oxidantes/ ou seja/ a
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parcela das bactérias nitrificantes responsável pela regeneração de N02" a

partir de NH4+. Pela análise de regressão múltipla passo a passo/ foi

observada uma forte ligação enh'e o consumo de NH4+ e a ativídade

desnitrifícante das bactérias aderidas às partículas (Tabela 9)/ e

principalmente entre o acúmulo de N02' e a atividade desnitrificarLte das

bactérias de vida livre/ sugerindo a existência de um acoplamento entre

nitrificação e desrútrificaçao. Portanto/ é muito provável que a abundância

de bactérias pertencentes à subclasse beta nas amostras em que foram

observadas as mais altas atividades desnita'ificantes se deva/ além da

existência de bactérias desnitrificantes pertencentes à esta subclasse/

também à existência de bactérias amônio-oxidantes.

O género Psezidomonas, pertencente à subclasse gama da classe

Proteobacteria^ é citado em diversos trabaüios como sendo o grupo que

inclui o maior número de espécies de bactérias desnitrificantes isoladas de

amostras de solo/ de sedürientos marinhos e de sedimentos lacusb-es

(GAMBLE et al. 1977; HEFTZER & OTTOW 1976), e citado também como

numericamente abundante nesses ambientes. TERAI (1979) realizou um

estudo taxonômico das bactérias desnítrificantes do Lago Kizaki/

estimadas pelo método de contagem pelo número mais provável (MPN)

em meio Gütay/ e classificou a grande maioria (34 espécies entre 44) como

pertencentes ao género Pseudomonas. Porém/ no presente trabalho/ as

bactérias da subclasse gama foram muito pouco representativas^ tanto

como bactérias de vida livre em todas as amostras analisadas/ como para
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as bactérias aderidas referentes às amostras de agosto e setembro/ quando

se verificou a maior atividade desnitrifícante desta forma de vida no

período estudado (Tabela 10). Em. ouh'os trabalhos realizados em

ambientes pelágicos de sistemas lacust*es/ verifícou-se também que as

bactérias da subclasse gama são as menos representativas entre outas

subclasses da classe Proteobacteria (ALFREIDER et al. 1996; WEISS et al.

1996), bem como em biofílmes de sistema tercíário de tratamento de água

enriquecidos com metanol/ onde ocorre mtensa atividade desnitrificante

(NEEF et al. 1996). Portanto/ os resultados obtidos no presente trabalho

confirmam a baixa representatividade das bactérias pertencentes à

subclasse gama da classe Proteobacterin normalmente observada em

ambientes de água doce. Estes resultados sugerem que as bactérias do

género Pseudomonas não são numericamente tão representativas em

ambientes lacustres como normahnente são referidas.
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CONCLUSÕES

- As bactérias aderidas às partículas e bactérias de vida livre apresentam

padrões de distribuição da atividade desnitrificante distintos ao longo do

tempo/ sendo as primeiras mais ativas nos estágios iniciais da anoxia

(entre agosto e setembro) nas profundidades próximas ao fundo (abaixo

de 26 m)/ e as últimas apresentaram-se mais ativas entre ouhibro e

novembro/ nas profundidades intermediárias do hipoHmnio (entre 22 e 24

m de profundidade).

- A atividade desmtriEicante das bactérias aderidas às partículas esteve

muito influenciada pelo número de bactérias aderidas/ ligada

provavehnente à abundância de partículas bem colonizadas/ e a atividade

das bactérias de vida livre esteve influenciada principalmente pela

concentração de nitrito dissolvido na água/ resultante possiveünente/ do

processo de nitrifícação.

- A contribuição das bactérias aderidas às partículas e bactérias de vida

livre para a produção absoluta de N20 no hipolímnio foi praticamente
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equivalente em todo o período estudado (56% e 44 %/ respectivamente)/

apesar de atuarem em épocas e em camadas distintas.

- As bactérias aderidas às partículas foram geralmente compostas pelas

subclasses alfa e beta da classe Proteobacteria, e pelo grupo

Cytophaga/Flavobacterium, e as bactérias de vida livre foram dominadas

pela subclasse beta Proteobacteria e por bactérias não caracterizadas.

- As amostras que apresentaram atividade desnitrificante máxüna tiveram

como subclasse dominante as Proteobacteria beta. Este resultado sugere que

as bactérias desnitrifícantes do hipolímnÍo do Lago Kizaki são compostas

principalmente por bactérias pertencentes à subclasse beta da classe

Proteobacteria^ ou então/ sugere a presença também de bactérias

nitrifícantes pertencentes a esta subclasse vivendo em conjunto com

bactérias desiúbrificantes/ realizando o acoplamento entre a nitrificação e a

desnitrificação.

- A alta porcentagem de bactérias de vida livre do domínio Bactéria,

porém, não pertencentes a nenhum dos 5 grupos estudados/ sugere a

necessidade do uso de oligonucleotídeos específicos também a outros

grupos intermediários/ para uma caracterização geral da comunidade

bacteriana.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os métodos de detecção e identificação de microorganismos baseados

em técnicas de biologia molecular têm contribuído muito para a maior

compreensão da dinâmica e diversidade microbianas em seu próprio nicho.

Porém/ pouco se conhece ainda a esse respeito das bactérias desnitrificantes

em sistemas nahirais. Além da dificuldade de detecção em razão da sua

enorme diversidade/ as bactérias desnit'ificantes ahiam tanto como bactérias

aeróbias convencionais/ oxidando a matéria orgânica com a redução de

oxigênio/ como desiútrifícantes propriamente ditas/ reduzindo óxidos de

nitrogênio e liberando N20 e N2. Assim/ mesmo que se observe a existência

de bactérias desnitrificantes em um determinado sistema deficiente em

oxigênio dissolvido/ isso não indica necessariamente que ali esteja ocorrendo

desnitrificação/ visto que elas podem estar utilizando o pouco do oxígênio

que resta no ambiente. Portanto/ toma-se necessária uma outra forma de
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detecção/ baseada não apenas na fílogenia/ mas também na funcionalidade

das bactérias a serem detectadas in situ. A abordagem mais promissora para

a detecção funcional das bactérias baseia se na detecção do RNA mensageiro

(mRNA) bacteriano/ que dá uma indicativa da transcrição gênica e produção

protéica de uma determinada atividade metabólica. Os métodos atuais de

detecção são ainda ineficazes para a detecção dessas moléculas in situ, dada a

sua escassez e mstabüidade no interior das células. Porém, com o advento de

novas técnicas progressivamente mais sensíveis de detecção/ o uso desta

abordagem tomar-se-á possível em um fuhiro próximo. O uso de técnicas

baseadas em moléculas específicas de rRNA em paralelo a técnicas baseadas

em moléculas de mRNA forneceria correlações entre composição da

comunidade/ relações espaciais entre diferentes membros e atividade

específica in situ de populações definidas de bactérias em ambientes

aquáticos. Esta seria/ portanto/ uma das perspectivas para um estudo fuhiro.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a grande importância

das bactérias nas transformações dos compostos nitrogenados no ambiente

pelágico lacustre. Apesar do Lago Kizaki apresentar um hipolímnio com

temperaturas relativamente bab<as/ em torno de 7°C/ essas transformações

foram muito evidentes. No caso de sistemas aquáticos tropicais/ muitos dos

quais situam-se no território brasileiro/ as transformações são virtuahnente

maiores em razão da alta temperahira das águas e da grande diversidade de
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espécies nonnaLnente observadas nesses sistemas/ que abrem perspectivas

fuhiras para eshidos nesses sistemas.
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FIGURA l - Localrzação do Lago Kizaki, Japão.
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FIGURA. 2 - Imagem de satélite da área onde está situado o Lago KizakL

Extraído de VTIDA (1995).

Rio Nougu

Estação de coleta

O J 1 KM

Rio Nougu

FIGURA 3 - Mapa batimétrico do Lago Kizaki, indicando a estação de coleta.
Extraído de ILEC (1993).
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FIGURA 4 - Vista geral do Lago Kizaki. Foto de T. Sugiura, extraída de

NIRAQ984).

FIGURA 5 - Momento da coleta de amostra de água no Lago Kizaki em

outubro de 1996.
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FIGURA 6 - Amostragem para análise de N20 por cromatografia a gás, baseada

na metodologia de Yoh et al.(1990).
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FIGURA 7 - Ilustração simplificada da técnica de hibridização fluorescente in situ.

A) Dois grupos imaginários de bactérias compostos por espécies de di-

fereníes morfbtipoí; B) Células sobre filtro em contato com oligonucleo-

tídeos específicos ao Grupo í; C) Quadro ampliado de células com rRNA,

ilustrando as espécies l e 2 hibridizadas (Gmpo I) e espécie 4 não hibri-

dizada (Grupo II).
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FIGURA 8 - Células bacterianas sobre filtro após ser tratadas para hibridização com
oligonucleotídeos fluorescentes específicos ao rRNA do Grupo I e poste-

riormente coradas com DAPI. A) excitadas com luz específica para TRITC,

indicando células hibridizadas em vermelho; B) excitadas com luz específica

para DAPI, indicando a totalidade das célulasem azul; C) imagens de A e B
sobre postas no monitor de vídeo, indicando a existência de partículas fluo-

rescentes de origem nâo-celular em vermelho.
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FIGURA 9 - Variação temporal da temperatura (A) e da concentração de oxigênio
dissolvido (B) no hipolÍmnio do Lago Kizaki, no período de agosto a
dezembro de 1996.
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FIGURA 13 - Variação temporal da atividade desnitrificante integrada na coluna de água
do Lago Kizaki, correspondente às bactérias aderidas às partículas e
às bactérias de vida livre, no período entre agosto e dezembro de 1996.
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FIGURA 14 - Taxa de remoção de células bacterianas em condições óxicas (azul) e
anóxicas (rosa) realizada por "grazers" menores do que 3,0 (^m de

diâmetro em amostras coletadas no Lago Kizaki. Extraído de ABE et al.

(1998)*.

* ABE, D.S.; G-TOTH, L.; KATO, K. (Umversidade de Shmshu, Japão).
/A ser submetido para publicação/.
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FIGURA 15 - Número de bactérias aderidas às partículas (azul) e de bactérias de
vida livre (rosa) em amostras coletadas no hipolímnio do Lago
Kizaki, entre agosto e dezembro de 1996.
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BACTÉRIAS ADERIDAS
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10
13 DE DEZEMBRO

24 m 25m

FIGURA 16 - Ocorrência de bactérias aderidas às partículas correspondentes aos grupos
filogenéticos estudados pela técnica de híbridização fluoresceníe in situ em
amostras do hipolímnio do Lago Kizaki, no período de agosto a dezembro de
1996.

ALFA: subclasse alfa da classe Proteobacteria; BETA: subclasse beta da classe Proteobacteria;

GAMA: subclasse gama da classe Proteobacteria; DELTA: subclasse delta da classe Proteobacteria;

CF: grupo Cytophaga/Ffavobacterium; OUTRAS :células pertencentes ao domínio Bactéria, porém, não

pertencentes a nenhum dos grupos estudados.
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BACTÉRIAS ADERIDAS
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Figura 17 - Porcentagem de ocorrência dos gmpos de bactérias aderidas às partículas detectados
pela técnica de hibridizaçáo in situ em amostras do Lago Kizaki, 1996.
ALFA: subclasse alfa da classe Proteobacteria; BETA: subclasse beta da classe Proteobacteria;
GAMA: subclasse gama da classe Proteobacteria; DELTA: subclasse delta da classe Proteobactería;
CF: grupo Cytophaga/Flavobacteríum; OUTRAS:células pertencentes ao domínio Bactéria, porém, não
pertencentes a nenhum dos grupos estudados.

(%): porcentagem em relação às células detectadas com oligonucleoíídeos específicos ao domEnjo
Bactéria
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BACTÉRIAS DE VIDA LIVRE
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24 m 25 m

FIGURA 18 - Ocorrência de bactérias de vida livre correspondentes aos gmpos filogenéticos
estudados pela técnica de hibridízação fluorescente in sítu em amostras do
hipolímnio do Lago Kizaki, no período de agosto a dezembro de 1996.

ALFA: subclasse alfa da classe Proteobacteria; BETA: subclasse beta da classe P roteo bactéria;

GAMA: subclasse gama da classe Proteobacteria; DELTA: subdasse delta da ciasse Proteobacferia;

CF: gmpo Cytophaga/Flavobacterium; OUTRAS;células pertencentes ao domínio Bactéria, porém, não

pertencentes a nenhum dos grupos estudados.
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BACTÉRIAS DE VIDA LIVRE
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Figura 19 - Porcentagem de ocorrência dos gmpos de bactérias de vida livre detectados pela
técnica de hibridização in situ em amostras do Lago Kízaki, 1996.
ALFA: subclasse alfa da classe Proteobacteria; BETA: subclasse beta da classe Proteobacteria;
GAMA: subclasse gama da classe Proteobacteria; DELTA: subclasse delta da classe Proteobactería;
CF: grupo Cytophaga/Flavobacterium; OUTRAS:células pertencentes ao domínio Bactéria, porém não
pertencentes a nenhum dos grupos estudados.
(%): porcentagem em relação às células detectadas com oNgonucleotídeos específicos ao domínio

Bactéria
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22 DE AGOSTO DE 1 996 - 26 m

alfa Proteobacteria DAPI

22 DE AGOSTO DE 1 996 - 26 m

beta Proteobacteria DAPI

FIGURA 20 - Imagens obtidas pela técnica de híbridização fluorescente in siíu . Esquerda:

células hibridizadas (em vermelho); direita: células coradas com DAPI (em azul).
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A B

FIGURA 21 - Imagens de bactérias de vida livre coradas com DAPI (azul; A) e hi-
bridizadas com oligonucleotídeos específicos ao domínio Bacíeria

marcados com TRITC (vermelho; B), correspondentes ao mesmo

campo microscópico. Amostra do Lago Kizaki coletada a 22 m de

profundidade no dia 22 de novembro de 1996.
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TABELAS



Tabela l - Dados mensais de temperatura, pH, oxigênío dissolvido, nitrogênio total,

fósforo total e carbono orgânico dissolvido (COD) na subsuperfície (0,5 m) e
fundo (29 m) do lago Kizaki, referentes ao ano de 1985. Extraído de ILEC

(1993).

Mês
Janeiro

Fevereiro

Marco

Abril

Maio

Junho

Julho

Agosto

Setembro

Outubro

Novembro

Dezembro

Prof.(m)

0,5

29

0,5

29

0,5

29

0,5

29

0,5

29

0,5

29

0,5
29

0,5

29

0,5

29

0.5

29

0,5

29

0,5

29

Temper

(°C)

11,5

6,8

14.4

5.4

19,7
5,7

20,7

5,8

28,0
5,8

21,1

5,9

16,1

5,9

9,9

5,9

5,9

5,7

pH

7,4

6,6

7,3

6,6

9,2

6,5

7,2

6,4

7,5

7,6

7,4

6,4

7,7

6,5

7,8

7,8

6,8

6,8

Ü2 DJSS.

(mg.r1)

11
8,5

10
8,6

9,9

6,1

9,6

3,1

8,5

0,8

8,6

0,9

9,4

1,0

9,5

0,2

8,9

6,2

N - total

(mg.r)

0,47

0,71

0,49
0,72

0,36

0,90

0,27

0,88

0,29
0,58

0,19

0,56

0.14

0,44

0,15
1.2

0,44

0,47

P - total

(m9-r1l

0,012
0,009

0,015
0,009

0,007
0,015

0,005
0,011

0,035
0,005

0,006
0,010

0,005
< 0,003

0,004
0,057

0,008
0,008

COD
(mg.1-1)

2,3

1,5

2,1

1,1

3,0

1,8

1,2

1,3

1,6

0,8

1,3

1,1

< 0.5

1,6

1,0

2,3

0,9

1,0
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Tabela 2 - Variações mensais de clorofila na coluna de água do Lago Kizaki. Dados

obtidos em 1981. Extraído de ILEC (1993).

Concentração de clorofila(|j.g.l)
Prof.(m) Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

o - -- -

2 -- - -

5 -- - -

10 -- - -

20 -- - -

0,5

1,0

0,9

0,5

0,5

0.5

1,8

4,4

2,7

1.0

2,1

1,7

0,9

0,9

0,3

6.4

6,0

1,8

0,5

0.4

7.8

14,6

1,3

0,6

1,1

0,4

1,0

1,2

0,7

0,5

2,1

2,0

2,2

2,1

1.0

Tabela 3 - Variações anuais de temperatura e precipitação na região do Lago

Kizaki. Dados referentes ao período entre 1972 a 1980 (ILEC 1993).

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Ju! Ago Set Out Nov Dez Anual

Temperatura

média (°C) -3,5 -3,4 0,2 7,1 13,0 17,1 21,0 21,5 17,1 11,0 4,8 -0,5 8,8

Precipita- 184 171 148 160 136 218 180 179 164 112 144 157 1953

cão (mm)

Tabela 4 - Principais entradas de nitrogênio e fósforo no Lago Kizaki.

Dados referentes ao ano de 1982 (ILEC 1993).

Fontes (toneiadas/ano)
Industriais Naturais Outras Total

N total O 7,2 11,29 18,49
P total O 0,34 0,66 1,00
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TABELA 5 - Principais membros e ocorrência dos grupos de bactéria caracteri-

zados pela técnica de hibridização in situ no presente trabalho.

Grupo Principais membros Ocorrência

Alfa P roteo bactéria Família Rhyzobiaceae, géneros

Paracoccus, Caulobacter.

Rhodospínllum, Nitrobacter,

Agrobacíeríum, Azospirílium.

Rhodobacter, Rhodopseudomo-

nas(Weissetal.1996).

Alguns membros da subciasse

delta da classe Proíeobscteha.

Em ambientes marinhos: como bactéhas de vida livre

(Pacifico Norte Central; DeLong et al. 1903).

Em macroagregados do Lago Constance: 11 a 25%

de Bactéria (Weiss et al. 1996).

Em lodo ativado: 10% de Bactéria (Wagner et ai. 1993).

Em lago de atta montanha: 8a 16 % de Bactéria

(Alfreideretal. 1996).

Beta Proteobacteria Géneros Commamonas.

Hydrogenophaga e Acidovorax

(todos previamente tidas como

pertencentes ao género

Pssudomonas): Alcaligenes,

Neissena. Chromobacterium.

maioria das bactérias amõnio-

oxidantes (Weiss et al. 1996).

Em lodo ativado: 42 % de Bactéria (Wagner et al. 19S3),

Em biofilmes de sistemas de tratamento de água (Neef

et al. 1996).

Em macroagregados do Lago Constance: 27-42% ds

Bactéria (Weiss et al. 1996).

Em lago de alta montanha: 6,5 a 11,6 % de Bactéria

(Alfreider et af. 1996).

Gama Proteobacteria Géneros Acínetobacter,

Aeromonas. Legionella, Vibrío,

família Enterobacteriaceae e as

verdadeiras Pseudomonadas

(Weissetal. 1996).

Em ambiente marinho: como bactérias de vida livre e

bactérias agregadas (DeLong et al. 19S3)

Em biofilmes de sistemas de tratamento de água (Neef

et al. 1996).

Em macroagregados do iago Constance: 9a 33 % de

Bactéria (Weiss eí al. 1996}.

Em lodo ativado: 34 % de Bactéria (Wagner et ai. 1993).

Em lago de alta montanha; 0.4 a 1.3 % de Bactéria

(Alfreideretal. 1996).

Delta P roteo bactéria

Grupo Cytophaga/

Flavobacterium

Maioria das bactérias redutoras

de sulfato (DesuSfomonas,'

Desulfobacter. Desulfovíbrío,

Desulfobacteríum)

(Amannetal.(1992).

Géneros Cytophags,

Flavobactenum, Flesdbacter,

Flexithríx, Sphingobsctenum,

Riemerelta. Saprospira

(Manzetal. (1996).

células em forma de longos bastonetes na parte

superior da termociina de um fiorde estratificado, e

células grandes elipsóides nas partes mais profundas

(Ramsing et al. 1906).

Em biofifmes de sistema de tratamento de água (Amann

et al. 1992),

Principais bactérias aderidas às partículas em

ambientes marinhos (DeLong et al. 1993).

Lago de alta montanha: 5- 9 % de Bactéria (AIfreider

et al. 1996).
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TABELA - 6. Sequência de bases dos oligonucleotídeos/ sítios do rRNA/

especificidade e concentrações de formamida empregadas na

técnica de híbridízação fluorescente in situ/ para amostras de

bactérias do hipolírmúo do Lago Kizaki/ Japão.

Oligo- Sequência
nucleotídeo de basest

sitio

do rRNA*
Especificidade Concentração de

formamida

EUB3 3 8 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 16S. 338-355 Domínio Bactéria

(controle positivo)

ALFA CGTTCGYTCTGAGCCAAG 16S. 19-35

BETA GCCTTCCCACTTCGTTT

GAMA GCCTTCCCACATCGTTT

Subclasse atfa da classe
Proteobacteria. vários

membros da subclasse
delta da classe Proïeobacïería.
vários Spirocheias

23S. 1027-1043 Subclasse beta da classe
Proteob aderia

23 S. 1027-1043 Subclasse gama da classe
Proieobacteria

DELTA CGGCGTCGCTGCGTCAGG 16S. 385-402

20

20

35

35

35

CF TGGTCCGTGTCTCAGTAC

NON338 ACTCCTACGGGAGGCAGC

Maioria dos membros da sub-

classe delta da classe
Proteobacieria. algumas bactérias

gram-positivas

16S. 319-336 Grupo Cytophaga-Flavobacterium 35
do filo CRB

controle negativo 20

t Sequências de base obtidas em AMANN et al. (1995).

* Numeração baseada no rRNA de E. colL de acordo com BROSIUS et al. (1981).



TABELA 7 - Variáveis físicas, químicas, atividade desnitrifícante e número de bactérias no Lago Kizaki, 1996.

Data

22ago

21 set

19out

OGnov

22nov

13 dez

Prof.

(m)
24

26

24

26

22
23

26

20

22
25

16

18

22

24

25

26

OD

(mg/1)
0,58

0,20

0,41

0,32

0,66

0,34

0,00

1,16

0,47

0,00

0,69

0,60

0,19

0,22

0,04

0,00

PH

G,15

6,11

6,20

6,03

5,88

5,89

6,10

6,35

6,13

6.1

5,87

5,82

5,83

6,13

6,08

6,07

Cond.

(fiS/cm)

53

60

50

53

49

51

73

50

52

81

49

50

56

DOC

(mg/1)
2,15

1,88

1,26

1,56

1,60

1,69

2,61

1,74

1,68

2,57

1,67

1,80

1,65

1,62

1,71

2,05

POC

(mg/1)
0,72

1,34

0,86

1,23

0,39

0,62

0,65

0,54

0,91

1,47

0,62

0,24

0,52

1,CM

0,99

1,12

NH/

(pM)
2,14

6,59

3,09

2,62

4,03

1,83

41,32

1,78

1,78

11,77

0,99

1,57

3,92

7,63

21,55

26,31

N0?~

(pM)
0,19

1,26

2,37

6,88

10,13

8,99

0,34

0,02

6,57

0,11

0,03

0,08

2,4

0,01

0.04

0,00

NOa'

(^M)
21.85

6,41

22,5

14,43

10,35

8,33

0,29

21,94

13,58

0,16

17,26

19,41

3,24

0,11

0,14

0,17

NaO

OiM)
0,438

1,399

0,383

0,862

0,287

1,212

0,096

0,069

0,782

0,047

0,069

0,131

0,222

0,028

0,016

0,020

50^"

(^M)
20,07

17,76

20,44

19,78

20,17

19,68

14,76

20,80

20,16

14,30

21,29

21,11

18,51

16,50

14,42

11,92

P04'"

(MM)
0,54

0,43

0,32

0,43

0,27

0,22

0,32

0,27

0,27

0,43

0,32

0,38

0,32

0,27

0,49

1,03

Atividade desnitrificante

total

n.d.

0,844

0,372

0,572

0,054

0,244

0,214

0,088

0,268

0,024

0,020

0,02-4

0,248

0,092

0,018

0,016

^mol.N.r*

aderidas

n.d.

0,788

0,360

0,424

0,006

0,012

0,122

0,024

0,044

0,016

0,012

0,008

0,096

0,024

0,006

0,008

.dia')

(%)

93

97

74

11

5

57

27

16

67

60

33

39

26

33

50

vida liv.

n.d.

0,056

0,012

0,148

0,048

0,232

0,092

0,064

0,224

0,008

0.008

0,016

0,152

0,068

0,012

0,008

(%)

7

3

26

89

95

43

73

84

33

40

67

61

74

67

50

Número de bactérias (células.10 .ml

total

3.31

10,16

4,44

12,10

5,64

7,27

11,01

1,79

4,59

10,93

3,42

3,04

6,01

6,13

11,18

10,43

aderidas

0,64

7,22

1,30

3,97

0,44

1,99

4.92

0,13

1,39

4,91

1,57

1,28

0,47

2,17

3,15

2,91

(%)
19

71

29

33

8

27

45

7
30

45

46

42

8

35

28

28

vida liv.

2,67

2,94

3,14

8,13

5,20

5,28

6,09

1,65

3,12

6,02

1,85

1,76

5,54

3,96

8,03

7,52

)
(%)
81

29

71
67

92

73

55

93

70

55

54

58

92

65

72

72

OD: oxigônio dissolvido, determinado pelo método de Winklcr; Cond: condulividíidc elétrica díi íígiiíi.

n,d.: níïo dctcclíida.

ot^



103

TABELA 8 - Eficiência de hibridizaçào do controle positivo (EUB338) e
porcentagem de hibridizaçôes não-específícas com o controle

negativo (NON338) obtidas pela técnica de hibridização
fluorescente in sitn aplicada às amostras do hipolímnio do Lago

Kizaki coletadas em 1996.

Data

22Ago

21 Set

190ut

06 Nov

22Nov

13 Dez

Prof.(m)

24
26

24
26

22
23
26

20
22
25

18
22

24
25

aderidas

57,1

50,2

50,7

45,7

43,6

56,4

58,9

46,7

47,9

52,4

40,7
45,5

46,4

45,1

EUB338
D.P.

13,6

7,8

2,0

1,6

8,9

3,3

1,1

4,8

1,6

3,0

0,6

2,2

3,5

5,0

(% DAPI)
vida !ivre

24,7

32,2

26,4

19,6

42,5

53,6
59,4

61,4

68,0

65,7

40,8
69,3

53,2

41,3

D.P.

5,6

3,8

5,3

1,3

4,3

2,2

4,4

3,3

0,0

2,9

0,6

0,7

0,9

0,7

aderidas

3,3

2,3

1,4

1,3

1,7

1,1

2,4

1,4

1,2

1,6

1,8

1,6

1,6

1,4

NON338(% DAPI)
D.P-

2,5

0,5

0,2

0,0

0,9

0,3

0,0

0,3

0,0

0,0

0,9

0,9

0,2

0,4

vida íivre D.P.

2,0

2,2

1,5

2,2

0,7

0,6

0,5

0,0

0,4

0,3

1,2

2,6

1,2

1,9

1,2

0,7

0,7

0,4

0,0

0,3

0,0

0,0

0,2

0,1

0,1

0,1

0,3

0,5

D.P.: desvio padrão; EUB338: porcentagem de células detectadas pelo oIigonucleotídeoEUB338 (controle

positivo) em relação às células coradas com DAPI; NON338: porcentagem de células detectadas pelo

oligonucleotídeo NON33S (controle negativo); em relação ás células coradas com DAPL.
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TABELA 9 - Análise de regressão múltipla passo a passo com as variáveis obtidas no

Lago Kjzaki entre agosto e dezembro de 1996. GL ^13.

Variável

passo

1
2

Variável

passo

1
2

Variável
passo

1
2

dependente: Atividade desnítrificante das
variável
independente
bactérias aderidas
NH4+

coef.

+

dependente: Atividade desnitrificante das
variável
independente
NO."

COD

coef.

+

+

dependente: concentração de ?0 "in situ

variável
independente
desnitr. vida livre

desnitr. aderidas

coef.

+

+

bactérias
r

0,527
0,678

bactérias
T

0,625
0,707

r

0,589
0,839

aderidas ás partículas

p

0,01

0,0004

de vida livre

p

0.0002
0,0002

p

0,0003
< 0,0001

% explicação

52,7

15,1

% explicação

62,5

S,2

% explicação

58,9

25,0

desnitr. aderidas: atividade desnítrificante das bactérias aderidas às partículas.
desnitr. vida livre: aíividade desnitrificante das bactérias de vida livre.
?

r : coeficiente de determinação múltipla; p: nível de signrficâncía.

GL: grau de liberdade.



TABELA 10 - Análise da comunidade de bactérias aderidas às partículas e bactérias de vida livre do lupolÍmnio do Lago KÍzaki, 1996.

Data

22Ago

21 Set

190ut

06 Nov

22 Nov

13 Dez

média

Prof.

(m)
24

26

24

26

22

23

26

20

22

25

18

22

24

25

ADERIDAS

cél 10 ml '

0.46

0.76

0.28

2.27

0,32

3,20

9.39

0.04

1.20

5.45

\A1

0.55

1,04

4.06

2.18

(%)
12.7

2.1

4.3

12.5

16.9

28.5

32.4

6.4

18.0

21.2

28.3

25.7

10.3

286

17.7

ALFA

VIDA LIVRE

cél 105,ml ' (%)

1.25 18.9

0.22 2.3

0.19 4.8

0.37 2,3

1.44 6.5

2.66 9.4

0.51 1.4

0.45 4.4

1,19 5,G

5.70 14.4

0.87 12.1

0.00 0.0

1.33 6.3

1.59 4,8

1.27 G,7

ADERIDAS

cél 10''ml'

1.48

22.76

2.08

9.92

0.40

1,89

5.74

0.14

1.43

5.99

1.08

0.62

2.26

4,12

4.28

(%)
40,5

62.8

31.6

54,7

21.0

16.8

19.8

22.5

21.5

23.3

20.8

29.2

22.4

29.0

29.7

BETA

VIDA LIVRE

cél.10r'.ml' (%)

3.22 48.9

2.56 27.0

2.24 67.5

5.23 32,8

6.76 30.6

14.80 52 3

13.46 37.2

1.98 19.5

10,10 47.6

11.G7 29.5

1.77 24.7

21.92 57.1

11.33 53.8

18.77 56.6

6.99 41.8

ADERIDAS

cél 10imr'

0.00

0.00

1.25

2.58

0.04

1.73

4.14

0.13

1.05

1.47

0.28

0.00

1.73

0.88

1.09

GAMA

(%)
0.0

0.0

18.9

14.2

2.2

15.4

14.3

22.1

15.8

5,7

5.4

0.0

17.2

6.2

9.8

VIDA LIVRE

cél.KT.ml''

0.00

0,00

0.00

0.18

0.31

0.31

0.29

0.00

0.91

0.59

0.04

2.92

0.08

0.00

0,40

(%)
0.0

0.0

2.4

1.1

1.4

1.1

0.8

0.0

4.3

1.5

0.5

7.6

0.4

0.0

1.5

ADERIDAS

cél.10'.mr1

0.39

5.11

0.45

1.02

0.19

1.11

5.91

0.06

1.58

4,91

0.24

0.35

0.34

2.33

1.72

DELTA

(%)
10.7

14.1

6.9

5.6

9.7

9.9

20.4

13.5

23.7

19.1

4.6

16.2

3.4

16.4

12.4

VIDA LIVRE

cel.1CT.mr' (%)

1.10 16,7

0.26 2.7

0.22 3.6

0.27 1.7

0.00 0.0

4.39 1S.5

1.23 3.4

0.21 2.1

0.78 3.7

2.89 7.3

0.14 2.0

3.38 8.8

1.31 6.2

0.76 2.3

1.21 5,4

ADERIDAS

cél.10',ml'

0.51

10.44

2.02

1.02

0.53

2.24

3,'IS

0.15

0.87

6.23

0.68

0.13

0.7S

1.38

2.17

CF

(%)
14.0

28.8

30.6

5.6

27.6

20.0

12,0

25.5

13.1

Í4.2

13,1

6.2

7.5

9.7

17.0

VIDA LIVRE

cét 10'J.m! '

0,99

0,35

0.31

1.59

5.92

3,31

3.98

0.69

1.70

9.29

0.14

0.00

0.97

0.00

2.09

(%)
15.0

3.7

13.7

10.0

26.8

11.7

11,0

6.8

8.0

23.5

2.0

0.0

4.6

0.0

9.8

ADERIDAS

cél 10^.ml'1

0.81

0.00

0.51

1.34

0.43

1.06

0,32

0.06

0.53

1,67

1.-15

0.49

3.95

1.43

1.00

OUTRAS

(%)
22.1

0.0

7.7

7.4

22.6

9.4

1.1

10.0

7.9

6.5

27,8

22.7

39,2

10.1

13.9

VIDA LIVRE

cél.105.ml' (%}

0.03 0.4

6.09 64.3

5,33 8,0

8,30 52.1

7.67 34.7

2.83 10.0

16.71 4G.2

6.80 67,1

6.53 30.8

9,37 23.7

4,21 58.6

10.17 26.5

6.05 28.7

12.04 36,3

7.29 34.8

% : porcentagem de ccluhis cm rclíiçíïo as células do domínio Hwíenn ;
ALFA: subchissc alfa da classe ï)roleohac{ería\ BETA: subclassc bctíi da classe Proieobactena', GAMA: subclíissc g;mui dei classe Proteohacíerta;

DELTA: subclassc delta da classe Proíeohacferia', CF: grupo Cytopluiga/FI;ivob;ictcrium; OUTRAS: baclcrias pertencentes ao domínio Bactéria, porem,
n.lo pertencentes d ncnlunn dos gni|Xïs csdidíidos,
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TABELA 11 - Atividade desnitrifícante na coluna de ásua de vários lasos e no Mar

Báltico, sob condições de anoxia. Extraída de Seitzinger (1988), Terai &
Yoh (1996) e Knowles (1982).

Local

Lago Mendota

Lago Kínneret

Lago 227

Lago ártico

Mar Báltico

Lago antârtico

Lago Kizaki

Lago Kízaki

Afividade desnitrifícante
(^iM.dia'1)

0,6-1,9

3-36

0,2-1,6

1,1

0,1

0,0 - 0,25

0,04 a 1,789

0,0 - 0,844

Técnica

1"N03-

15NOs-

15N03-

15N03-

15N03-

15N03'

C^H?

C? H?

Referência

Brezonik& Lee (1968)

Cavari&Phelps(1977)

Chan & Campbel! (1980)

Goeríng & Dugdale (1966)

ShafferS Rõnner(1984)

Vincentetal. (1981)

Terai&Yoh(1996)

presente trabalho

TABELA 12 - Atividade desnitrifícante integrada na coluna de
água do Lago Kizaki, l 996, em uma estação

com 29,5 m de profundidade.

Data
22AGO
21 SET
190UT
06NOV
22NOV
13 DEZ

/Uividade desnitrifícante (^mol.m .dia )
Total

84.4

94.4

83.6

79.4

64.8

7.2

Aderidas
78.8

78.4

21.0

15.8

28.8

2.2

Vida livre
5.6

16.0

62.6

63.6

36.0
5.0

TABELA 13 - Valores absolutos de NzO produzido na coluna de água pelas bactérias
aderidas às partículas e bactérias de vida livre na estação mais profunda

do Lago Kizaki. em todo o período amostrado, entre 22 de agosto a 13
de dezembro de 1996.

Forma

de vida
Aderidas

vida livre

Total

N20 produzido
(mmol.m )

4,76

3,79

8,55

% do total

56

44

100


