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RESUMO

ABE, D. S. Desnitrificacio e caracterizagdo filogenética de bactérias de vida livre e bactérias
aderidas “as particulas no hipolimnio do Lago Kizaki, Japdo”. Sdo Carlos, 1998. 102 p.
Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao
Paulo.

A atividade desnitrificante das bactérias de vida livre e bactérias aderidas as
particulas foram medidas no .hipolilnnio do lago Kizaki, Japao, no periodo entre
agosto e dezembro de 1996. Examinou-se também a estrutura da comunidade
bacteriana pela técnica de hibridizacao “in situ”, utilizando-se oligonucleotideos
fluorescentes especificos ao RNA ribossémico do dominio Bacteria, das subclasses
alfa, beta, gama e delta da Classe Proteobacteriz, e do grupo Cytophaga-
Flavobacterium. Entre agosto e setembro, as bactérias aderidas as particulas,
presentes em grande propor¢do na parte mais profunda do hipolimnio,
apresentaram maior atividade desnitrificante nesse local (0.360 a 0.788 uM.dia),
contribuindo em 74 a 93 % da atividade total. De outubro a novembro, as bactérias
de vida livre passaram a apresentar maior atividade desnitrificante na camada
intermediaria do hipolimnio, contribuindo em 40 a 95 % da atividade
desnitrificante total. A analise da comunidade bacteriana revelou distinta
proporcao dos grupos constituintes, sendo as bactérias aderidas as particulas
compostas principalmente pelas subclasses alfa e beta Proteobacteria, bem como do
grupo Cytophaga/ Flavobacterium, e as bactérias de vida livre foram bem dominadas
pela subclasse beta Proteobacteria e bactérias nao caracterizadas. As amostras que
apresentaram alta atividade desnitrificante foram dominadas pela subclasse beta
Proteobacteria, cujo resultado sugere que as bactérias desnitrificantes eram

compostas principalmente por espécies pertencentes a esta subclasse.

Palavras-chave: desnitrificacao; 6xido nitroso; hipolimnio; rRNA, hibridizacao in
situl.
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ABSTRACT

ABE, D. S. Denitrification and community analysis of free-living and attached bacteria
in the hypolimnion of Lake Kizaki, Japan. Sao Carlos, 1998. 102p. Ph.D. thesis.
Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.

Denitrification by both free-living bacteria and those attached to particles was
examined in the hypolimnion of Lake Kizaki, Japan, between August and December,
1996. Bacterial community structure was also examined with in situ hybridization
using fluorescent oligonucleotide probes specific to the rRNA of the domain Bacteria,
the subclasses alpha, beta, gamma and delta subclasses of the Class Proteobacteria,
and for the Cytophaga-Flavobacterium group. From August to September, attached
bacterial abundance and activity was proportionally higher than free-living bacteria
below 24 m depth (0.360 to 0.788 pM.I1.day?), represented by 74 to 93 % of total
activity. However, from October to November, free-living bacteria became the
predominant denitrifiers, contributing from 40 to 95 % of total denitrification in the
above layer between 22 and 24 m. Attached bacteria usually were composed by alpha
and beta Proteobacteria and by Cytophaga-Flavobacterium group, while free-living
bacteria were well dominated by beta Proteobacteria and non-characterized Bacteria.
The samples which have shown high denitrification activity were dominated by beta
Proteobacteria, suggesting that denitrifying bacteria were represented mainly by

species of this group.

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



1

INTRODUCAO

1.1. Histérico

O presente estudo foi realizado entre abril de 1995 a margo de 1997
no Japao, sob a co-orientacao do Professor Kenji Kato da Universidade de
Shinshu. A escolha de seu laboratério para a realizacao deste estudo tem
razdes histéricas, fruto de um trabalho cooperativo na area de limnologia
entre pesquisadores brasileiros e japoneses, que se iniciou em 1974 com a
primeira visita do Professor N. Nakamoto da Universidade de Shinshu ao
Brasil. A partir dessa data, formou-se um lago cooperativo ainda mais
forte, com a visita de outros pesquisadores japoneses ao Brasil, a citar:
Tetsuo Sunaga em 1977, Professor Y. Saijo em 1979, Prof. Isao Ikusima em
1981, Prof. H. Fukuhara em 1982, entre outros. Da mesma forma, varios
pesquisadores brasileiros visitaram o Japao, 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 em 1990, entre outros. Um dos resultados deste
trabalho cooperativo internacional foi a realizacao do projeto para estudo
dos lagos do Vale do Rio Doce, cujos dados estao compilados no livro
recentemente editado por TUNDISI & SAIJO (1997).

Em 1994 o Professor ]J. G. Tundisi, entdo diretor do Centro de
Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA) da Escola de Engenharia
de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, convidou o Prof. Kenji Kato da
Universidade de Shinshu a vir ao Brasil para colaborar para o
estabelecimento de um laboratério de microbiologia no CRHEA. O
Professor Kato realizou assim, sua primeira visita ao Brazil em julho de
1994, ensinando técnicas e ministrando palestras nesta instituicao. Neste
periodo, eu era entéo aluno de doutorado recém ingresso no programa de
Ciéncias da Engenharia Ambiental da Escola de Engenharia de Sao Carlos,
sob a orientacado do Professor Tundisi, e estidvamos interessados
desenvolver estudos sobre bactérias da desnitrificacao. Para dar
continuidade a aprendizagem com o Professor Kato, realizei minha
viagem ao Japdao com uma bolsa de estudos financiado pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), em
convénio com o Ministério da Ciéncia, Educacao e Cultura do Japao
(Monbusho), na modalidade de doutorado especial no exterior (bolsa
“sandwich”) por um periodo de 2 anos. Neste periodo, realizou-se o

projeto no laboratério do Professor Kato para o estudo da desnitrificacéo e
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das comunidades microbianas do Lago Kizaki, do qual este trabalho faz

parte.

1.2. Bases Cientificas

A desnitrificacdo, segundo KUENEN & ROBERTSON (1987),
refere-se a reducao de NOs via NOz» e NoO a Ny, realizado por bactérias
que utilizam esta via como uma alternativa respiratéria ao uso do
oxigénio, quando este se torna limitante. O processo é conduzido por
bactérias aerébias que, em condi¢des normais de disponibilidade de
oxigénio dissolvido, oxidam a matéria orgénica com a concomitante
reducao de oxigénio, mas com o esgotamento deste, a presenca de nitrato
no meio induz a formacao das enzimas da respiracdo do nitrato, através
de um desvio metabdlico a nivel da cadeia de transporte de elétrons
(WHITAKER, 1993), resultando na obtencido de energia e producao de
ATP.

A representacdo linear do processo em uma série de reacdes foi
inicialmente apresentada por MATSUBARA & MORI (1968), tendo o NO e
N20 como precursores para a formacado de Nz a partir de NO7, sendo
posteriormente apresentada por PAYNE (1973) com a inclusao de NOs a

ser reduzido a NOx no passo inicial da desnitrificacdo:



NO; — NOQ' — NO > Nzo — N>

Até a década passada, a formagdo de NO como produto
intermedidrio da desnitrificagio era tida como questionavel. Porém,
inimeros trabalhos realizados principalmente nesta década evidenciaram
claramente que, pelo menos para a grande maioria das bactérias
desnitrificantes, a redugao de NOx ocorre em duas etapas enzimaéticas,
sendo o NO um produto intermedidrio obrigatério. Esses estudos
referentes ao NO foram revistos por YE et al. (1994).

A desnitrificacdo em sistemas aquéticos promove importantes
transformagGes no ciclo biogeoquimico, atuando tanto na remocao do
excesso de nitrogénio como de carbono introduzido ao sistema, sendo
assim, um controlador da eutrofizacao em sistemas aquaticos. Os gases
NO e N;O produzidos no i)rocesso podem escapar para a atmosfera,
envolvendo-se em reagbes que incluem redugdo da camada de ozénio e
efeito estufa (YUNG et al. 1976; DAVIDSON, 1990), que podem estar
~causando alteragcdes na climatologia global. De fato, sabe-se que a

concentragao de N>O na atmosfera tem aumentado nas tltimas décadas



em 0,25 % por ano (IPCC! , apud MENGIS 1996), o que tem resultado em
uma intensificacdo dos estudos relacionados a emisséo desse gas.

Existem indmeros trabalhos publicados abordando os processos de
desnitrificacdo em diversos ambientes aquaticos, porém, mais sob um
aspecto geoquimico, e estudos realizados sob um aspecto microbiolégico
s@o escassos. A abordagem microbiolégica em ambientes naturais pode
oferecer informac¢des suplementares, considerando-se que bactérias que
possuem diferentes vias metabolicas para assimilacdo de carbono ou
diferentes tolerancias &s varidveis ambientais, como por exemplo, a
concentracao de oxigénio, podem possuir diferentes habilidades para
desnitrificar (WARD 1996). Portanto, torna-se necessério o estudo dos
processos geoquimicos em si em conjunto com informagdes sobre as
caracteristicas microbiolégicas envolvidas nesses processos. As
informagdes da microbiologia da desnitrificacdo podem ser extremamente
uteis, por exemplo, na biomanipulacio de ambientes impactados pelo
excesso de nitrogénio. O emprego de espécies ou linhagens de bactérias
isoladas de amostras do préprio sistema para biomanipula¢do promove,
possivelmente, resultados mais positivos e de menor impacto, se

comparado ao emprego de espécies exdticas.

'IPCC (Intergovernamental panel 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 panel on climate
change, Cambridge apud MENGIS, M. (1996). Nitrogen elimination in lakes
by N: and N>O emission. Tese (Doutorado) - Swiss Federal Institute of
Technology Ziirich.



Uma abordagem funcional normalmente utilizada para a
caracterizacao da comunidade microbiana em ambientes aquaticos baseia-
se na forma de ocorréncia das bactérias, ou seja, de vida livre e aderidas as
particulas em suspensao. Apesar de coexistirem no mesmo corpo de agua,
as bactérias aderidas as particulas vivem em um ambiente distinto do
meio aquatico, sendo muitas vezes favorecidas pela presenca de matéria
orgéanica, nutrientes que a elas se adsorvem, e mesmo microambientes
andxicos oferecidos pelas particulas as quais elas colonizam. As bactérias
aderidas as particulas sdao normalmente maiores em tamanho e em
concentracao local (CARON et al. 1982), e descritas como metabolicamente
mais ativas quando comparadas as bactérias de vida livre (KIRCHMAN &
MITCHELL 1982; PAERL & MERKEL 1982; SIMON 1987). Um aspecto
importante com relacao as particulas é o afundamento destas na coluna
de agua, que tendem a depositar-se rapidamente ao fundo. Durante a fase
inicial da formacao da camada anéxica que se inicia no fundo do lago, as
bactérias desnitrificantes aderidas as particulas podem ser favorecidas
nessas condi¢des, desde que haja nitrato e nitrito em quantidades
suficientes para a sua atividade. Porém, a permanéncia prolongada da
camada andxica é seguida pelo esgotamento de nitrato e nitrito, e também
pelo desenvolvimento de outras formas de bactérias que dependem de
condi¢des de baixo potencial de 6xido-reducdo, como por exemplo, as

bactérias redutoras de sulfato e bactérias metanogénicas. Nessas



condicdes, o afundamento das particulas torna-se desfavoravel as
bactérias desnitrificantes aderidas. As bactérias de vida livre, por outro
lado, nao sao afetadas pela sedimentagdo (JASSBY, 1975) devido ao
pequeno tamanho da sua grande maioria. Elas representam a fracao
predominante em termos de ndmero total de células (KIRCHMAN &
MITCHELL 1982; SIMON et al. 1990), bem como pela grande propor¢ao
da produtividade bacteriana em ambientes aquéticos (AZAM &
FUHRMAN 1984). O pequeno tamanho das bactérias de vida livre as
tornam adaptadas as condigées “diluidas”, ou seja, possuem maior
afinidade as condicdes de baixa concentracdo de nutrientes em funcao da
alta razao superficie-volume (KATO, 1996). Levando-se em consideracao
esses aspectos, investigou-se neste projeto, a possibilidade de que as
bactérias de vida livre atuem de forma significativa na desnitrificacio no
hipolimnio, informagao esta inexistente na literatura até o momento.

A maioria dos trabalhos existentes sobre desnitrificacio com
abordagem microbiolégica foi realizada utilizando-se espécies individuais
cultivadas em meios enriquecidos, cujas taxas foram posteriormente
extrapoladas ao ambiente natural. Os meios de cultura desenvolvidos
pioneiramente por Robert Koch e por Joseph Lister no século passado
foram de extrema importancia para o desenvolvimento da microbiologia,
sobretudo para a prevencao de doengas 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 aquéticos torna-se
problematico, visto que pouquissimas espécies de bactérias sao capazes de
formar colbnias, e essas espécies nem sempre sdo 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 sao cultivdveis em meios enriquecidos convencionais.
O avanco das técnicas de biologia molecular para estudos taxonémicos
tem proporcionado novas perspectivas para a caracterizacdo da
comunidade microbiana em ambientes naturais. A andlise comparativa de
seqiiéncias de RNA ribossémico (rRNA) bacteriano, realizada inicialmente
por WOESE (1987), além de ter possibilitado a reconstrucao das arvores
filogenéticas universais, possibilitou a elaboracao de novas técnicas para
identificacao de bactérias de uma forma independente ao uso de cultivos.
Segundo AMANN (1995), as moléculas de rRNA possuem algumas
caracteristicas que as tornam propicias para serem utilizadas como
ferramentas ao estudo taxondmico: a) sao moléculas presentes em todos os
organismos vivos; b) as estruturas primérias das moléculas 16S e 23S sao
compostas por regides com seqiiéncias de alta e baixa conservacao
evolucinaria, ou seja, algumas porgoes das moléculas possuem seqiiéncias
que mantiveram-se inalteradas durante todo o processo evolutivo, e em
outras por¢des as seqiiéncias sofreram muitas alteracdes, possibilitando
assim, a distincao dos organismos desde o nivel de reino até o nivel de

subespécie; c) estao presentes naturalmente em grande niimero por célula



(normalmente acima de 10.000 cépias), facilitando a sensibilidade de
deteccao dessas moléculas; d) as seqiiéncias de rRNA 16S e 23S j4 foram
determinadas para 50 % das espécies validas de bactérias descritas (em
torno de 3500 espécies), que estao disponiveis em bancos de dados
acessiveis a comunidade cientifica, sendo o mais conhecido desses, o RDP
(Ribosomal Database Project) da Universidade de Illinois (LARSEN et al.
1993).

Levando-se em consideracdo essas caracteristicas, DELONG et al.
(1989) desenvolveram uma técnica em que moléculas de rRNA de células
bacterianas intactas fixadas com formaldeido sdo hibridizadas a
oligonucleotideos fluorescentes com seqiiéncias de base complementares a
estas. Os oligonucleotideos, que sao seqiiéncias curtas de DNA contendo
de 17 a 34 bases nitrogenadas, sdo sintetizados quimicamente e,
posteriormente, ligados a um fluorocromo. Devido ao pequeno tamanho
dos oligonucleotideos fluorescentes, estes permeiam pela parede celular
da bactéria a que se deseja marcar e, sendo complementares as seqiiéncias
de base das moléculas de rRNA espalhados aos milhares no citoplasma,
sofrem hibridizacdo, marcando-as. As células hibridizadas sao
posteriormente visualizadas ao microscépio de epifluorescéncia e,
conseqiientemente, distinguidas das demais células nao hibridizadas. A
técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH), como é designada, foi
empregada com sucesso para a caracterizacao de alguns grupos funcionais

de bactérias, como nitrificantes (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 constituidos
por um ndmero relativamente reduzido de  géneros “préximos”
genealogicamente possibilitou uma ampla caracterizacao, a partir da
utilizacdo de um nimero reduzido de oligonucleotideos. Porém, a técnica
FISH tem sido pouco utilizada para a caracterizacdo das bactérias
desnitrificantes, principalmente por estas serem um grupo polifilético, que
inclui bactérias gram-negativas e gram-positivas, formadoras e nao
formadoras de esporos, fototréficas, heterotréficas e autétrofas, conforme
descritas por INGRAHAM (1981), o que torna o agrupamento das
bactérias desnitrificantes uma tarefa muito dificil. Nesses casos
envolvendo grupos mais complexos, as informagdes sobre grupos
taxondmicos intermediarios, como classe, subclasse, ordem e familia,
possibilitam uma caracterizacdo preliminar da comunidade microbiana,
cujas informagées podem ser tteis posteriormente para uma rapida
classificacao e identificagdo mais detalhada dos microorganismos (MANZ
et al. 1992). O uso de oligonucleotideos especificos a grupos taxondmicos
intermediérios tem provado um eficiente método capaz de distinguir
comunidades distintas de bactérias em sistemas naturais, como
demonstrado por DELONG etal, (1993) em ambiente marinho, por WEISS
et al. (1996) em particulas organicas agregadas de sistema lacustre, e por

ALFREIDER et al. (1996) em um lago de alta montanha. Seguindo esta
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linha, adotou-se no presente trabalho, o método de hibridizacao
fluorescente in sifu para a caracterizagdo de grupos taxondmicos
intermediarios da comunidade bacteriana do hipolimnio do Lago Kizaki,
grupos estes pertencentes aos membros do dominio Bacteria (subclasses
alfa, beta, gama e delta da Classe Profeobacteria, e do grupo Cytophaga-
Flavobacterium), tanto para bactérias aderidas as particulas como para

bactérias de vida livre.

1.3. Objetivos

- Comparar a atividade desnitrificante entre bactérias de vida livre e
bactérias aderidas as particulas em diferentes camadas do hipolimnio e
em diferentes épocas do ano.

- verificar a influéncia das varidveis ambientais sobre a atividade
desnitrificante das formas de vida bacterianas estudadas.

- caracterizar filogeneticamente as bactérias de vida livre e bactérias
aderidas as particulas ao nivel de grupos taxonémicos intermediérios,
com o intuito de se verificar a ocorréncia de variacao filogenética ao longo
do tempo e nas diferentes profundidades do hipolimnio, e visando

correlacionar o grupo predominante com a atividade desnitrificante.
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2

MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de estudo: Lago Kizaki

O lago Kizaki est4 localizado na Provincia de Nagano (Lat. 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 porcao
central da ilha de Honshu, a principal do arquipélago japonés (Figura 1). E
um lago dimitico e mesofcrc’)ﬁco, de origem tectdnica e com idade
aproximada de 30 mil anos. Suas dimensdes sdo relativamente pequenas
(Figura 4), com area superficial é de 1,4 km? , 7 km de comprimento e
volume de 25 milhSes de metros ciibicos. Sua profundidade méxima é de
29,5 m na porcao central do lago e profundidade média de 17,9 m (Fig. 3),
sendo alimentado pelo rio Nougu e com tempo de residéncia de 0,5 ano.
Faz parte do chamado “Trés Lagos Nishina”, juntamente com os lagos
Aoki e Nakatsuna, situados a montante do Lago Kizaki (Figura 2).

Apresenta-se termicamente estratificado de maio a novembro, e a camada



anodxica se desenvolve de agosto até o inicio de dezembro, quando ocorre
a mistura vertical da coluna de 4gua (“overturn”) causada pelo
resfriamento das &4guas superficiais com a chegada do inverno. A
superficie do lago permanece congelada de janeiro a marco. Os dados
mensais de temperatura da dgua, pH, oxigénio dissolvido, nitrogénio
total, fésforo total e carbono orgénico dissolvido estdo apresentados na
tabela 1, e os dados mensais de concentracao de clorofila na coluna de
agua do Lago Kizaki estdo apresentados na tabela 2.

O clima da regiao é temperado, com temperatura média anual de
8,8 °C. A precipitacdo média anual é de 1953 mm, sendo junho o periodo
mais chuvoso, com média mensal de 218 mm, resultante das moncées de
verao. Os dados de temperatura atmosférica e precipitacdo anuais estao
apresentados na tabela 3.

Sua bacia hidrografica abrange uma area de 23,85 km?, sendo 84%
ocupada por vegetacdo arbdrea (floresta decidua, ﬂore;ta de coniferas
“evergreen”) e vegetacao herbacea (gramineas e comunidades de plantas
alpinas), 5,1 % ocupada pela agricultura (principalmente cultivo de arroz),
e 2,9 % por ocupacao urbana. As principais utilidades do lago sao a pesca,
o turismo e a recreacao (natagao, pesca esportiva e iatismo).

As principais fontes de fésforo e nitrogénio totais estdo

apresentados na tabela 4.
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A flora lacustre é composta por macréfitas emergentes (Nelumbo
nucifera, Zizania latifolia, Eleocharis kurokuwai, Phragmites communis),
macréfitas flutuantes (Nymphoides peltata, N. tetragona, Trapa japonica),
macrdéfitas submersas (Ceratophyllum demersum, Hydrilla verticillata, Elodea
nuttallii). (ILEC 1993). O fitoplancton é composto principalmente por
Anabaena sp, Fragilaria crotonensis, Melosira sp. e Peridinium bipes. O
zooplancton é composto por Conochilus sp., Cyclops vicinus, Alona
quadrangularis, Colurella sp, Daphnia galeata, o bentos por Chironomus
plumostus, Chaoborus sp., Tubifex sp., Tanytarsus sp., e a ictiofauna por
Leuciscus hakonensis, Zacco platypus, Hypomessua transpacificus e Carassius
sp. (ILEC 1993).

Diversos estudos sobre desnitrificacdo foram realizados no Lago
Kizaki, destacando-se os trabalhos de- YOH et al. (1983), TERAI et al.
(1987), TERAI (1987), YOH et al. (1988), YOH et al. (1990), YOH (1992) e
TERAI & YOH (1996). YOH (1992) verificou que o N>O que se acumula no
hipolimnio do Lago Kizaki apresenta grandes varia¢des de ano para ano,
causado possivelmente pelo balango entre consumo e producao de N>O
realizado por bactérias desnitrificantes e a disponibilidade de matéria
orgénica no hipolimnio.

Com relacdo as espécies de bactérias desnitrificantes do Lago
Kizaki, TERAI (1979) isolou 44 espécies estimadas pelo método de

contagem pelo nimero mais provavel (MPN) em meio Giltay. A grande



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 Alcaligenes-Achromobacter .

Infofmagc”:es suplementares sobre o Lago Kizaki podem ser

encontradas em ILEC (1993).

2.2. Amostragem

As amostras de dgua foram coletadas mensalmente no ponto de
maior profundidade do lago (Figuras 3 e 5). Para os experimentos de
desnitrificagdo e caracterizacio da comunidade bacteriana, coletaram-se
amostras em 2 a 3 profundidades do hipolimnio, de acordo com a
concentracdo de oxigénio dissolvido, e para a determinacao das varidveis
quimicas, coletaram-se amostras em 5 profundidades do hipolimnio, no
periodo de 22 de agosto a 13 de dezembro de 1996. O oxigénio dissolvido,
o pH, a condutividade e a temperatura da 4gua foram medidos
diretamente ao longo da coluna de 4gua de metro em metro, com o
auxilio de um multisensor Horiba U-10 até 10 m de profundidade, e baixo
de 10 m, as amostras foram inicialmente coletadas com uma garrafa de
Van Dorn e as variaveis fisicas foram medidas com o mesmo sensor no
interior da garrafa. A tomada das amostras destinadas aos experimentos

de desnitrificagao foi realizada com o auxilio de uma garrafa de Van Dorn
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de 8 litros de capacidade e transferidas cuidadosamente com um tubo de
latex para frascos esterilizados de borossilicato de 1 litro de capacidade
com tampas esmerilhadas, evitando-se a formacdo de bolhas e
perturbacbes drésticas das condicdes ambientais das amostras, sobretudo
na concentracao de oxigénio dissolvido. As amostras foram
posteriormente transportadas para o laboratério em caixas térmicas
contendo gelo, onde foram processadas para a realizacio dos
experimentos. A tomada de amostras para determinacao das variaveis
quimicas foi realizada em 5 profundidades do hipolimnio, incluindo

aquelas amostradas para a realizagao dos experimentos de desnitrificacao.

2.3. Montagem dos experimentos de desnitrificacao

Todo o manuseio das amostras destinadas aos experimentos de
desnitrificacdo foi realizado em condigdes anéxicas, no interior de uma
camara inflavel de polietileno I2R® contendo N: no seu interior, apés
varias lavagens com este g4s. Uma parte das amostras foi transferida para
frascos de incubacao de vidro de 20 ml com o auxilio de tubos de silicone,
sendo estas, consideradas como representativas da comunidade total.
Outra parte da amostra foi passada por um filtro de policarbonato
Nuclepore® de 1,0 pm de porosidade e 47 mm de diametro, utilizando-se
um conjunto de filtracao esterilizado (Sterifil, Millipore), aplicando-se

baixa pressao positiva pela face superior do filtro com o auxilio de uma
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bomba manual Nalgene® e, posteriormente, transferida para os frascos de
incubagao, sendo esta fragdo considerada como bactérias de vida livre, de
acordo com FERGUSON & RUBLEE (1976), RIEMANN (1978) e KATO &
SAKAMOTO (1981). Todos os frascos de incubagdo foram tampados com
septos de borracha imediatamente apds preenchidos com amostras de
agua e selados com tampas de rosca. A atividade desnitrificante das
bactérias aderidas as particulas foi estimada pela diferenca entre a
atividade da comunidade total e a atividade da fracao menor do que 1 pm.

Para a determinacao da atividade desnitrificante, utilizou-se a
técnica do bloqueio pelo acetileno, de acordo com a metodologia de
YOSHINARI et al. (1977) e SORENSEN (1978). Esta metodologia baseia-se
na propriedade do gas acetileno (CoHz) em inibir a éxido nitroso redutase,
enzima esta que catalisa a reducdo do N>O a N> . Em uma amostra
contendo bactérias desnitrificantes ativas, a inibi¢do causada pelo C;Ha
resulta no actimulo de N;O, ‘que posteriormente é quantificado. A técnica
do bloqueio pelo C:H, possui algumas vantagens, como por exemplo, a
facilidade com que se pode medir o N;O com alta sensibilidade
utilizando-se um cromatégrafo a gas dotado de um detetor de captura de
elétrons, bem como a possibilidade de se medir a atividade em amostras
contendo concentracdes de NOs in situ, ou seja, sem a necessidade de
enriquecimento com este ion. Porém, a técnica é falha em alguns casos,
como na presenca de sulfeto (CHALAMET 1985,' TAM & KNOWLES

1979). O C;H; possui ainda a propriedade de inibir a nitrificacao (HYNES
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& KNOWLES 1978; WALTER et al. 1979), impossibilitando a regeneracao
de NOs e NOy as bactérias desnitrificantes. O uso de técnicas baseadas no
BN tornou-se muito popular nesta década, por possuir a vantagem da nao
necessidade do uso de inibidores, e os processos de nitrificacao,
desnitrificacao e reducao de NH:* podem ser investigados em um tinico
experimento. Porém, os métodos de deteccao de 5N possuem baixa
sensibilidade, o que torna necessario longos periodos de incubacéo (entre
24 a 48 h) e enriquecimento com altas concentracées de 1NOs , causando
um distiirbio no regime de nitrogénio da amostra (SLATER & CAPONE
1989). Levando-se em consideracao as vantagens da analise de N,O por
cromatografia a gés, e o fato de que a maioria dos dados existentes na
literatura foram obtidos pelo método do bloqueio pelo C;H,, adotou-se
esta metodologia no presente trabalho.

Injetou-se em cada frasco de incubagao, uma solucio saturada de
CHz (3 % v/v, concentragao final). A solucdo saturada de CH, foi
produzida filtrando-se d4gua deionizada em filtros Nuclepore® de 0,1 um
de porosidade e borbulhando-a com gis C;H: por um periodo de 15
minutos.

As amostras foram incubadas em duplicata no escuro a
temperatura in situ (7 =1 °C), por um periodo de 6 e 12 horas. Uma parte
das amostras foi imediatamente fixada com formaldeido 2% v/v,

concentracao final), para a determinagao da concentracao inicial de N>O, e
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o restante das amostras teve a atividade desnitrificante interrompida com
a adicdo de formaldeido na mesma concentragéo final apés o periodo de

incubac&o.

2.4. Analise de N;O

A preparacao das amostras para andlise de N;O foi realizada
empregando-se a metodologia de YOH et al. (1990), conforme ilustra a
figura 6. Tomou-se uma aliquota de 5 ml da amostra contida no frasco de
incubagao com o auxilio de uma seringa de vidro graduada de 5 ml
dotada de uma agulha com poro lateral, injetando-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 silicone (seringa de equilibrio),
ap6s duas lavagens com a prépria amostra para a remocao de bolhas.
Com o auxilio de uma outra seringa de vidro de 5 ml, injetou-se 5 ml de
He na seringa de equilibrio e agitou-se vigorosamente por duas vezes em
um intervalo de 5 minutos. A seringa de equilibrio foi mantida
mergulhada em uma cuba contendo 4gua a temperatura ambiente durante
10 minutos para evitar oscilagoes bruscas de temperatura, e para que o
N0 contido na amostra de 4gua entrasse em estado de equilibrio entre a

fase liquida (amostra de 4gua) e a fase gasosa (“headspace”) no interior da
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seringa. A temperatura da cuba foi monitorada com um termoémetro de
mercirio durante todo o periodo de analise. Com o auxilio de uma
seringa especifica para cromatografia a gas (Precision Sampling Corp.),
tomou-se uma sub-amostra do “headspace” da seringa de equilibrio para
a analise cromatogréfica. O N2O contido no “headspace” foi medido com
o auxilio de um cromatégrafo a g4s Shimadzu GC-14B, equipado com um
detetor de captura de elétrons (ECD), tendo o Nz como gas de arraste. A
calibracao do detetor foi realizada empregando-se um padrao de N>O 99,9
% (Nagoya Kosan Co., Ltd) diluido em He, a uma concentracio final de
aproximadamente 5 ull?! (5 ppb). Ap6s a determinacao direta da
concentracao de N>O do “headspace”, calculou-se a concentracao de N>O
contido na fase liquida da seringa de equilibrio, utilizando-se a equacao
da constante de equilibrio de WEISS & PRICE (1980) para a determinacao

do coeficiente de Bunsen (£8):

Ko=fs/V~*
onde: f§ = coeficiente de Bunsen, definido como volume de gis (CNTP)
absrovido por unidade de volume de solugao, quando a pressao total e a
fugacidade sao iguais a 1 atm (WEISS 1974).
* = volume de um mol do gés real puro em condicdes padrdes (CNTP),
que equivale a 22 4 litros.
Ko = constante de equilibrio do N:O, determinado de acordo com a

temperatura da solucao durante a determinagdo e as constantes Al, A2 e
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A3, determinados experimentalmente por WEISS & PRICE (1980) para
agua doce:

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

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

T = temperatura da dgua (°C)

Determinado o coeficiente de Bunsen 83, calculou se o volume de
N20 contido em 5 ml da fase liquida:

Vol. N20 na fase liquida = Vol. N2O contido em 5 ml do headspace x 3

Com a determinacao do volume de N2O na fase liquida, pode-se
determinar a concentragdo de N>O no frasco de incubacao, a partir da
somatoria da concentracdo de N>O na fase gasosa com a concentracio de
N20 na fase liquida, que corresponde ao volume de N>O contido

originalmente em 5 ml de amostra:

N20 (ml) = [N20 na solugdo aquosa (ml) + NzQ no “headspace” (ml)] x
volume de amostra / 5 ml

onde volume de amostra = volume do frasco de incubagao (ml) - volume
de solucao saturada de C;H: - volume de formaldeido injetado

Assim, pdde-se determinar a concentragdo de N>O contido em 1 litro de

amostra de 4gua em termos de moles, pela equagao de estado para um gés

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

onde P é a pressao atmosférica (atm) no local da anélise; V é o volume de
N2O dissolvido em 1 litro de amostra de dgua; T é a temperatura em
Kelvin (K) no momento da analise; R é a constante universal dos gases,
que equivale a 0,0821 1 x atm x mol?! x K1 ; e n é o ndmero de moles de

N20 correspondente.

2.5. Determinacao da atividade desnitrificante

A atividade desnitrificante foi determinada pela diferenca entre a
concentracdo de N2O acumulado na amostra antes e apés o periodo de
incubacado, tomando-se a maior inclinagdo da curva de tempo-N>O
produzido que, na maioria das vezes, esteve nas primeiras 6 horas de

incubacao:

Atividade desnitrificante (UM x dia?) = [N,O final (uM ) - N>O inicial (uM )]
tempo de incubagao (dias)

2.6. Analises quimicas

Aliquotas para determinacao de nutrientes inorganicos dissolvidos

(NHs*, NOyz, NOs, POs— e SO4-), carbono organico total (COT) e carbono
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organico dissolvido (COD) também foram tomadas e mantidas em frascos
de 50 ml a -20°C, apés serem filtradas em filtros de fibra de vidro
Whatman GF/F de 25 mm de didmetro pré-calcinados a 450°C durante 1
hora.

O nitrato, nitrito e sulfato dissolvidos na d4gua foram medidos com
0 auxilio de um cromatégrafo de ions Shimadzu PIA-1000. O fosfato
dissolvido e a aménia foram medidos por espectrofotometria, de acordo
com STRICKLAND E PARSONS (1972).

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

analisador de COT Shimadzu TOC-5000A.

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
quantificagdo da comunidade total, e uma outra sub-amostra foi filtrada
em filtro de policarbonato Nuclepore® de 1,0 um de porosidade para
determinacdo do ntimero de bactérias de vida livre. As sub-amostras
coletadas foram imediatamente fixadas a bordo com formaldeido
neutralizado com hexametilenotetramina (2% v/v, concentracdo final), e
mantidas no refrigerador a 4 °C antes da contagem. A contagem direta

bacteriana foi realizada utilizando-se laranja de acridina como corante
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fluorescente pelo método de HOBBIE et al. (1977), e um microscépio de
epifluorescéncia Olympus BH-2-RFCA. Antes da filtracdo, as sub-
amostras da comunidade total foram sonicadas para desprender as células
aderidas as particulas e facilitar sua quantificacdo. As bactérias de vida
livre foram contadas separadamente, usando-se a sub-amostra contendo a
fracdo menor do que 1,0 pum. Foram feitas 20 contagens de
aproximadamente 100 células para cada sub-amostra, em sub-campos
escolhidos aleatoriamente (magnificacao de 1200 x). Portanto, para cada
sub-amostra, foram contadas aproximadamente 2000 células. As bactérias
aderidas as particulas foram estimadas pela diferenca entre o nimero de

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

2.8. Caracterizacao filogenética da comunidade microbiana

A caracterizacao filogenética das bactérias foi realizada pelo
meétodo da hibridizacao fluorescente in situ (FISH), de acordo com
AMANN (1995) com algumas modificagdes quanto a concentracdo e
tratamento das células a serem hibridizadas, para os quais, empregou-se o
método de ALFREIDER et al. (1996). Este método difere do métodol
empregado por AMANN et al. (1995) por utilizar a filtracao com filtros de
policarbonato para concentracao, lavagem e desidratacao das células, ao
invés do uso da centrifugacao. Segundo o préprio AMANN (comunicacao

pessoal), o uso da centrifugacao para concentrar células contidas em



amostras de dguas lacustres é desaconselhavel, visto que a existéncia de
um nimero muito significativo de células bacterianas de pequeno
tamanho nesses ambieéntes torna a precipitacao incompleta no processo de
centrifugacdo, havendo assim, uma grande perda de células. Segundo o
autor, com o uso da filtracdo a perda de células se torna menor e,

conseqiientemente, o método torna-se mais eficiente, apesar do maior

trabalho.

2.8.1. Fixacdo das amostras

Amostras de 4gua nio filtrada contendo a comunidade total, bem como
amostras filtradas em filtros Nuclepore® de 1,0 um de porosidade, foram
fixadas adicionando-se 3 partes de paraformaldeido 4 % em PBS (tampao
salino de fosfato, pH 7,2) para uma parte de amostra, e mantida a 4 °C por
um periodo inferior a 24 horas antes de serem concentradas e tratadas, de

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

2.8.2. Concentracio e tratamento das células

As células fixadas foram imobilizadas sobre filtros Nuclepore® de
0,2 ym de porosidade e de 25 mm de didmetro. Filtrou-se 20 ml da
mistura (15 ml de paraformaldeido + 5 ml de amostra), e o fixativo foi
removido apés trés lavagens com 2 ml de PBS (pH 7,2), constituido por

130 mM de cloreto de sédio, 10 mM de tampéo de fosfato de sédio e o pH



ajustado com HCl 1,2 M. As células foram desidratas apds passagens
sucessivas de 500 ul de etanol a 50, 80 e 99,5 % (3 minutos cada). Os filtros
contendo células imobilizadas foram entdo retirados do equipamento de
filtracao, secados ao ar, cortados em sec¢des de aproximadamente 5 mm?
com o auxilio de uma tesoura de inox desinfetada com etanol 70 %,
guardados no interior de porta-filtros esterilizados e mantidos a -20°C,

antes de se realizar a hibridizacao.

2.8.3.Tratamento das ldminas de vidro

Laminas de vidro de 2,5 cm por 7,5 cm foram lavadas apos serem
mergulhadas em solucdo de KOH 10% por uma hora, enxaguadas véarias
vezes com agua destilada, secadas na estufa e, posteriormente,
mergulhadas em uma solucdo de 0,2 % de gelatina e 0,01 % de sulfato
croémio de potéassio a 70 °C e secadas ao ar na posicao vertical tornando-as
hidréfobas, de acordo com a metodologia de STAHL & AMANN (1991).
Este procedimento foi de fundamental importancia para que as solugdes
utilizadas durante o processo de hibridizacio se mantivessem sobre a
lamina e evitando-se o escorrimento do tampao de hibridizacao sobre a
lamina e a secagem do filtro, 0 que teria comprometido o sucesso do

método. Todos os reagentes utilizados foram da marca Wako, Japao.
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2.8.4. Hibridizacdo* com ologonucleotideos fluorescentes

Seccoes de filtros contendo células ja tratadas para a hibridizagao
foram colocadas sobre uma lamina de vidro hidr6foba, cobertas com 16 ul
de tampao de hibridizacao pré-aquecido a 46 °C e 2 ul da solugao de
oligonucleotideo fluorescente (50 ng.ml?). O tampao de hibridizagao era
composto por 0,9 M de NaCl, 20 mM de Tris-HCl (pH 7,4), 0,01 % de SDS
(sodium dodecyl sulfate) e concentragdes variadas de formamida, de
acordo com o oligonucleotideo utilizado (ver tabela 4). A hibridizacao foi
realizada no interior de tubos de polipropileno de 50 ml de capacidade
com tampa de rosca, contendo no seu interior, um pedaco de papel de
filtro embebido com 2 ml de tampao de hibridizagdo pré-aquecido a uma
temperatura de 46 °C. O tubo de polipropileno funcionou como uma
camara umida, que manteve a concentracao do tampdo de hibridizagao
inalterada e evitando também o problema de secagem das células. Os
tubos foram mantidos no interior de uma estufa elétrica a uma
temperatura de 46 °C por um periodo de 90 minutos. A temperatura de 46
°C utilizada corresponde a chamada temperatura de dissociacao, isto &,
temperatura a qual a dupla hélice da molécula de rRNA se dissocia em
duas cadeias monocatenarias. A dissociacdo é necessaria para que o

oligonucleotideo fluorescente tenha acesso a porcao da cadeia livre de

" O termo “hibridizaco utilizado neste trabalho ndo se refere ao cruzamento de especies de bactérias,
mas sim & marcacdo do TRNA bacteriano com oligonucleotideo fluorescente complementar i uma
porcdo da sua seqiiéncia de bases.
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rRNA com seqiiéncia de bases complementar a sua cadeia. Porém, esta
temperatura depende de outro fatores, como a composicao de bases (CG
ou AU) da seqiiéncia a que se deseja hibridizar, do comprimento da
cadeia, etc. Se a temperatura de dissociacdo for ultrapassada, passa a
ocorrer a desnaturacao da molécula de rRNA (STAHL & AMANN 1991).
A fungdo da formamida empregada na solucdo de hibridizacao foi de
reduzir a temperatura de dissociacdo da molécula de rRNA, evitando-se
assim, a sua desnaturacao.

Os filtros foram posteriormente retirados cuidadosamente da
lamina e mergulhados em 20 ml de solucao de lavagem pré-aquecidos a
48°C no interior de frascos de vidro individuais e mantidos & mesma
temperatura por um periodo de 15 minutos, procedimento este necesséario
para se retirar do interior das células bacterianas, os oligonucleotideos
fluorescentes que nao sofreram hibridizacdo. A soluciao de lavagem
continha 20 mM de Tris-HCl (PH 7,4), 5 mM de EDTA, 0,01 % de SDS e
concentra¢des de NaCl entre 225 mM e 80 mM, de acordo com a férmula

de LATHE (1985).

2.8.5. Oligonucleotideos utilizados
Utilizou-se neste trabalho, oligonucleotideos especificos ao rRNA
dos seguintes grupos: Dominio Bacteria, subclasses alfa, beta, gama e delta

da classe Proteobacteria (bactérias ptirpuras), e grupo Cytophaga-



Flavobacterium. Escolheram-se os grupos acima citados porque eles
compdem a maioria das bactérias gram-negativas do dominio Bacteria
rotineiramente observada em ambientes aquaticos (WEISS et al. 1996). A
composicao e a ocorréncia dos grupos a serem estudados estao descritos
na tabela 5. As seqiiéncias, os sitios de hibridizacdo do rRNA e a
especificidade dos oligonucleotideos, bem como a concentragao de
formamida empregada em cada oligonucleotideo estao apresentados na
tabela 6.

O oligonucleotideo EUB338, especifico a uma regidgo do rRNA das
bactérias do dominio Bacteria, foi utilizado como controle positivo para a
avaliacao da eficiéncia da hibridizagago (AMANN et al. 1990). O
oligonucleotideo NON338, comprovadamente incapaz de hibridizar-se ao
rRNA bacteriano (MANZ et al. 1992), foi utilizado como controle negativo,
visando quantificar a porcentagem de hibridiza¢des nao-especificas e de
células autofluorescentes. A hibridizagdo nao-especifica refere-se a
hibridizacao que ocorre entre um oligonucleotideo e uma porgao do rRNA
bacteriano nao complementar a este. Este problema ocorre em funcio do
uso de temperaturas inadequadas, ou devido & secagem indevida do
tampao de hibridizacao e das células durante o processo de hibridizacao.

Todos 0s oligonucleotideos  foram marcados com

tetrametilrodamina (TRITC), um corante fluorescente que emite na faixa
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do vermelho (570 nm), adquiridos pela firma japonesa Takara

Biomedicals.

2.8.6. Preparacdo das laminas para microscopia e determinacido das
proporgoes dos grupos

Apbs o periodo de lavagem com tampao a 48 °C, os filtros foram
rapidamente lavados com um leve jato de dgua destilada, secados ao ar,
alojados sobre laminas limpas de vidro e corados com 2 ul de solucio de
0.1 pg.ml! de DAPI (4',6-diamidino-2-phenilindole) durante 5 minutos
para a determinacdo total das bactérias. As laminas foram montadas em
um montante de glicerol/PBS (pH > 8.5) e visualizadas ao microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX-FLA, em conexdo com uma camera colorida
3CCD Hamamatsu C5810 e um analisador de imagem Olympus SP500F.
Para cada campo microscépico aleatoriamente escolhido, duas imagens
foram digitalizadas e congeladas pelo analisador de imagem, uma
correspondente a excitacao da TRITC, ou seja, referente as células
hibridizadas, e outra correspondente & excitagao do DAPI, correspondente
o total de células. As duas imagens foram entdo sobrepostas pelo
analisador no monitor de video para confirmar que as particulas coradas
com TRITC eram realmente células hibridizadas, de acordo com as células
coradas com DAPIL As figuras 7 e 8 ilustram simplificadamente a técnica

de hibridizacao fluorescente in situ e a obtencdo das imagens das células.



Para a contagem de bactérias aderidas as particulas, tomaram-se,
aleatoriamente, particulas contidas nas amostras referentes 4 comunidade
total, e contaram-se as bactérias aderidas as particulas, desconsiderando-
se as bactérias de vida livre. A contagem de bactérias de vida livre foi
realizada utilizando-se as amostras que ja haviam sido previamente
passadas por um filtro de 1,0 um de porosidade. A contagem das células
foi realizada sobre o monitor de video, utilizando-se imagens j4
digitalizadas e salvas na memoéria do computador, possibilitando uma
anélise minuciosa e prolongada, sem a preocupacdo com o problema de
descoloracdo que normalmente ocorre durante as contagens feitas
diretamente na lamina ao microscépio de epifluorescéncia. Foram
contadas de 100 a 300 células coradas com os oligonucleotideos
fluorescentes para cada filtro hibridizado (magnificagao de 1000 x) e, no
caso dos grupos contendo ndmero muito reduzido de células
hibridizadas, contou-se o total de células contidas em 4 telas,
correspondentes, cada wuma, a um campo microscépio de
aproximadamente 100 pm2. As porcentagens de ocorréncia das células
pertencentes aos grupos taxondémicos alfa, beta, gama, delta
Proteobacteria e Cytophaga-Flavobacterium foram obtidos assumindo-se
como 100 %, as células pertencentes ao dominio Bacteria e, posteriormente,
subtraindo de cada grupo, inclusive Bacteria, a porcentagem de células

detectadas pelo controle negativo (NON338). As células hibridizadas com



EUB338 serviram, portanto, como uma medida da eficiéncia de
hibridizacao, bem como uma referéncia para a subsequente analise da
comunidade bacteriana com os oligonucleotideos de cada grupo,
expressos em porcentagem de células detectadas em relacdo as células
detectadas com EUB338 (% de Bacteriaz), da mesma forma como fora
utilizada por ALFREIDER et al. (1996). O nimero absoluto de células de
cada grupo foi obtido multiplicando-se a propor¢do de células destes em
relacao a contagem com DAPI pelo nimero de células obtido pela
contagem direta com laranja de acridina, por esta ser mais direta e precisa

em relagao a contagem realizada com DAPI para as células que passaram

por todo o tratamento de hibridizacao.

2.9. Analise estatistica

Para se quantificar a influéncia das variaveis ambientais observadas
sobre a atividade desnitrificante das bactérias aderidas as particulas, bem
como das bactérias de vida livre, foi realizada a analise de regressao
multipla passo a passo, de acordo com DRAPER e SMITH (1966),
executadas com o emprego do pacote “Estatistica for Windows”, versao
4.2. Além da atividade desnitrificante das bactérias aderidas e bactérias de

vida livre, o N2O in situ foi considerado também como variavel
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dependente, por ser um produto da desnitrificacdo. As varidveis fisicas,
quimicas e biolégicas utilizadas na anélise foram: temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, NOs, NO,, NHy*, POs— , SOs-, COD, nimero de
bactérias aderidas e nitimero de bactérias de vida livre, atividade
desnitrificante das bactérias aderidas e atividade desnitrificante das

bactérias de vida livre.
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3

RESULTADOS

3.1. Condicoes ambientais

As variagoes temporais da temperatura e do oxigénio dissolvido no
hipolimnio do Lago Kizaki estdo apresentadas na figura 9. A estratificacio
térmica esteve presente de agosto a novembro (Fig. 9A), e a camada
andxica surgiu a partir de 21 de setembro abaixo de 26 m de
profundidade, desenvolvendo-se até os 22 m no final de novembro (Fig.
9B). Com o resfriamento das aguas superficiais devido a aproximacéao do
inverno, a camada andxica voltou a restringir-se na camada inferior a 26 m
de profundidade em 13 de dezembro. O pH no hipolimnio variou muito
pouco no periodo observado, ficando entre 5,88 a 6,35 (Tabela 7). Apesar
do pH étimo para a desnitrificacdo situar-se na faixa entre 7,0 e 8,0
(WIJLER & DELWICHE 1954; NOMMIK 1956), sabe-se que o limite de
tolerancia de pH para a ocorréncia do processo é bastante amplo, ficando

entre 3,5 e 11,2 (PRAKASAN & LOEHR 1972), demonstrando que o



ambiente nao esteve desfavordvel em termos de pH para as bactérias
desnitrificantes.

O desenvolvimento da camada andxica foi acompanhado por uma
nitida variacao dos compostos dissolvidos no hipolimnio. O NOs, NO> e
N20, que estiveram presentes em concentracdes consideraveis 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 10C,
respectivamente), caracterizando o consumo desses compostos realizado
pelas bactérias desnitrificantes. O SO, também diminuiu visivelmente no
mesmo local (Fig. 11B) a partir de outubro, sugerindo a acdao de bactérias
redutoras de sulfato. O fon NHi*, que encontrava-se em baixas
concentracdes entre agosto e setembro (Fig. 11 A), acumulou-se no
periodo entre outubro e dezembro nas profundidades abaixo de 24 m. Por
outro lado, houve também neste periodo um actimulo de NOy e N>O in
situ nas profundidades entre 22 e 24 m, onde as concentracdes de oxigénio
dissolvido estiveram préximas a 0,2 mg.]’. Em 13 de dezembro o NOy e
N20 esgotaram-se em todo o hipolimnio (Figuras 10B e 10C).

O ion fosfato variou muito pouco no periodo estudado, ficando

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

A variagao temporal da atividade desnitrificante no hipolimnio do
Lago Kizaki estd ilustrada na figura 12, e os valores da atividade estdo
apresentados na tabela 7.

O valor maximo da atividade desnitrificante foi observado no dia
22 de agosto a 26 m de profundidade, correspondente a 0,844 uM.dial.
Entre 22 de agosto e 21 de setembro, as atividades méximas limitaram-se
na parte mais profunda do hipolimnio (abaixo de 24 m de profundidade).
Neste dia, as bactérias aderidas as particulas foram as que mais
contribuiram para a atividade desnitrificante, responsaveis por 74 a 97 %
da atividade da comunidade total (Tabela 7). Porém, com o esgotamento
de NOs e NOr no periodo entre agosto e dezembro, a atividade
desnitrificante diminuiu consideravelmente nessa camada. Nesse periodo,
por outro lado, a camada deficiente em oxigénio passou a ocupar também
profundidades superiores do hipolimnio (Figura 9 B), e as maximas
atividades desnitrificantes passaram a ocorrer entre 22 e 24 m de
profundidade, onde ainda havia NOs- e NOz em disponibilidade (Figuras
10 A e 10B). Neste local, as bactérias de vida livre foram as que mais
contribuiram para a atividade desnitrificante, sendo responséveis por 33 a
95 % da atividade total. Em dezembro houve a diminuicao da atividade
desnitrificante, tanto das bactérias aderidas como de vida livre, em razao

da retracido da camada deficiente em oxigénio causada pela



desestratificacao térmica, bem como pelo esgotamento de NO3 e de NO»
no hipolimnio.

Portanto, a atividade desnitrificante no hipolimnio do Lago Kizaki
foi caracterizada por dois padroes distintos de distribuicdo ao longo do
tempo. De 22 de agosto a 21 de setembro, a atividade méxima manteve-se
abaixo de 24 m, atribuida principalmente &s bactérias aderidas as
particulas (Figura 12 B). De 19 de outubro a 22 de novembro, por outro
lado, a atividade méaxima manteve-se entre 22 e 24 m de profundidade,
atribuida principalmente as bactérias de vida livre (Figura 12C).

Os padrdes de variagao da atividade desnitrificante observados
neste trabalho (Figura 12) assemelham-se muito aos padrdes de variagao
de NOy e de NzO (Figura 10B e 10 C, respectivamente), ou seja, nas
camadas as quais observaram-se as maximas atividades, houve também
um acimulo de NOy e N2O, sugerindo uma forte relacao entre essas
variaveis. Esta relacdo foi realmente observada pela analise de regressao
multipla passo a passo, que estd descrita em um item a parte (3.5.) neste

capitulo.

3.3. Contagem de bactérias

A figura 15 mostra a ocorréncia das bactérias aderidas as particulas

e bactérias de vida livre em cada um dos dias estudados.



O nidmero total de bactérias no hipolimnio variou de 3,04 x 10¢ a
1,21 x 107 células.ml?! durante o periodo estudado, e os mais altos valores
foram observados abaixo de 25 m de profundidade, sempre superiores a
107 células.ml! (Tabela 7). As bactérias de vida livre dominaram em
nimero durante todo o periodo estudado (1,65 a 8,03 células x 106.ml?),
representadas por 54 a 95 % do total de células. Uma excecdo foi
observada em agosto, quando as bactérias aderidas as particulas
dominaram a 26 m de profundidade, representadas por 71 % do niimero
total de células contadas. A dominancia das bactérias aderidas as
particulas a 26 m em agosto, bem como o ndmero muito significativo
destas observado em setembro (1,30 a 3,97 x 106 células.ml?), coincide com
a alta atividade desnitrificante desta fracdo observada nesse mesmo

periodo (Tabela 7), sugerindo uma forte relagéo entre essas variaveis.

3.4. Analise da comunidade microbiana

Nas figuras 20 e 21 estao ilustradas algumas das imagens obtidas
pela técnica de hibridizacao in situ, mostrando as células hibridizadas
coradas com TRITC, e a imagem referente a0 mesmo campo microscépico

mostrando as células coradas com DAPIL



Na tabela 8 estao apresentadas as porcentagens de eficiéncia de
hibridizacao do controle positivo (EUB338) e as porcentagens de
hibridizacbes nao-especificas ocorridas com o controle negativo
(NONB338). Entre 41 a 57 % das bactérias aderidas as particulas (média:
49,1 %) e entre 20 e 69% (média: 47,0 %) das bactérias de vida livre
coradas com DAPI foram detectadas com o oligonucleotideo EUB338.
Segundo AMANN (comunicagao pessoal), a eficiéncia de hibridizagao em
bactérias de ambientes lacustres é em torno de 20 %, devido ao pequeno
niimero de cépias de rRNA que as células bacterianas presentes nesses
ambientes normalmente possuem. RAMSING et al. (1996) obteve valores
de eficiéncia de hibridizacao correspondente a 50 % para bactérias
coletadas em um fiorde da Dinamarca, com a ajuda de um analisador de
imagens para a contagem de células hibridizadas, e ALFREIDER et al.
(1996) obtiveram valores em torno de 64 % para bactérias de um lago de
alta montanha da Austria, com a utilizacdo de um marcador fluorescente
de maior poténcia (CY-3). Portanto, os valores de eficiéncia de
hibridizacao obtidos no presente trabalho estdo de acordo com aqueles
normalmente obtidos em ambientes aquéticos.

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 as particulas, e entre 0,0 a 1,2 %, média de 1,3 %
para bactérias de vida livre)(Tabela 8). Estes resultados demonstram que a

ocorréncia de hibridizacao nao especifica foi insignificante.
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As figuras 16 e 17 apresentam os resultados pela andlise da
comunidade de bactérias aderidas as particulas, em termos de nimero de
células e em termos de porcentagem em relacao as células pertencentes ao
dominio Bacteria, respectivamente. Os resultados correspondentes as
bactérias de vida livre estao ilustrados nas figuras 18 e 19.

A composicdo das bactérias aderidas as particulas foi visivelmente
diferente das bactérias de vida livre. Em 22 de agosto e 21 de setembro, as
bactérias aderidas as particulas foram dominadas pela subclasse beta da
classe Proteobacteria, especialmente a 26 m de profundidade (Figura 16),
representadas por 62,8 % das células pertencentes ao dominio Bacteria
(Tabela 10). De 19 de outubro a 22 de novembro, as subclasses alfa, beta e
delta Proteobacteria, bem como o grupo Cytophaga-Flavobacterium,
compuseram a maior parte das bactérias aderidas as particulas, porém,
sem que houvesse um dominio especifico de algum desses grupos. As
bactérias aderidas dos grupos alfa e delta apresentaram-se em maior
nimero no periodo 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 dominio Bacteria. (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 dominio
Bacteria (Tabela 10).

As bactérias detectadas por EUB338, porém, nao explicaveis pelas
bactérias  detectadas pelos oligonucleotideos  grupo-especificos
empregados, foram categorizadas como “outras”. As bactérias de vida
1ivre foram representadas por uma alta proporcdo dessas células nio
identificadas (0,4 a 67 % das Bacteria), e as bactérias aderidas foram
representadas por 0 a 39 % (Tabela 10).

As amostras que apresentaram atividade desnitrificante méxima no
dia amostrado (Tabela 7) tiveram como grupo dominante a subclasse beta
da classe Proteobacteria, tanto com relacdo as bactérias aderidas como as
bactérias de vida livre (Figuras 16 e 18, respectivamente), o que sugere a
existéncia de uma propor¢ao significativa de bactérias desnitrificantes

pertencentes a esta subclasse.

3.5. Analise estatistica

O resultado da analise de regressao miiltipla passo a passo aplicado
as variaveis dependentes atividade desnitrificante das bactérias aderidas
as particulas, atividade desnitrificante das bactérias de vida livre e N;O in

situ esta apresentado na tabela 9.
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A atividade desnitrificante das bactérias aderidas as particulas, a
variavel nimero de bactérias aderidas foi a contribuidora mais
significativa (52,7 % de explicagdo), seguida do ion NHi* (15,1 % de
explicacao). Para esta varidvel dependente, 67,8 % da sua variabilidade foi
atribuivel as variacoes das variaveis escolhidas.

Para a variavel dependente atividade desnitrificante das bactérias
de vida livre, o nitrito foi o maior contribuidor da sua variabilidade (62,5
% da explicagao), seguido do COD (8,2 % de explicagdo). A alta
porcentagem de explicagdo do nitrito para a variabilidade da atividade
desnitrificante das bactérias de vida livre era um fato esperado, visto que
os padrdes de distribuicao dessas vari4dveis no hipolimnio ao longo do
tempo se assemelham muito, conforme a descricdo feita no item 5.2. .

Com relagao a varidvel dependente N2O in situ, sua variabilidade
foi atribuivel as varidveis independentes desnitrificacdo das bactérias de
vida livre e desnitrificacao das bactérias aderidas, responsaveis por 58,9 %
e 25,0 %, respectivamente. Esta andlise foi realizada para se saber quais
dessas fracdes atuam de forma mais significativa sobre a variabilidade do
N20 no hipolimnio do Lago Kizaki. Verificou-se, portanto, que as

bactérias de vida livre sdo responsaveis pela maior variabilidade do N>O.
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DISCUSSAO

4.1. Atividade desnitrificante e variaveis ambientais

Na tabela 11 estdo apresentados alguns valores de atividade
desnitrificante observados na colﬁna de 4gua de véarios lagos do mundo.
Os valores da atividade desnitrificante da comunidade total observados
neste trabalho (Tabela 7) estao dentro da faixa de valores observados entre
setembro e novembro de 1994 por TERAI & YOH (1996) também no Lago
Kizaki, e nao muito diferentt;:zs dos dados observados em outros lagos do
mundo. Uma das excecdes refere-se aos valores observados no Lago
Kinneret por CAVARI & PHELPS (1977), onde taxas consideravelmente
mais altas foram medidas (3 a 36 uM.dial), em razao das altas
concentragdes de NOs- existentes nesse lago (acima de 107 uM).

Os valores da atividade desnitrificante observados no hipolimnio
sao, em geral, muito inferiores aos valores normalmente observados em

amostras de sedimento. Para se ter uma base de comparacao, os valores
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da atividade desnitrificante obtidos em cada dia de experimento foram
integrados na coluna de dgua para a obtencdo da unidade em pmol por
m? por dia, conforme a tabela 12. Os valores da atividade desnitrificante
da comunidade total variaram entre 7,2 e 84,4 uymol.m-2.dia! . TERAI &
YOH (1996) obtiveram valores estimados da atividade desnitrificante in
siti em amostras litordneas de sedimento do Lago Kizaki que variaram
entre 10 a 2650 umol.m2.dia!, ou seja, valores maximos muito superiores
aos valores méximos da coluna de dgua obtidos no presente trabalho. A
maior taxa de remocao de nitrogénio pela desnitrificacao nos sedimentos
de areas litordneas em relagao a desnitrificacao na coluna de agua é um
fato esperado, visto que a 4gua sobrenadante oxigenada proporciona uma
rapida nitrificacdo e regeneracao de nitrato as bactérias desnitrificantes no
sedimento contendo baixas concentracdes de oxigénio e abundancia de
matéria orgéanica, proporcionando-as uma alta atividade. Apesar da
desnitrificagdo na coluna de agua nao ser considerada um importante
sumidouro de nitrogénio, pode ter conseqiiéncias ecolégicas e
geoquimicas importantes, tanto em sistemas lacustres (KEENEY 1973)
como costeiros marinhos (RYTHER & DUNSTAN 1971), podendo regular
a produtividade primdria em ambientes limitantes em nitrogénio e
controlar a eutrofizacao em ambientes que recebem descargas substanciais

de nutrientes de origem antropogénica (SEITZINGER 1988).
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Os dados observados neste trabalho mostram claramente que, em
termos comparativos, as bactérias aderidas as particulas e bactérias de
vida livre atuam distintamente com relacdo a desnitrificagao ao longo do
tempo e nas diferentes camadas do hipolimnio. As bactérias aderidas as
particulas apresentaram-se proporcionalmente mais ativas nos primeiros
meses em que se formou a camada deficiente em oxigénio dissolvido
(agosto e setembro) nas profundidades do hipolimnio inferiores a 24 m
(Fig. 12 B). As bactérias de vida livre, por outro lado, apresentaram-se
mais ativas entre outubro e novembro na faixa intermedidria do
hipolimnio, entre 22 e 24 m de profundidade (Fig. 12 C). Entre 22 de
agosto e 21 de setembro, as bactérias aderidas as particulas foram
favorecidas pela presenca de NOs em concentragdes superiores a 6,4 uM
(Tabela 7) e, possivelmente, pela presenca de particulas ricas em matéria
organica nesse periodo. Apesar da ocorréncia de particulas em suspensao
ndo ter sido quantificada neste trabalho, sabe-se que a existéncia de
particulas orgéanicas aumenta no ambiente pelagico apds a proliferecao do
fitoplancton, que normalmente ocorre no verdo (FUKAMI et al. 1981;
PEDROS-ALIO & BROCK 1983; SIMON 1987). SUGIURA & HANDA
(1979) verificaram que a taxa de sedimentagdo de particulas ricas em
carbono, medida com coletores de sedimento instalados no Lago Kizaki a
15 m de profundidade, é méxima entre agosto e setembro (245 a 270
mg.m-. dial). Essas informacoes sugerem a existéncia de particulas

organicas em abundancia no hipolimnio entre agosto e setembro, que
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devem ter favorecido as bactérias aderidas as particulas em termos de
suprimento de substrato organico. A ocorréncia de maior nimero de
particulas em agosto e setembro pode estar relacionado também a
formacao da estratificacao térmica no metalimnio. Na fase anterior ao
estabelecimento da termoclina, ou seja, entre abril e junho, as particulas
provenientes do epilimnio, tanto autdéctones como aldctones, teriam
sofrido afundamento, muitas delas atingindo livremente a camada mais
profunda do hipolimnio. Porém, com o estabelecimento da estratificagao
térmica, principalmente entre agosto e novembro (Fig. 9 A), as particulas
provenientes do epilimnio foram possivelmente barradas fisicamente pela
termoclina, resultando na diminui¢do destas no hipolimnio. De fato,
verificou-se a predominancia de bactérias aderidas as particulas a 26 m de
profundidade no dia 22 de agosto, responsaveis por 71 % do total de
células, coincidindo com a alta atividade desnitrificante na mesma
amostra (0,788uM.dial; 93 % do total), a maxima observada em todo o
periodo estudado (Tabela 7). Além disso, o nimero de bactérias aderidas
as particulas foi a varidvel iﬁdependente que mais contribuiu para a
variabilidade da varidvel dependente atividade desnitrificante das
bactérias aderidas (52,7 %) na analise de regressao mdltipla passo a passo
(Tabela 9). As bactérias desnitrificantes sdo organismos aerébios que
utilizam naturalmente o oxigénio como aceptor final na cadeia de
transporte de elétrons e, quando o oxigénio se torna limitante, passam a

utilizar 6xidos de nitrogénio como aceptores finais de elétrons. Portanto, é
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muito provavel que as particulas em suspensao provenientes da zona
eufética tenham sido colonizadas em grande parte por bactérias
desnitrificantes que, ao atingir o hipolimnio deficiente em oxigénio
dissolvido, passaram a utilizar NOs como aceptor de elétrons, resultando
na alta atividade desnitrificante observada (Fig. 12B) e no acaimulo de N>O
na parte mais profunda do hipolimnio entre agosto e setembro (Fig. 10C).
Uma outra hipétese baseia-se no caminho inverso das bactérias, ou seja,
do sedimento para a o hipolimnio anéxico e rico em NOs-. De acordo com
TERAI & YOH (1996), a méaxima atividade desnitrificante no sedimento
do Lago Kizaki ocorre entre o final de junho e julho, isto é, antes do
desenvolvimento da camada andxica no hipolimnio. Os autores
verificaram também que a méxima atividade desnitrificante ocorreu na
camada mais superficial do sedimento (primeiro 1 cm), que possivelmente
se encontrava bem colonizada por bactérias desnitrificantes em razao do
acumulo de particulas organicas. Portanto, existe a possibilidade de que
algumas dessas particulas bem colonizadas por bactérias desnitrificantes
na superficie do sedimento tenham sido ressuspensas para a camada de
agua acima pelo movimento turbulento no hipolimnio. Porém, a alta
atividade desnitrificante na camada abaixo de 24 m em agosto e setembro
resultou no esgotamento de NOs e NOy» em meados de outubro (Figuras
10A e 10B, respectivamente), sem que houvesse a reposicdo desses ifons
pelas bactérias nitrificantes, em razio da permanéncia da anoxia nesse

local. Sem a reposicao de NOs e NO» nessa camada, os niveis desses ions
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tornaram-se baixos de outubro a dezembro e, conseqiientemente, a
atividade desnitrificante também manteve-se extremamente baixa (Fig. 12
A). Além disso, a permanéncia da anoxia deve ter promovido a queda do
potencial de 6xido-reducdo a valores negativos, tornando o ambiente
propicio para o desenvolvimento de outras formas bacterianas, como por
exemplo, as bactérias redutoras de sulfato. Na figura 11B, que ilustra a
variagao temporal de sulfato no hipolimnio, verifica-se uma diminuigao
deste ion entre outubro e dezembro, principalmente na camada abaixo 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 desnitrificagago (CHALAMET 1985) como a
nitrificacado (HANSEN et al. 1981). Portanto, varios aspectos podem ter
contribuido para que as condigdes ambientais na camada abaixo de 24 m
de profundidade se tornassem inadequadas para as bactérias
desnitrificantes entre outubro e dezembro, como o esgotamento de NOs e
NOz e o surgimento das bactérias redutoras de sulfato, que passaram a
competir por substrato organico e também a produzir sulfeto, inibindo a
nitrificacao e impedindo a reposicao de NOs e NOyz, e inibindo a prépria
desnitrificacao.

O NHs¢* que se forma naturalmente no hipolimnio tem basicamente
duas origens. A principal fonte refere-se aos processos de decomposicao
de matéria organica acumulada no sedimento (mineralizacao aerébia e

anaerobia). A outra origem refere-se a redugao dissimilatéria de NOs a
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NHy*, realizada por bactérias fermentativas, também designada como
nitrificacao reversa (COLE & BROWN 1980). O NHs* produzido &, por sua
vez, utilizado por bactérias nitrificantes que, na presenca de oxigénio,
oxidam o NH;* a NO; para fixacao de CO..

O actimulo de NHs* observado abaixo de 24 m entre setembro e
dezembro (Fig. 11 A) fortalece a hipétese de que as bactérias nitrificantes
deixaram de agir em funcdo da permanéncia da camada anéxica nesse
local (Fig. 9B), visto que o NHs* é o produto primario de oxidacao dessas
bactérias. Apesar do NOs nao ter sido escolhido como uma das varidveis
independentes  responsaveis pela variabilidade da atividade
desnitrificante das bactérias aderidas as particulas na anélise de regressao
miltipla passo a passo, o NHi* entrou como uma das varidveis
significativas inversamente relacionadas na andlise, cuja contribuicao foi
de 15,1 % da explicacdo da varidvel dependente (Tabela 9). Esta relacdo
inversa entre a atividade desnitrificante das bactérias aderidas e o NH;*
reflete a interrupcao da regeneracdo de nitrito e nitrato pelas bactérias
nitrificantes causada pela anoxia, resultando no acimulo de NH;* no
hipolimnio.

Entre outubro e novembro, nas camadas um pouco acima (entre 22
e 24 m), verificou-se a ocorréncia de atividade desnitrificante em niveis
significativos (Fig. 12 A), atribuida principalmente as bactérias de vida
livre (Fig. 12C), responsaveis por 61 a 95 % da atividade da comunidade

total (Tab. 7). As bactérias de vida livre encontraram nesta camada



condicdes propicias para desnitrificar, tais como a existéncia de NOs e
NOz> em niveis considerdveis (Fig. 10 A e 10 B), bem como niveis
suficientemente baixos de oxigénio dissolvido (Fig. 9B). Além disso, as
bactérias de vida livre estiveram presentes em grande nimero nessa
camada (3,12 x 10° a 5,28 x 10¢ células.ml?), se comparadas as bactérias
aderidas as particulas (0,44x 10° a 2,17 x 10° células.ml?) (Tabela 7). A
presenca do maior nimero de bactérias de vida livre em relacdo as
bactérias aderidas se deve, entre outros fatores, a menor taxa de
afundamento das primeiras em razdo do menor tamanho das células, o
que lhes confere a capacidade de permanecer em suspensao na coluna de
dgua por um longo periodo. 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
diametros entre 0,5 e 1 um, e densidade de 1,08, ou seja, uma taxa de
afundamento insignificante. A baixa atividade desnitrificante das
bactérias aderidas -as particulas nessas profundidades deveu-se,
provavelmente, ao menor nidmero de células em funcao da menor
quantidade das particulas. SUGIURA E HANDA (1979) ja haviam
verificado que o nimero de particulas ricas em carbono no Lago Kizaki
diminui de outubro a dezembro, se comparado aos valores observados
entre agosto e setembro.

Os padrdes de variacao de NOy (Fig. 10B) e de N2O (Fig. 10 C)

observados no hipolimnio do Lago Kizaki se assemelham muito ao padrao
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de variacao da atividade desnitrificante méaxima da comunidade total (Fig.
12 A), e principalmente ao padrdo de variacdo da atividade méxima da
desnitrificagado das bactérias de vida livre (Fig. 12 C). O actimulo de NO» e
de N20 no hipolimnio j& fora observado por DOWNES (1988) no lago
Rotoiti, Nova Zeladndia, e por YOH et al. (1990) no Lago Kizaki, qﬁe
atribuiram o local desse acimulo como a regidao a qual ocorre o
acoplamento entre a nitrificagao e a desnitrificacdo, ou seja, o local onde os
processos de nitrificacdo e desnitrificagdo estariam ocorrendo
concomitantemente. DOWNES (1988) sugeriu uma hipdtese para
descrever esse acoplamento da seguinte forma. Para concentracdes de
oxigénio dissolvido superiores a 1,0 mg.l?, o NHy* é transformado em
NO;z e este a NOs. Esse processo é predominante no metalimnio, onde o
NH;s* e NO;7 sao supridos pelo processo de difusdo a partir do hipolimnio,
fornecendo substrato para as bactérias nitrificantes. Nas camadas onde o
oxigénio varia entre 0,2 a 1,0 mg.l?!, o NHy* é transformado em NO,
porém, sem que haja oxidagao de NO» a NOs devido & baixa
concentracao de oxigénio que impede essa transformacdo. Ocorre entdo o
acoplamento da desnitrificagdo, sendo o NOz utilizado pelas bactérias
de.;sm'trif:icantes para a formacao de N2O. Em concentracdes de oxigénio
inferiores a 0,2 mg.l}, ocorre a desrdtrificac;éo completa, ou seja, o NOy é
reduzido a N2O e este a N2. O segundo caso, ou seja, a transformacao do
NHs* a NOz pelas bactérias nitrificantes e a transformacao NO>» a N>O

pelas bactérias desnitrificantes, se enquadra muito bem aos resultados



observados neste trabalho, principalmente com relacdo as bactérias de
vida livre. Pela andlise de regressao miiltipla passo a passo, verificou-se
que a varidvel dependente atividade desnitrificante das bactérias de vida
livre teve sua variabilidade atribuida principalmente a variavel
dependente nitrito (Tabela 9), responsavel por 62,5 % da explicagao, o que
alimenta ainda mais a hipétese do acoplamento nitrificacao-
desnitrificacdo. A outra varidvel que também se relacionou
significativamente com a atividade desnitrificante das bactérias de vida
livre foi o carbono organico dissolvido (COD), responsével por 8,2 % da
explicagao, visto que o substrato organico também é necessario para o
processo. O COD nao se relacionou significativamente a atividade
desnitrificante das bactérias aderidas, possivelmente porque elas se
supriram do substrato organico presente nas préprias particulas em que
se mantiveram aderidas. A variavel independente COP nao foi incluida na
andlise de regressao, visto ‘que nela estariam embutidas nao apenas as
particulas mortas, mas também as particulas vivas, muitas das quais, as
proprias bactérias, que teriam interferido na anélise.

Com relaggo ao acimulo de N;O observado, evidenciou-se
claramente pela andlise de regressao muiiltipla passo a passo que a
desnitrificacdo foi a principal causa desse acimulo (Tabela 9), sendo a
atividade desnitrificante das bactérias de vida livre a varidvel que mais
contribuiu para a variabilidade do N:2O, responsavel por 58,9 % de

explicacao, e a variavel desnitrificacao das bactérias aderidas, por sua vez,



responsavel por 25,0 % de explicacdo. A alta contribuicio da atividade
desnitrificante para a variabilidade da concentracdo de N.O in situ no
hipolimnio é um fato 6ébvio, porém, estes dados fornecem uma explicacao
nitida da influéncia de cada forma de vida bacteriana sobre as
transformagdes do nitrogénio. Verificou-se assim, que as bactérias de vida
livre apresentaram maior influéncia na variabilidade do NO in situ, se
comparadas as bactérias aderidas as particulas, cujo resultado demonstra
a grande importancia das bactérias de vida livre no ciclo do nitrogénio na
regido peldgica de sistemas lacustres.

Por outro lado, foi realizado um calculo para se avaliar a taxa
absoluta de liberagao de N;O pela desnitrificacdo em todo o periodo
estudado, a partir dos valores de atividade desnitrificante integrados na
coluna de agua mostrados na tabela 12. Montou-se assim, um gréfico
indicando a contribuicio das bactérias aderidas as particulas e das
bactérias de vida livre para a desnitrificacao na coluna de 4gua, conforme
a figura 13. Posteriormente, calculou-se a area de cada uma das curvas
obtidas que forneceram a quantidade de nitrogénio produzido pela
desnitrificacao durante todo o periodo estudado, entre 22 de agosto a 13
de dezembro de 1996, conforme indica a tabela 13. Verificou-se que, em
termos absolutos, as bactérias aderidas as particulas produziram 4,76
mmol.m2 de N2O no periodo estudado, o equivalente a 56 % de todo o
N2O produzido pela desnitrificacdo, e as bactérias de vida livre, 3,79

mmol.m?, o equivalente a 44 % do total. Portanto, a contribuicdo de cada
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uma das formas de vida na formacao de N2O foi praticamente
equivalente, apesar de atuarem em épocas e em camadas distintas do

hipolimnio.

4.2. Contagem de bactérias

Os estudos comparativos entre bactérias aderidas as particulas e
bactérias de vida livre no Lago Kizaki ja tém sido realizados desde o final
da década passada. KATO & SAKAMOTO (1981) verificaram que,
durante a estratificacdo térmica de verao, as bactérias de vida livre
predominam no epilimnio do Lago Kizaki, sendo que no hipolimnio, as
bactérias aderidas foram predominantes. KATO (1985) acredita que,
apesar da ocorréncia dos constituintes da comunidade bacteriana e dos
mecanismos relacionados a adesd@o das bactérias as particulas em
suspensao serem de extrema complexidade mesmo em ambientes
lacustres, o niimero e a atividade das bactérias de vida livre e das
bactérias aderidas &s particulas sdo governadas pela disponibilidade de
particulas apropriadas para a colonizacdo, bem como pela concentracao de
nutrientes dissolvidos.

Em todos os dias amostrados, a maior densidade de células

bacterianas foi observada na parte mais profunda do hipolimnio, entre 25



e 26 m de profundidade, superando 107 células por ml (Tab. 7). Tanto as
bactérias de vida livre como aderidas as particulas foram mais abundantes
também nessa camada, que apresentou-se andxica em praticamente todo o
periodo estudado (Fig. 9B). Com relagdo as bactérias aderidas, foi
mencionada anteriormente que a grande abundéancia de células em agosto
pode estar relacionada ao maior fluxo de particulas provenientes da zona
eufética nesse periodo, apés o florescimento fitoplanctdnico no verdo e

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

no hipolimnio estiveram sempre na faixa entre 1,26 e 2,61 mg.l'l (Tabela

7), demonstrando que este composto sempre esteve presente no ambiente
e, portanto, disponivel as bactérias de vida livre, o que explica a alta
abundancia desta forma de vida durante todo o periodo estudado.

Com relacdo a maior abundancia de bactérias na camada mais
profunda do hipolimnio, sabe-se que, apesar de haver descri¢des sobre
protozoéarios que vivem ativamente em ambientes anéxicos (FENCHEL et
al. 1990), a pressao de “grazing” muitas vezes pode ser reduzida nessas
condicdes. COLE et al. (1993), realizando estudos comparativos sobre
abundancia e morfologia de bactérias em uma série de 20 lagos,
verificaram que tanto a abundancia como o tamanho das células
bacterianas eram consistentemente maiores em ambientes anéxicos em

comparacao aos ambientes Oxicos. ABE et al. (1998)" realizaram

" AABE. D. S.; G-TOTH. L.; KATO. K. (1998). (Universidade de Shinshu. Jap3o) / Trabalho a ser
submetido para publicacdo/



experimentos em paralelo ao presente trabalho, submetendo amostras do
hipolimnio do Lago Kizaki a condi¢des 6xicas e andxicas para se medir a
taxa de ingestdo de bactérias de vida livre por organismos menores do
que 3,0 um. Os autores verificaram que o decréscimo do nimero de
células bacterianas ocorreu apenas em amostras submetidas as condi¢des
6xicas (Fig. 14), concluindo que a pressdo de "grazing" em condicdes
andxicas nao foi significativa no hipolimnio do Lago Kizaki. Portanto, a
maior densidade bacteriana no hipolimnio provavelmente esteve

relacionada a menor pressao de “grazing” nesse local.

4.3. Analise da comunidade bacteriana

A eficiéncia de hibridizagao em torno de 50 % em relacao as células
coradas com DAPI obtida neste trabalho (Tabela 8) e nao de 100 %, se
deve ao fato de as bactérias que vivem em ambientes oligotréficos e
mesotréficos lacustres possuirem, em geral, quantidade reduzida de
copias de rRNA em suas células se comparadas, por exemplo, as células
que se desenvolvem em ambientes eutrdficos, visto que a quantidade de
rRNA contida na célula esta relacionada a quantidade de ribossomos que,
na maioria dos casos, esta relacionada a atividade metabélica das células
(AMANN et al. 1995). Havendo poucas moléculas de rRNA na célula, o

nimero de hibridizacdes e, conseqiientemente, a quantidade de
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fluorocromo no interior da célula serdo também pequenos, dificultando a
sua visualizacdo ao microscépio. Além disso, a técnica empregada possui
limitagdes quando usadas para bactérias gram-positivas, por possuirem
uma parede celular espessa que dificulta a permeabilidade dos
oligonucleotideos para o interior das células. No caso das bactérias gram-
positivas, torna-se necessério o uso de etanol para fixagdo no lugar de
paraformaldeido, bem como o uso de enzimas como, por exemplo, a
lisozima—EDTA para atacar a parede celular, tornando-as mais permeéaveis
aos oligonucleotideos fluorescentes (HAHN et al. 1992). Esta técnica nao
foi empregada no presente trabalho pois seria necessario um tratamento a
parte para bactérias gram-positivas, visto que a lisozima destréi 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,
informacao esta que nos fez optar pela caracterizacao apenas deste grupo.
Além disso, o tratamento com lisozima-EDTA nao é perfeitamente eficaz
na permeabilizacdo da parede celular das bactérias gram-positivas
(AMANN et al. 1992).

O uso da camera colorida de alta resolucido Hamamatsu C5810
acoplada a um analisador de imagens foi de fundamental importancia
para a melhoria dé deteccao das células hibridizadas. Com este
equipamento, tornou-se possivel aumentar a captacdo da emissao das

células hibridizadas com o aumento do tempo de exposicao da imagem e
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o armazenamento desta na memoéria do computador, possibilitando uma
analise minuciosa e prolongada no monitor de video, sem a preocupacao
com o problema de descoloracio que normalmente ocorre durante as
contagens feitas diretamente na lamina ao microscépio de
epifluorescéncia. Outro aspecto importante com relagdo ao uso do
equipamento refere-se a sobreposicao das duas imagens obtidas a partir
do mesmo campo microscépico, apds ser iluminado com a luz de
excitagdo para TRITC e para DAPI, permitindo a distincdo entre
particulas que fluoresceram na mesma faixa do TRITC com células
verdadeiramente hibridizadas (ver figura 8). Dentre as particulas
fluorescentes que interferem na imagem, destacam-se as particulas
organicas auto-fluorescentes e cristais de TRITC contidos na solucao
impura de oligonucleotideos fluorescentes.

Os resultados da anélise da comunidade microbiana mostraram
variacao das proporcoes entre os diferentes grupos de bactérias aderidas
as particulas detectadas ao longo do tempo. A mudanca da atividade das
bactérias aderidas as particulas, de valores extremamente altos entre
agosto e setembro para valores baixos entre outubro e dezembro (Figura
12 B), foi acompanhada por uma nitida mudanga na composicao da
comunidade bacteriana. Entre 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 ntimeros
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significativos, houve um visivel aumento na proporcao de outros grupos,
como as subclasses alfa e delta, bem como do grupo Cytophaga-
Flavobacterium. O aumento do nimero 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 diminuigdo da concentragao de
SO4~ nesse local (Figura 11B), um indicativo da atividade de bactérias
redutoras de SO;~. De acordo com AMANN et al. (1992) a subclasse delta
€ composta principalmente por bactérias redutoras de SOs-, e o
oligonucleotideo ALFA utilizado neste trabalho, especifico ao rRNA das
bactérias da subclasse alfa, é especifico também a alguns membros da
subclasse delta (ver tabela 5). Portanto, o aumento do nimero de células
pertencentes as subclasses alfa e delta indicam o aumento do nimero de
bactérias redutoras de sulfato, em razao das condi¢des anéxicas que foram
observadas no local. Este resultado reforca a hipétese de que as bactérias
desnitrificantes nas camadas abaixo de 24 m de profundidade foram
prejudicadas em parte pela competicao ocorrida entre elas e as bactérias
redutoras de sulfato. A proporgao significativa de ocorréncia de membros
do grupo Cytophaga-Flavobacterium entre as bactérias aderidas as particulas
(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 orgéanicos 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 nao acontecendo
com relacdo as bactérias de vida livre. Este grupo caracteriza-se por
possuir espécies de bactérias adaptadas as condi¢des de vida na forma
aderida, como motilidade por deslizamento e a habilidade de degradar
uma grande variedade de compostos de alto peso molecular, incluindo
proteinas, polissacarideos, quitina e 4cidos nucléicos.

As bactérias de vida livre, por outro lado, foram dominadas pelos
membros da subclasse beta em praticamente todas as amostras (Figura
18), e também pelas bactérias do dominio Bacteria que ndo pertencem a
nenhum dos grupos analisados neste trabalho, categorizadas como
“outras”. Em algumas das amostras, estas bactérias representaram até 67
% das bactérias do dominio Bacteria (Tabela 10). Este dados mostram que a
caracterizacao geral da comunidade bacteriana, utilizando-se apenas 5
grupos filogenéticos intermediérios, é ainda insuficiente, pelo menos para
as bactérias de vida livre. DELONG et al. (1993) e FUHRMAN et al. (1994),
que realizarafn um estudo filogenético das bactérias de ambientes
marinhos utilizando-se a técnica de amplificacdo (PCR), clonagem e
sequenciamento génico de moléculas de rRNA, verificaram que a vasta
maioria das bactérias de vida livre eram pertencentes a grupos nao
descritos filogeneticamente. Portanto, pouco se conhece ainda a respeito
das bactérias, principalmente de vida livre, e muitas das técnicas de
deteccao desenvolvidas até o momento néo s@o ainda suficientes para uma

ampla caracterizacao da comunidade bacteriana em ambientes naturais.
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A dominancia das bactérias da subclasse beta ja fora observada em
outros ambientes de agua doce, como em particulas agregadas do Lago
Constance na Alemanha (WEISS et al. 1996), em amostras de agua e de
gelo de um lago de alta montanha da Austria (ALFREIDER et al. 1996), e
em biofilmes de sistema de tratamento tercidrio de 4gua em alta atividade
desnitrificante (NEEF et al. 1996). Os dados observados no presente
trabalho reforcam a hipétese de que a subclasse beta da classe
Proteobacteria possui um papel significativo em ambientes de dgua doce.

Tornou-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 desnitrificacio das bactérias aderidas
(Tabela 7). Com relagao as bactérias de vida livre, verificou-se também
que a subclasse beta foi o grupo dominante principalmente nas amostras
em que foram observadas as mais altas taxas de desnitrificacdo (Figura
18). Esses dados sugerem que as bactérias desnitrificantes, tanto aderidas
as particulas como de vida livre, eram pertencentes principalmente 2
subclasse beta da classe Proteobacteria. Dentre os géneros de bactérias
desnitrificantes descritos por INGRAHAM (1981) pertencentes & subclasse
beta, destacam-se Alcaligenes, Neisseria e Chromobacterium, sendo o género
Alcaligenes tido como o segundo mais representativo numericamente em
lagos (GAMBLE et al. 1977). Segundo MOBARRY et al. (1996), a subclasse

beta compde também a maioria das bactérias aménio-oxidantes, ou seja, a
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parcela das bactérias nitrificantes responsavel pela regeneracao de NO» a
partir de NHy*. Pela anélise de regressao multipla passo a passo, foi
observada uma forte ligagdo entre o consumo de NHs* e a atividade
desnitrificante das bactérias aderidas as particulas (Tabela 9), e
principalmente entre o acimulo de NOx e a atividade desnitrificante das
bactérias de vida livre, sugerindo a existéncia de um acoplamento entre
nitrificacao e desnitrificacao. Portanto, é muito provéavel que a abundancia
de bactérias pertencentes & subclasse beta nas amostras em que foram
observadas as mais altas atividades desnitrificantes se deva, além da
existéncia de bactérias desnitrificantes pertencentes a esta subclasse,
também a existéncia de bactérias amoénio-oxidantes.

O género Pseudomonas, pertencente a subclasse gama da classe
Proteobacteria, é citado em diversos trabalhos como sendo o grupo que
inclui o maior nimero de espécies de bactérias desnitrificantes isoladas de
amostras de solo, de sedimentos marinhos e de sedimentos lacustres
(GAMBLE et al. 1977; HEITZER & OTTOW 1976), e citado também como
numericamente abundante nesses ambientes. TERAI (1979) realizou um
estudo taxondémico das bactérias desnitrificantes do Lago Kizaki,
estimadas pelo método de contagem pelo nimero mais provavel (MPN)
em meio Giltay, 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



as bactérias aderidas referentes as amostras de agosto e setembro, quando
se verificou a maior atividade desnitrificante desta forma de vida no
periodo estudado (Tabela 10). Em outros trabalhos realizados em
ambientes pelagicos de sistemas lacustres, verificou-se também que as
bactérias da subclasse gama sdo as menos representativas entre outras
subclasses da classe Proteobacteria (ALFREIDER et al. 1996; WEISS et al.
1996), bem como em biofilmes de sistema terciario de tratamento de dgua
enriquecidos com metanol, onde ocorre intensa atividade desnitrificante
(NEEF et al. 1996). Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho
confirmam a baixa representatividade das bactérias pertencentes a
subclasse gama da classe Proteobacterin normalmente observada em
ambientes de dgua doce. Estes resultados sugerem que as bactérias do
género Pseudomonas nao sao numericamente tdo representativas em

ambientes lacustres como normalmente sio referidas.
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CONCLUSOES

- As bactérias aderidas as particulas e bactérias de vida livre apresentam
padrdes de distribuicao da atividade desnitrificante distintos ao longo do
tempo, sendo as primeiras mais ativas nos estdgios iniciais da anoxia
(entre agosto e setembro) nas profundidades préximas ao fundo (abaixo
de 26 m), e as tltimas apresentaram-se mais ativas entre outubro e
novembro, nas profundidades intermediarias do hipolimnio (entre 22 e 24
m de profundidade).

- A atividade desnitrificante das bactérias aderidas as particulas esteve
muito influenciada pelo nidmero de bactérias aderidas, ligada
provavelmente a4 abundancia de particulas bem colonizadas, e a atividade
das bactérias de vida livre esteve influenciada principalmente pela
concentracao de nitrito dissolvido na 4gua, resultante possivelmente, do
processo de nitrificagao.

- A contribuicao das bactérias aderidas as particulas e bactérias de vida

livre para a producéo absoluta de N>O no hipolimnio foi praticamente



equivalente em todo o periodo estudado (56% e 44 %, respectivamente),
apesar de atuarem em épocas e em camadas distintas.

- As bactérias aderidas as particulas foram geralmente compostas pelas
subclasses alfa e beta da classe Proteobacterin, e pelo grupo
Cytophaga/Flavobacterium, e as bactérias de vida livre foram dominadas
pela subclasse beta Proteobacteria e por bactérias nao caracterizadas.

- As amostras que apresentaram atividade desnitrificante méaxima tiveram
como subclasse dominante as Proteobacteria beta. Este resultado sugere que
as bactérias desnitrificantes do hipolimnio do Lago Kizaki sdo compostas
principalmente por bactérias pertencentes & subclasse beta da classe
Proteobacteria, ou entdo, sugere a presenca também de bactérias
nitrificantes pertencentes a esta subclasse vivendo em conjunto com
bactérias desnitrificantes, realizando o acoplamento entre a nitrificacdo e a
desnitrificacao.

- A alta porcentagem de bactérias de vida livre do dominio Bacteria,
porém, ndo pertencentes a nenhum dos 5 grupos estudados, sugere a
necessidade do uso de oligonucleotideos especificos também a outros
grupos intermediérios, para uma caracterizacdo geral da comunidade

bacteriana.
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6

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os métodos de deteccdo e identificacao de microorganismos baseados
em tecnicas de biologia molecular tém contribuido muito para a maior
compreensao da dindmica e diversidade microbianas em seu préprio nicho.
Porém, pouco se conhece ainda a esse respeito das bactérias desnitrificantes
em sistemas naturais. Além da dificuldade de deteccdo em razao da sua
enorme diversidade, as bactérias desnitrificantes atuam tanto como bactérias
aerébias convencionais, oxidando a matéria organica com a reducio de
oxigénio, como desnitrificantes propriamente ditas, reduzindo é6xidos de
nitrogénio e liberando N2O e N,. Assim, mesmo que se observe a existéncia
de bactérias desnitrificantes em um determinado sistema deficiente em
oxigénio dissolvido, isso ndo indica necessariamente que ali esteja ocorrendo
desnitrificagao, visto que elas podem estar utilizando o pouco do oxigénio

que resta no ambiente. Portanto, torna-se necessiria uma outra forma de
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deteccao, baseada nao apenas na filogenia, mas também na funcionalidade
das bactérias a serem detectadas in situ. A abordagem mais promissora para
a deteccao funcional das bactérias baseia se na deteccido do RNA mensageiro
(mRNA) bacteriano, que d4 uma indicativa da transcricao génica e produgao
protéica de uma determinada atividade metabdlica. Os métodos atuais de
deteccdo sao ainda ineficazes para a deteccao dessas moléculas in situ, dada a
sua escassez e instabilidade no interior das células. Porém, com o advento de
novas técnicas progressivamente mais sensiveis de detecgao, o uso desta
abordagem tornar-se-4 possivel em um futuro préximo. O uso de técnicas
baseadas em moléculas especificas de rRNA em paralelo a técnicas baseadas
em moléculas de mRNA forneceria correlacdes entre composicio da
comunidade, rela¢des espaciais entre diferentes membros e atividade
especifica in situ de populagdes definidas de bactérias em ambientes
aquaticos. Esta seria, portanto, uma das perspectivas para um estudo futuro.
Os resultados obtidos neste trabalho indicam a grande importancia
das bactérias nas transformagdes dos compostos nitrogenados no ambiente
pelagico lacustre. Apesar do Lago Kizaki apresentar um hipolimnio com
temperaturas relativamente baixas, em torno de 7°C, essas transformacoes
foram muito evidentes. No caso de sistemas aquéticos tropicais, muitos dos
quais situam-se no territério brasileiro, as transformacdes sao virtualmente

maiores em razdo da alta temperatura das dguas e da grande diversidade de
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espécies normalmente observadas nesses sistemas, que abrem perspectivas

futuras para estudos nesses sistemas.
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FIGURA 1 - Localizagzo do Lago Kizaki, Japdo.



FIGURA 2 - Imagem de satélite da area onde esté situado o Lago Kizaki.
Extraido de UTIDA (1995).

Rio Nou
¥ gu

Estacio de coleta

N
0 05 1KM
| (. AN |

Rio Nougu

FIGURA 3 - Mapa batimétrico do Lago Kizaki, indicando a estagZo de coleta.
Extraido de ILEC (1993).
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FIGURA 4 - Vista geral do Lago Kizaki. Foto de T. Sugiura, extraida de
NIRA (1984).
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FIGURA 5 - Momento da coleta de amostra de agua no Lago Kizaki em
outubro de 1996,
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FIGURA 6 - Amostragem para analise de N20O por cromatografia a gas, baseada
na metodologia de Yoh et al. (1990).
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FIGURA 7 - Tlustrac@o simplificada da técnica de hibridiza¢do fluorescente in situ.

A) Dois grupos imaginarios de bactérias compostos por espécies de di-
ferentes morfotipos; B) Células sobre filtro em contato com oligonucleo-
tideos especificos ao Grupo I; C) Quadro ampliado de células com rRNA.,
ilustrando as espécies 1 e 2 hibridizadas (Grupo I) e espécie 4 nio hibri-
dizada (Grupo II).



FIGURA 8 - Células bacterianas sobre filtro apds ser tratadas para hibridizacio com
oligonucleotideos fluorescentes especificos ao TRNA do Grupo I e poste-
riormente coradas com DAPI. A) excitadas com luz especifica para TRITC,
indicando células hibridizadas em vermelho; B) excitadas com luz especifica
para DAPI, indicando a totalidade das célulasem azul, C)imagens de A e B

sobre postas no monitor de video, indicando a existéncia de particulas fluo-
rescentes de origem n3o-celular em vermelho.
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LAGO KIZAKI, 1996
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FIGURA 9 - Variagdo temporal da temperatura (A) e da concentracdo de oxigénio
dissolvido (B) no hipolimnio do Lago Kizaki, no periodo de agosto a
dezembro de 1996.
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FIGURA 10 - Variacio temporal de NOs™ (A), NO; (B) e N,O (C ) no hipolimnio do
Lago Kizaki, no periodo de 22 de agosto a 13 de dezembro de 1996.
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FIGURA 11 - Variagdo temporal de NH," (A) e SO~ (B) no hipolimnio do Lago Kizaki,
no periodo de agosto a dezembro de 1996.
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FIGURA 12 - Variacdo temporal da atividade desnitrificante da comunidade total
(A), das bactérias aderidas as particulas (B) e bactérias de vida livre (C )
no hipolimnio do Lago Kizaki, no periodo entre agosto e dezembro de
1996.



89

—a— Aderidas
—a— Vida livre

(umol.m2.dia™)

22 21 19 06 22 13
AGO SET ouT NOV  NOV DEZ
Data

FIGURA 13 - Variag3o temporal da atividade desnitrificante integrada na coluna de agua
do Lago Kizaki, correspondente as bactérias aderidas as particulas e
as bactérias de vida livre, no periodo entre agosto e dezembro de 1996.
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FIGURA 14 - Taxa de remoc¢do de células bacterianas em condi¢Ses Oxicas (azul) e
anoxicas (rosa) realizada por “grazers” menores do que 3,0 pm de
didmetro em amostras coletadas no Lago Kizaki. Extraido de ABE et al.
(1998)*.

* ABE, D.S.; G-TOTH, L.; KATO, K. (Universidade de Shinshu, Japdo).
/A ser submetido para publicacio/.
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FIGURA 15 - Numero de bactérias aderidas as particulas (azul) e de bactérias de

vida livre (rosa) em amostras coletadas no hipolimnio do Lago

Kizaki, entre agosto e dezembro de 1996.
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BACTERIAS ADERIDAS
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FIGURA 16 - Ocorréncia de bactérias aderidas as particulas correspondentes aos grupos
filogenéticos estudados pela técnica de hibridizagéo fluorescente in situ em
amostras do hipolimnio do Lago Kizaki, no periodo de agosto a dezembro de
1996.

ALFA: subclasse alfa da classe Proteobacteria; BETA: subclasse beta da classe Protecbacteria;
GAMA: subclasse gama da classe Proteobacteria; DELTA: subclasse delta da classe Proteobacteria;
CF: grupo Cytophaga/Flavobacterium; OUTRAS células pertencentes ao dominio Bacteria, porém, ndo
pertencentes a nenhum dos grupos estudados.
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Figura 17 - Porcentagem de ocorréncia dos grupos de bactérias aderidas as particulas detectados

pela técnica de hibridizac&o 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 Proteobacteria;
CF: grupo Cytophaga/Flavobacterium; OUTRAS:células pertencentes ao dominio Bacteria, porém, no

pertencentes a nenhum dos grupos estudados.

(%): porcentagem em relagéo as células detectadas com oligonuclectideos especificos ao dominio

Bacteria
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BACTERIAS DE VIDA LIVRE
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FIGURA 18 - Ocorréncia de bactérias de vida livre correspondentes aos grupos filogenéticos
estudados pela técnica de hibridizacao fluorescente in situ em amostras do
hipolimnio do Lago Kizaki, no periodo 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/Flavobacterium; OUTRAS células pertencentes ao dominio Bacteria, porém, ndo

pertencentes a nenhum dos grupos estudados.
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BACTERIAS DE VIDA LIVRE
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Figura 19 - Porcentagem de ocorréncia dos grupos de bactérias de vida livre detectados pela

técnica de hibridizacao 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 Proteobacteria;

CF: grupo Cytophaga/Flavobacterium; OUTRAS:células pertencentes ao dominio Bacteria, porém no

pertencentes a nenhum dos grupoes estudados.

(%): porcentagem em relac&o as células detectadas com oligonuclectideos especificos ao dominio
Bacteria
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FIGURA 20 - Imagens obtidas pela técnica de hibridizacio fluorescente in sifu . Esquerda:
células hibridizadas (em vermelho); direita: células coradas com DAPI (em azul).




FIGURA 21 - Imagens de bactérias de vida livre coradas com DAPI (azul; A) e hi-
bridizadas com oligonucleotideos especificos ao dominio Bacteria
marcados com TRITC (vermelho; B), correspondentes a0 mesmo
campo microscopico. Amostra do Lago Kizaki coletada a 22 m de
profundidade no dia 22 de novembro de 1996.
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Tabela 1 - Dados mensais de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, nitrogénio total,
fosforo total e carbono orgénico dissolvido (COD) na subsuperficie (0,5 m) e
fundo (29 m) do lago Kizaki, referentes ao ano de 1985. Extraido de ILEC

(1993).

Temper. pH Oz Diss. N-total P -total COD

Més Prof.(m) {°C) (mg.")  (mgl") (mgr") (mg.l-1)

Janeiro 0,5 - - - = - =
29 . - - - - -
Fevereiro 0,5 - - - = - =
29 - - - - - -
Marco 0,5 - - = - - =
29 - - - - - -
Abril 0,5 11,5 7,4 11 0,47 0,012 2,3
29 6,8 6,6 8,5 0,71 0,009 1.5
Maio 0,5 14,4 733 10 0,49 0,015 2
29 54 6,6 8,6 0,72 0,008 1,1
Junho 0,5 19,7 9,2 9.9 0,38 0,007 3,0
29 5.7 6,5 8,1 0,90 0,015 1,8
Julho 0,5 20,7 T2 96 0,27 0,005 1.2
29 5,8 6,4 3.1 0,88 0,011 1,3
Agosto 0,5 28,0 75 8,5 0,28 0,035 1.6
29 5,8 %6 0,8 0,58 0,005 0,8
Setembro 0,5 214 7.4 8,6 0,19 0,008 1.3
29 59 6,4 0,9 0,56 0,010 14

Outubro 0,5 16,1 v 9,4 0,14 0,005 <0,5
29 5,9 65 1,0 0,44 < 0,003 1,6
Novembro 0,5 9.9 7,8 9,5 0,15 0,004 1,0
29 59 7.8 0,2 12 0,057 23
Dezembro 0,5 5,9 6,8 8,9 0,44 0,008 0,9

29 57 6,8 8,2 0,47 0,008 1,0
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Tabela 2 - Variagdes mensais de clorofila na coluna de agua do Lago Kizaki. Dados
obtidos em 1981. Extraido de ILEC (1993).

Concentracédo de clorofila (pug.I™")
Prof.(m) Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

o] - - - - 0S - 05 21 6.4 78 04 24
2 - - - - 1,0 - 18 1,7 6,0 146 1,0 20
5 - - - - 09 - 4.4 09 1,8 13 1,2 22
10 - - - - 05 - 27 09 05 0,6 0,7 2.1
20 - - - - 05 - 1,0 03 04 11 05 10

Tabela 3 - Variagdes anuais de temperatura e precipitagio na regido do Lago
Kizaki . Dados referentes ao periodo entre 1972 a 1980 (ILEC 1993).

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Anual

Temperatura
meédia (°C) -35 -34 02 71 130 171 210 215 171 110 48 05 88

Precipita- 184 171 148 160 136 218 180 172 164 112 144 157 1953
¢ao (mm)

Tabela 4 - Principais entradas de nitrogénio e fosforo no Lago Kizaki.
Dados referentes ao ano de 1982 (ILEC 1993).

Fontes (toneladas/ano)
Industriais Naturais Outras Total
N total 0 72 11,29 18,49
P total 0 0,34 0.66 1,00
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TABELA 5 - Principais membros e ocorréncia dos grupos de bactéria caracteri-
zados pela técnica de hibridizacao in situ no presente trabalho.

Grupo

Principais membros

Qcorréncia

Alfa Proteobacteria

Beta Proteobacteria

Gama Proteobacteria

Delta Proteobacteria

Grupo Cytophaga/
Flavobacterium

Familia Rhyzobiaceae, géneros
Paracoccus, Caulobacter,
Rhodospirillum, Nitrobacter,
Agrobacterium, Azospirillum,
Rhodobacter, Rhodopseudomo-
nas (Weiss et al. 1996).

Alguns membros da subclasse
delta da classe Proteobacteria.

Géneros Commamonas,
Hydrogenophaga e Acidovorax
(todos previamente tidas como
pertencentes ao género
Pseudomonas); Alcaligenes,
Neisseria. Chromobacterium,
maioria das bactérias amonio-
oxidantes (Weiss et al. 1298).

Géneros Acinetobacter,
Aeromonas, Legionella, Vibrio,
familia Enterobacteriaceae e as
verdadeiras Pseudomonadas
(Weiss et al. 1596).

Maioria das bactérias redutoras
de sulfato (Desulfomonas,”
Desuifobacter, Desuifovibrio,
Desuifobacterium)

(Amann et al. (1992).

Géneros Cytophaga,
Flavobacterium, Flexibacter,
Flexithrix, Sphingobacterium,
Riemerella, Saprospira
(Manz et al. (1996).

Em ambientes marinhos: como bactérias de vida livre
(Pacifico Norte Central; DelLong et al. 1993).

Em macroagregados do Lago Constance: 11 a 25%

de Bacteria (Weiss et al. 1996).

Em lodo ativado: 10% de Bacteria (WWagner et al. 1993).
Em lago de alta montanha: 8 a 16 % de Bacteria
(Alfreider et al. 1996).

Em lodo ativado: 42 % de Bacteria (VWagner et al. 1993).
Em biofilmes de sistemas de tratamento de dgua (Neef
et al. 1996).

Em macroagregados do Lago Constance: 27-42% de
Bacteria (Weiss et al. 19986).

Em lago de alta montanha: 6.5 a 11,6 % de Bacteria
(Alfreider et al. 1996).

Em ambiente marinho: como bactérias de vida livre e
bactérias agregadas (Delong et al. 1993)

Em biofilmes de sistemas de tratamento de dgua (Neef
et al. 1996).

Em macroagregados do lago Constance: 9a 33 % de
Bacteria (Weiss et al. 1996).

Em lodo ativado: 34 % de Bacteria (Wagner et al. 1993).
Em lago de alta montanha: 0.4 a 1.3 % de Bacteria
(Alfreider et al. 1896).

células em forma de longos bastonetes na parte
superior da termociina de um fiorde estratificado,
celulas grandes elipséides nas partes mais profundas
(Ramsing et al. 1896).

Em biofilmes de sistema de tratamento de &gua (Amann
etal 1992).

Principais bactérias aderidas as particulas em
ambientes marinhos (DelLong et al. 1883).

Lago de alta montanha: 5 - 9 % de Bacteria (Alfreider
et al. 1296).
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TABELA - 6. Seqiiéncia de bases dos oligonucleotideos, siios do rRNA,
especificidade e concentracdes de formamida empregadas na
técnica de hibridizagao fluorescente in situ, para amostras de
bactérias do hipolimnio do Lago Kizaki, Japao.

Oligo- Seqiiéncia sitio Especificidade Concentracio de
nucleotideo de basesT do rRNA* formamida
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 168.338-355  Dominio Bacreria 20

(controle positivo)

ALFA CGTTCGYTCTGAGCCAAG 168S.19-35 Subclasse alfa da classe 20
Proteobacteria. varios
membros da subclasse
delta da classe Proteobacreria.
varios Spirocheras

BETA GCCTTCCCACTTCGTTT 238. 1027-1043 Subclasse beta da classe 33
Proteobacteria

GAMA  GCCTTCCCACATCGTTT  23S.1027-1043 Subclasse gama da classe 35
Proteobacteria

DELTA CGGCGTCGCTGCGTCAGG 16S.3835-402 Maioria dos membros da sub- 35
classe delta da classe
Proteobacteria. algumas bactérias
gram-positivas

CF TGGTCCGTGTCTCAGTAC  16S.319-336  Grupo Cytophaga-Flavobacterium 35
do filo CRB
NON338 ACTCCTACGGGAGGCAGC - controle negativo 20

T Seqiiéncias de base obtidas em AMANN et al. (1995).
* Numeracdo baseada no rRNA de E. coli. de acordo com BROSIUS et al. (1981).



TABELA 7 - Variveis fisicas, quimicas, atividade desnitrificante e nimero de bactérias no Lago Kizaki, 1996.

Atividade desnitrificante

Data Prof. OD pH Cond. DOC POC NH; NO, NOj N,O SOy PO,” (umoI~N.I'l.dia") Niamero de bactérias (células.ma.ml")
(m) (mg/) (mSlem) (mgfl)  (mgh)  (uM)  (uM)  (uM) (M) (M) (uM)  total aderidas (%) vidaliv. (%) total aderidas (%) vida liv. (%)
22ago 24 058 615 53 215 072 214 019 2185 0438 2007 054 n.d. n.d. - nd. - 3,31 064 19 267 81
26 020 611 60 188 134 65 126 6.1 1399 1776 043 0844 0,788 93 0056 7 10,16 722 M 294 29
21set 24 041 620 50 1,26 086 309 237 225 0383 2044 032 0372 0360 97 0012 3 4,44 130 29 314 7
26 032 603 53 156 1,23 262 688 1443 0862 1978 043 0572 0424 74 0148 26 1210 397 33 8,13 67
19out 22 066 588 49 160 039 403 10,13 1035 0287 2017 027 0054 0006 11 0,048 89 5,64 044 8 520 92
23 034 589 51 169 062 183 89 833 1212 1968 022 0244 0012 5 0,232 95 7.27 19 27 528 73
26 000 610 73 261 065 4132 034 029 0096 1476 032 0214 0122 57 0092 43 11,01 492 45 609 55
O6nov 20 1,16 635 50 1,74 054 178 002 2194 0069 2080 027 0088 0024 27 0064 73 1,79 013 7 165 93
22 047 613 52 168 091 1,78 657 1358 0,782 20,16 027 0268 0044 16 0,224 84 459 139 30 312 70
25 000 61 81 257 147 11,77 011 016 0047 1430 043 0024 0016 67 0,008 33 1093 491 45 602 55
22nov 16 069 587 49 167 062 099 003 1726 0069 2129 032 0020 0012 60 0,008 40 3,42 157 46 185 54
18 060 582 50 180 024 157 008 194 0131 21,11 038 0024 0008 33 0,016 67 3,04 128 42 1,76 58
22 019 583 56 165 052 392 24 324 0,222 1851 032 0248 0096 39 0152 61 6,01 047 8 554 92
13dez 24 0,22 6,13 - 162 100 763 001 011 0028 1650 027 0092 0024 26 0,068 74 6,13 217 35 396 65
25 004 6,08 - 1,71 0% 2155 004 014 0016 1442 049 0018 0006 33 0012 67 11,18 315 28 803 72
26 0,00 6,07 205 112 2631 000 017 0020 1192 1,03 0016 0008 50 0,008 50 1043 291 28 752 72

OD: oxigénio dissolvido, determinado pelo método de Winkler: Cond: condutividade elétrica da dgua;

n.d.: nfio detectada.

0l



TABELA 8 - Eficiéncia de hibridizacdo do controle positivo (EUB338) e
porcentagem de hibridizacdes nado-especificas com o controle
negativo (NONB338) obtidas pela técnica de hibridizacao
fluorescente in situ aplicada as amostras do hipolimnio do Lago
Kizaki coletadas em 1996.

EUB338 (% DAPI) NON338 (% DAPI)
Data Prof(m) aderidas D.P. vida livre D.P. aderidas D.P. vida livre D.P.
22 Ago 24 571 138 247 58 38 25 20 1.2
26 502 7.8 322 3,8 23 05 22 07
21 Set 24 50,7 2,0 26,4 53 1,4 02 1,5 07
26 457 186 196 13 1,3 0,0 22 04
19 Out 22 436 8,9 425 43 1,7 09 07 0,0
23 56,4 3,3 536 2,2 1,1 0,3 06 03
26 58,9 1,1 594 44 24 00 05 0,0
06 Nov 20 48,7 438 61,4 3.3 1,4 03 0,0 0,0
22 47,9 16 68,0 0,0 1.2 0.0 04 02
25 524 30 85,7 29 1.6 00 03 0,1
22 Nov 18 40,7 06 40,8 06 1,86 09 1,2 01
22 455 22 69,3 07 16 09 26 D1
13 Dez 24 454 3,5 532 0,9 16 02 12 03
25 451 50 41,3 07 14 04 1,9 05

D.P.: desvic padrac; EUB338: porcentagem de células detectadas pelo oligonucleotideoEUB338 (controle
positivo) em relagao as células coradas com DAPL; NON338: porcentagem de células detectadas pelo
oligonucleotideo NON338 (controle negativo); em relagio as células coradas com DAPL.
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TABELA 9 - Anélise de regressao multipla passo a passo com as varidveis obtidas no
Lago Kizaki entre agosto e dezembro de 1996. GL = 13.

Variavel dependente: Atividade desnitrificante das bactérias aderidas as particulas

7

passo variavel coef. r p % explicacéo
independente
1 bactérias aderidas + 0,527 0,01 52,7
2 NH," - 0,678 0,0004 15,1

Varidvel dependente: Atividade desnitrificante das bactérias de vida livre

7

passo variavel coef. r p % explicagio
independente
1 NO; + 0,625 0,0002 62:5
2 CcOoD + 0,707 0,0002 8.2

Variavel dependente: concentracdo de N,O “in situ®

¥

passo variavel coef. r p % explicacdo
independente
1 desnitr. vida livre + 0,589 0,0003 58,9
2 desnitr. aderidas + 0,839 < 0,0001 25,0

desnitr. aderidas: atividade desnitrificante das bactérias aderidas as particulas.
desnitr. vida livre: atividade desnitrificante das bactérias de vida livre.
2
r": coeficiente de determinacdo mltipla; p: nivel de significincia.
GL: grau de liberdade.



TABELA 10 - Analise da comunidade de bactérias aderidas as particulas e bactérias de vida livre do hipolimnio do Lago Kizaki, 1996.

ALFA BETA GAMA DELTA CF OUTRAS
Data Prof. |ADERIDAS VIDA LIVRE ADERIDAS VIDA LIVRE ADERIDAS VIDALIVRE |ADERIDAS VIDA LIVRE ADERIDAS VIDA LIVRE ADERIDAS VIDA LIVRE
(m) | cél10"mi" (%) cél10’ml' (%) |cel0’ml' (%) cel10’ml! (%) | cEl10Smi’ @) cél10%ml" (%) | c6l10"mI" (%)  cél10”ml” (%) [cel10"ml” (%) cal10'mIT (%) | col10"mI! (%) cél10%mi” (%)
22 Ago 24 0.46 12.7 1.25 189 1.48 405 3.22 489 000 00 000 0.0 0.39 10.7 1.10 16.7 0.51 14.0 0.99 15.0 0.81 221 0.03 04
26 0.76 2.1 022 23 22.76 62.8 2.56 27.0 000 00 000 00 511 14.1 026 2.7 10.44 28.8 035 3.7 0.00 0.0 6.09 64.3
21Set 24 0.28 43 0.19 48 2.08 316 224 675 125 189 000 24 045 6.9 022 36 2,02 306 0.31 13.7 051 7.7 533 8.0
26 227 125 037 23 9.92 54,7 523 328 258 142 018 1.1 102 56 027 1.7 1.02 56 1.59 10.0 134 7.4 8.30 521
190ut 22 0.32 169 1.44 65 0.40 21.0 6.76 306 0.04 22 031 14 0.19 9.7 0.00 0.0 0.53 276 592 26.8 0.43 22.6 7.67 34.7
23 3.20 285 266 9.4 1.89 16.8 14.80 52.3 1.73 154 031 14 1.11 9.9 439 155 2.24 20.0 3.31 11.7 1.06 9.4 2.83 10.0
26 9.39 324 051 14 574 19.8 13.46 37.2 4.14 143 0.29 0.8 591 204 123 34 3.48 120 398 11.0 032 1.1 16.71 46.2
06 Nov 20 0.04 6.4 045 4.4 0.14 225 1.98 195 013 221 000 00 0.08 135 021 2.1 0.15 255 069 6.8 0.06 10.0 6.80 67.1
22 1.20 18.0 119 56 1.43 215 10.10 476 1.05 158 091 43 1.58 23.7 0.78 3.7 0.87 13.1 1.70 8.0 053 79 6.53 30.8
25 5.45 21.2 5.70 14.4 599 233 11.67 295 147 5.7 059 15 491 19.1 289 7.3 6.23 24.2 9.29 235 167 65 9.37 23.7
22Nov 18 1.47 28.3 0.87 1241 1.08 20.8 1.77 247 028 54 004 05 024 46 0.14 2.0 0.68 13.1 0.14 20 1.45 27.8 4.21 586
22 0.55 25.7 0.00 0.0 0.62 29.2 2192 57.1 0.00 0.0 292 76 0.35 16.2 338 88 013 6.2 0.00 0.0 0.49 227 10.17 265
13Dez 24 1.04 103 1.33 6.3 226 22.4 11.33 53.8 173 172 008 04 034 34 1.31 6.2 076 75 097 46 3.95 39.2 6.05 28.7
25 4.06 28.6 159 4.8 4,12 290 18.77 56,6 0.88 6.2 0.00 00 2.33 16.4 0.76 2.3 138 9.7 0.00 0.0 1.43 10.1 12.04 36.3
média 218 17.7 127 6.7 4.28 29.7 8.99 41.8 109 98 040 15 1.72 12.4 121 54 217 17.0 209 98 1.00 13.9 7.29 348

% @ porcentagem de células em relagfio as células do dominio Bacteria ;
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/Flavobacterium; OUTRAS: bactérias pertencentes ao dominio Bacteria, porém,
niio pertencentes a nenhum dos grupos estudados.

€01
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TABELA 11 - Atividade desnitrificante na coluna de agua de vérios lagos e no Mar
Baltico, sob condi¢des de anoxia. Extraida de Seitzinger (1988), Terai &
Yoh (1996) e Knowles (1982).

Local Atividade desnitrificante  Técnica Referéncia
(uM.dia™)

Lago Mendota 06-1,9 NO; Brezonik & Lee (1968)
Lago Kinneret 3-36 NO;  Cavari & Phelps (1977)
Lago 227 02-18 ®NOs  Chan & Campbell (1980)
Lago artico 1,1 ®NOs  Goering & Dugdale (1966)
Mar Baltico 0,1 15NOg' Shaffer & Rénner (1984)
Lago antartico 0,0-0,25 NOs  Vincent et al. (1981)
Lago Kizaki 0,04 a 1,789 CsH» Terai & Yoh (1996)
Lago Kizaki 0,0-0,844 C-H, presente trabalho

TABELA 12 - Atividade desnitrificante integrada na coluna de
agua do Lago Kizaki, 1996, em uma estacio
com 29,5 m de profundidade.

Atividade desnitrificante (umol.m™ .dia™)

Data Total Aderidas Vida livre
22 AGO 84.4 78.8 56
21 SET 94 .4 78.4 16.0
19 OUT 83.6 21.0 62.6
06 NOV 79.4 15.8 63.6
22 NOV 64.8 ) 28.8 36.0
13 DEZ 7.2 2.2 50

TABELA 13 - Valores absolutos de N,O produzido na coluna de dgua pelas bactérias
aderidas as particulas e bactérias de vida livre na estacdo mais profunda
do Lago Kizaki, em todo o periodo amostrado, entre 22 de agosto a 13
de dezembro de 1996.

Forma N>O produzido % do total
de vida (mmol.m™)
Aderidas 4,78 56
vida livre 3,79 44

Total 8,55 100




