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RESUMO

No presente trabalho, foram estudados os aspectos da taxonomia e morfologia dos protistas
ciliados encontrados no corrego Sdo Pedro (Juiz de Fora, MG), bem como o potencial destes
microorganismos como indicadores da qualidade da agua e ainda os aspectos ecoldgicos das
relacBes epibioticas entre os ciliados e alguns macroinvertabrados benténicos. A presente
dissertacdo esta dividida em sete capitulos. No capitulo 1, foi realizado o inventario dos
ciliados encontrados em cinco esta¢cdes amostrais do cérrego, durante um ano de estudo, e foi
observada a sucessdo destes protistas em laboratorio. Foram identificadas 42 espécies de
ciliados e caracterizou-se morfologicamente Apoamphisiella sp. nov. (Spirotrichea,
Amphisiellidae). No capitulo 2, foi descrito um doublet do tipo imagem espelhada em
Gastrostyla setifera (Spirotrichea, Oxytrichidae), obtida de amostras de agua e sedimento de
uma estagdo amostral do corrego Sd@o Pedro. O capitulo 3 registra a presenca de
Neobursaridium gigas (Oligohymenophorea, Neobursaridiidae) no corrego e apresenta uma
revisdo dos aspectos morfoldgicos, ecoldgicos e da distribuicdo geogréfica deste ciliado. No
capitulo 4, verificou-se a influéncia da poluicdo orgéanica sobre a composicédo e a distribuicdo
da taxocenose de praotistas ciliados ao longo do cérrego, com o objetivo de avaliar a qualidade
da &gua deste sistema I6tico. Durante o estudo de um ano, em cinco estacbes amostrais ao
longo do corrego, foram encontradas 39 espécies de protistas ciliados, das quais 32 estdo
incluidas no sistema saprobio e sdo consideradas bioindicadoras. A composicdo e a
distribuicdo da taxocenose de protistas ciliados variaram espacial e temporalmente. O indice

saprobio e o indice de valéncia saprobia foram utilizados para avaliar a qualidade da dgua das
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cinco estacGes amostrais e demonstraram o alto grau de poluicdo das estacdes 4 e 5. Os dados
obtidos confirmam que, em aguas correntes, a poluicdo organica parece ser um fator
determinante, capaz de influenciar a composicdo, a distribuicdo e a estrutura tréfica da
taxocenose de protozoarios ciliados. Os capitulos seguintes versam sobre as associagdes
epibidticas dos protistas ciliados com moluscos, oligoquetas e larvas de insetos. No capitulo
5, foram registradas sete espécies de ciliados sobre as conchas de Pomacea figulina, sendo
seis pertencentes a subclasse Peritrichia: Carchesium polypinum, Vorticella microstoma,
Vorticella campanula, Epistylis plicatilis, Epistylis sp., Opercullaria sp. e uma pertencente a
subclasse Suctoria: Hypophrya fasciculata. Os resultados sdo discutidos em termos das
vantagens e desvantagens desta relacdo para os protistas ciliados e dos aspectos ecologicos
envolvidos nesta associacdo. No capitulo 6, foram investigados o sitio de localizacdo e o
padrdo de distribuicdo espacial e temporal de protistas ciliados peritriquios do género
Rhabdostyla colonizando oligoquetas limnicos tubificideos da espécie Limnodrilus
hoffmeisteri (Oligochaeta, Tubificidae) nas cinco estagdes amostrais do corrego, ao longo de
11 meses de coleta. O padrdo de ocorréncia dos epibiontes sobre os oligoquetas apresentou
heterogeneidade espacial e temporal. Os resultados sdo discutidos em termos das possiveis
causas da localizacédo dos ciliados preferencialmente na regido posterior dos oligoquetas e dos
fatores relacionados ao padréo de distribuicdo espacial e temporal heterogéneo. E finalmente,
0 capitulo 7 relata a ocorréncia de Rhabdostyla chironomi (Ciliophora, Peritrichia) sobre
larvas de Chironomus decorus (Diptera, Chironomidae) no cérrego e reporta, ainda, os fatores
envolvidos na localizagdo dos ciliados sobre os tubulos abdominais dos hospedeiros e a
possivel utilizacdo desta relacdo como indicadora da qualidade da agua.

Palavras-chave: biomonitoramento, ciliados, epibiose, morfologia, sistema Iético.



XVi

ABSTRACT

In the present study, both taxonomy and morphology aspects of the ciliate protists found in
Sao Pedro stream (Juiz de Fora-MG), as well as their potential as water quality indicators
were studied together with the ecological aspects of the epibiotic relation between the ciliate
and some benthic macroinvertebrates. The present dissertation is divided into seven chapters.
In chapter 1, the survey of ciliate protists was obtained from samples of water and sediment
from the stream, during a hole year, and the succession of these protists was observed in
laboratory. Forty-two ciliate species were identified and Apoamphisiella sp. n. (Spirotrichea,
Amphisiellidae) was morfologically characterized. In chapter 2, mirror-image doublet was
described in Gastrostyla setifera (Spirotrichea, Oxytrichidae), obtained from samples of water
and sediment at the S&o Pedro stream. The Chapter 3 registers the presence of
Neobursaridium gigas Balech, 1941 (Oligohymenophorea, Neobursaridiidae) in the stream
and presents a revision of the morphological aspects of this ciliate, as well as its ecological
and geographical distribution. In chapter 4, the influence of the organic pollution on both the
composition and the distribution of the taxocenose of ciliate protists along the stream had the
aim of evaluating the water quality of this lotic system. During the one year study, 39 ciliate
protist species were found, 32 of which were included in the saprobic system and their
potencial as indicators are considered. The composition and the distribution of the taxocenose
of ciliate protist varied both spatial and seasonally. The saprobic index and the valency
methods were used to evaluate the water quality at the five stations and they demonstrated the
high degree of pollution on stations 4 and 5. Our results confirm that the organic load in
watercourses may be a dominating factor capable of influencing the composition, distribution
and trophic structure of the taxocenose of ciliate protist. The following chapters consider the
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epibiotic ciliate protist associations to mollusks, oligochates and insect larvae. In chapter 5,
seven ciliate species were registered on the shells of Pomacea figulina, six of which
belonging to the subclass Peritrichia: Carchesium polypinum, Vorticella microstoma,
Vorticella campanula, Epistylis plicatilis, Epistylis sp., Opercullaria sp. and one belonging to
the subclass Suctoria: Hypophrya fasciculata. Results are discussed in terms of the advantages
and disadvantages of this relationship from the ciliate protist point of view, together with the
ecological aspects involved in this association. In chapter 6, location ranch and both spatial
and temporal distribution patterns of Rhabdostyla peritrichids were found colonizing limnic
oligochaetes Tubificidae of the species Limnodrilus hoffmeisteri in the five amostral stations,
during 11 months of collection. The occurrence pattern of the epibionts on the oligochaetes
was spatial and seasonally heterogeneous. Results are discussed in terms of the possible
causes for the site preference of the ciliates in the posterior region of the oligochaetes and
factors related to the heterogeneous pattern of space and temporal distribution. Finally,
chapter 7 registers the occurrence of Rhabdostyla chironomi (Ciliophora, Peritrichia) on
Chironomus decorus larvae (Diptera, Chironomidae) in the stream and still it moderates the
factors involved in the location of the ciliates on the ventral tubules of its hosts and the
possible usage of this relationship as indicative of the water quality.

Key-words: biomonitoring, ciliates, epibiose, morphology, lotic system.



Xviil

APRESENTACAO

O presente trabalho faz parte de um amplo projeto multidisciplinar denominado: “Avaliacao
da qualidade da agua do cérrego Sdo Pedro (Bacia do Rio Paraibuna), Municipio de
Juiz de Fora, MG”. Estdo envolvidos neste projeto os Departamentos de Biologia, Quimica e
Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora e ainda os Departamentos de Zoologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e da Universidade Federal de Minas Gerais. A
presente dissertacdo versa sobre os aspectos da taxonomia, morfologia, biomonitoramento e
relacdes epibioticas da ciliatofauna do corrego Sdo Pedro, um corrego urbano localizado no
municipio de Juiz de Fora, MG. Esta dividida em duas partes principais: morfologia (parte I) e
ecologia (parte Il). A parte | possui trés capitulos. O primeiro (capitulo I) apresenta um
inventario dos protistas ciliados associados ao sedimento do coOrrego e caracteriza
morfologicamente Apoampbhisiella sp. nov.; o segundo (capitulo I1) descreve um doublet do
tipo imagem espelhada em Gastrostyla setifera; e o terceiro (capitulo IIl) apresenta
principalmente os aspectos da morfologia e distribuicdo geografica de Neobursaridium gigas.
A parte 1l possui quatro capitulos. O primeiro (capitulo 1V) aborda a utilizacdo dos ciliados
como indicadores da qualidade da agua; os trés seguintes abordam associagdes epibidticas
entre os ciliados e alguns macroinvertebrados benténicos: moluscos (capitulo V), oligoguetas

(capitulo VI) e larvas de insetos (capitulo VII).



INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Aspectos gerais dos ciliados

Os protistas ciliados foram descobertos no final do século XVII pelo holdndes Antony
van Leeuwnhoek, com o auxilio de um microscopio primitivo que ele proprio construiu. Os
“animdalculos” de Leewenhoek foram observados em dgua de chuva entre algas filamentosas.
Nos relatos enviados a Real Sociedade de Londres ele apresentou ao mundo a vida em outra
dimensdo. Em 1676, Leeuwenhoek descreveu os protistas ciliados encontrados na agua da
chuva, como “as criaturas mais infelizes que jamais vi; pois, quando... eles chocam com
qualquer particula ou com pequenos filamentos (que existem em grande quantidade na agua,
especialmente se ficou parada durante alguns dias), ficam presos, enroscados neles; entdo,
puxam seus corpos para a forma oval e lutam, alongando-se fortemente, para poder soltar as
caudas, provocando seus corpos inteiros a saltarem como uma mola em dire¢do das caudas e,
estas, enroladas como serpentes — do mesmo modo que um fio de cobre ou de ferro que, tendo
sido bem enrolado em torno de uma madeira, ¢ depois retirado - mantém todas as curvas”
(D’AcGosTo et al., 2003).

O Reino Protista Haeckel, 1866 ¢ considerado um grupo polifilético (HAUSMANN &
HULSMANN, 1996). Incluido neste grupo esta o superfilo Alveolata Cavalier-Smith, 1991, que
contém os filos Apicomplexa Levine, 1970, Dinozoa Cavalier-Smith, 1991 e Ciliophora
Doflein, 1901, sendo os Apicomplexa filogeneticamente mais préximos aos Dinozoa do que
aos Ciliophora, tal como demonstrado por FAST et al. (2002) em estudo sobre filogenia
molecular. Dentre os protistas, os ciliados sao os mais especializados e diversificados e os que

apresentam maior complexidade em sua organizacdo (KUDO, 1966; HICKMANN, 2001).



Compartilhando uma origem comum, s3o organismos monofiléticos, tendo como
autoapomorfias o dimorfismo nuclear, o tipo de reproducdo sexuada por conjugagao e a
complexa infraciliatura (LYNN & CORLISS, 1991).

Os protistas ciliados sdo organismos unicelulares, heterotréficos e com o tamanho
variando aproximadamente entre 10 pm e 4.500 um. Os ciliados apresentam vacuolos
contracteis com poros permanentes para a realizacdo de balango hidrico € um citoprécto por
onde sdo excretados residuos celulares. Alguns ciliados apresentam coloragdo, que ¢
determinada por pigmentos -citoplasmaticos, algas simbiontes, alimentos recentemente
ingeridos ou granulos de reserva. A forma do corpo varia do esférico ao alongado, geralmente
com a regido ventral plana e a dorsal abaulada, podendo ocorrer formas bizarras e assiméticas
(CoRLISS, 1979; PUYTORAC et al., 1987).

O aparelho nuclear ¢ composto por um macronticleo e por um a varios micronticleos, o
que caracteriza o dimorfismo nuclear. O macronucleo regula o metabolismo do organismo,
enquanto o micronucleo encarrega-se das fungdes genéticas. O formato do macronucleo varia
de redondo a ovoide (principalmente em ciliados pequenos) ou em forma de colar ou
altamente ramificado através do citoplasma. Os micronucleos sdo relativamente pequenos,
medindo entre 1,5 e Sum, e possuem formato esférico ou oval (CORLISS, 1979; LYNN &
SMALL, 2002). A perda do macronicleo ¢ sempre letal ao ciliado, porém, ciliados
amicronucleados sdo capazes de se reproduzir por fissao (RAIKOV, 1996).

A reproducao assexuada, que ocorre por fissdo binaria, ¢ transversal. Na reproducao
sexuada por conjugacgdo, caracteristica exclusiva dos ciliados, ocorre a reversibilidade da
unido entre os conjugantes e a substitui¢do do macronucleo (GRELL, 1973; CORLISS, 1979). A
conjugagdo envolve uma troca de micronucleos, cada um dos quais fundem-se a um
micronucleo ndo-migratério para formar um nuacleo zigotico. A conjugacdo € precedida por
divisdes meidticas de um microntcleo e ¢ seguida pela reconstituicdo da condi¢do nuclear
normal, que pode envolver uma fissdo (RUPPERT & BARNES, 1996). Apds a separagdo do par
conjugante ocorre a reorganizagdo das estruturas corticais (morfogénese), etapa considerada
de extrema importancia no reconhecimento dos principais grupos dentro do Phylum
Ciliophora (PUYTORAC et al., 1994; LYNN & SMALL, 1997).

Todos os ciliados possuem cilios em pelo menos um estagio dos seus ciclos de vida,
sendo excegdo o género Phalacroptes, um suctério epizodico que vive sobre o poliqueta
Schizobranchia insignis Bush, 1905 (HAUSMANN & HULSMANN, 1996). Os cilios sdo
organelas celulares ultraestruturalmente idénticas aos flagelos que servem tanto para
locomogdo (ciliatura somatica, usada na nata¢do ou para rastejar) quanto para captura de

alimento (ciliatura oral, geralmente por filtracdo). Os cilios sdo curtos e em geral dispostos em
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fileiras longitudinais e diagonais. Podem cobrir a superficie do corpo, estar restritos a regiao
peristomial (citostoma) ou a certas faixas. Na maioria das espécies, os cilios sao fundidos em
uma bainha, a membrana ondulante, ou em membranelas menores, sendo ambas usadas para
impulsionar os alimentos para o citostoma. Em algumas espécies ha cilios fundidos, formando
tufos enrijecidos, os cirros, que sdo freqiientemente usados pelos ciliados rastejantes para a
locomocgao. Os cilios podem ainda ser empregados de maneira menos usual, numa forma
tigmotactil de adesdao a superficies (HICKMANN 2001). Com o advento das técnicas de
impregnacao pela prata propostas por CHATTON & LWOFF (1930), KLEIN (1958), TUFFRAU
(1967), FOISSNER (1991) e DIECKMANN (1995) a ciliatura somatica (ao longo do corpo) ¢ a
ciliatura oral (préxima ao citéstoma) passaram a possuir grande valor taxonOmico na
identificagdo de género e espécie entre os Ciliophora. A infraciliatura, outro carater exclusivo
dos protistas ciliados, localizada no cértex logo abaixo da camada alveolar, ¢ constituida por
cinetossomos que estdo associados a trés estruturas basicas: fibra cinetodesmal, microtubulos
transversos e microtubulos pos-ciliares (LYNN & SMALL, 2002).

Os caracteres utilizados na taxonomia e reconhecimento dos grandes grupos
monofiléticos internos em Ciliophora sdo: 1) organiza¢do da infraciliatura, 2) organizagdo das
ciliaturas oral e somatica, 3) morfologia do citdstoma, 4) presenca ou ndo de extrussomas
anexos, 5) morfologia do aparelho nuclear e 6) padrio de reorganizagdo cortical
(morfogénese) (CORLISS, 1979; PUYTORAC et al., 1994).

Os protistas ciliados s3o, em sua maioria, organismos de vida livre, com poucos
representantes simbiontes, comensais e parasitos (FENCHEL, 1987). Dentre os Ciliophora
conhecidos, somente a espécie Balantidium coli Claparéde & Lachmann, 1858 foi registrada
parasitando humanos. Estes protistas podem ser natantes ou sésseis, com estes ultimos
vivendo associados tanto a substratos inertes quanto a diversos organismos. Os grupos de vida
livre ocupam diversos ambientes tais como os marinhos (intersticios de areia, nos estuarios,
golfos, mares e oceanos), os dulciaqiiicolas (charcos d’agua, lagos, corregos, rios,
reservatorios, pocas temporarias, lencois freaticos e o lodo ativado), os terrestres
(principalmente na regido superficial dos solos e associados a musgos) (DRAGESCO &
DRAGESCO-KERNEIS, 1986; FENCHEL, 1987) ou no interior de bromélias (JOPPERT et al., 1995;
FOISSNER, 2003a, b).

O registro destes protistas em diversos habitats ¢ influenciado por sua notavel
tolerancia ou adaptabilidade as varias condicdes fisico-quimicas apresentadas pela natureza
em seus ambientes. Se os fatores ecoldgicos, tais como temperatura, teor de oxigénio
dissolvido, pH, salinidade, luminosidade e condutividade elétrica estdo dentro do limite

tolerado por determinada espécie de ciliado, sua existéncia e abundancia dependera da



quantidade de alimento disponivel (NOLAND, 1925; SLEIGH, 1988). Quando as condigdes
ambientais se tornam adversas estes organismos recorrem ao encistamento, até que as
condi¢cdes do meio estejam favoraveis novamente (TAYLOR, 1981). Existe uma grande
variagdo no grau de diferencia¢do celular dos ciliados encistados, tal como a espessura da
membrana do cisto, a tolerancia do cisto as condigdes ambientais e viabilidade do organismo
apos longos periodos de encistamento (LOUSIER & BAMPHORT, 1990).

Os protistas ciliados atuam na cadeia trofica como predadores de bactérias,
cianobactérias, detritos, diatomaceas, algas filamentosas, desmideas, amebas nuas e com teca,
hifas de fungos, outros ciliados e de metazoarios microscopicos. De acordo com sua estratégia
de fagocitose, os ciliados sao classificados em filtradores, alimentando-se de pequenas presas,
principalmente bactérias e detritos, filtradas por agdo ciliar; raptoriais que predam bactérias,
outros protistas e metazodrios; e suctoriais que vivendo associados a substratos inertes ou
vivos capturam suas presas por meio de tentdculos (VERNI & GUALTIERI, 1997).

Atualmente, existem duas hipodteses sobre a distribui¢ao global dos protistas ciliados.
A primeira hipotese, defendida pelos ecélogos, sugere que as espécies de ciliados possuem
ampla distribuicdo geografica, e a segunda, adotada pelos taxonomistas, sugere que estes
organismos possuem distribui¢do geografica restrita. Existem divergéncias entre
pesquisadores dessas duas areas quanto ao niimero estimado de espécies de ciliados existentes
no planeta. Segundo FOISSNER (1999) estes nimeros sdo altamente especulativos, visto que
somente uma pequena fracdo dos habitats mundiais foi explorada. Os ecologos estimam o
nimero aproximado de 3.000 espécies ainda ndo descritas, enquanto os taxonomistas
acreditam que existam em torno de 30.000 espécies de protistas ciliados a serem descobertas.
Segundo FINLAY & FENCHEL (1999), o futuro das discussdes a respeito da distribuicao e
diversidade dos protistas ciliados passardo por trés questdes fundamentais: (1) O que ¢ uma
espécie?, (2) Quantas espécies existem? e (3) Ha limites na distribuicdo geografica dos
ciliados, ou seja, estes organismos possuem biogeografia? Segundo FOISSNER (1999), a chave
para se entender a biodiversidade e a distribuicao geografica dos ciliados ¢ ampliar o esforco

amostral nos diversos ambientes do planeta.

2. Classificacao dos ciliados

Os protistas ciliados vém sendo classificados de diferentes maneiras conforme o
acumulo do conhecimento sobre suas caracteristicas, devido aos avancos nas varias técnicas
empregadas no estudo destes organismos (CORLISS, 1979). No presente trabalho, foi utilizada

a classificagdo mais atual, proposta por LYNN & SMALL (2002).



Filo Ciliophora Doflein, 1901

Sub-filo Postciliodesmatophora Gerassimova & Seravin, 1976
Classe Karyorelictea Corliss, 1974
Ordem Protostomatida Small & Lynn, 1985
Ordem Loxodida Jankowski in Small & Lynn, 1985
Ordem Protoheterotrichida Nouzaréde, 1977
Classe Heterotrichea Stein, 1859
Ordem Heterotrichida Stein, 1859
Sub-filo Intramacronucleata Lynn, 1996
Classe Spirotrichea Biitschli, 1889
Sub-classe Protocruziidia de Puytorac et al., 1987
Ordem Protocruziida Jankowski in Small & Lynn, 1985
Sub-classe Phacodiniidia Small & Lynn, 1985
Ordem Phacodiniida Small & Lynn, 1985
Sub-classe Hypotrichia Stein, 1859
Ordem Kiitrichida Nozawa, 1941
Ordem Euplotida Small & Lynn, 1985
Sub-ordem Discocephalina Wicklow, 1982
Sub-ordem Euplotina Small & Lynn, 1985
Sub-classe Oligotrichia Biitschli, 1887
Ordem Strombidiida Petz & Foissner, 1992
Sub-classe Choreotrichia Small & Lynn, 1985
Ordem Tintinnida Kofoid & Campbell, 1929
Ordem Choreotrichida Small & Lynn, 1985
Sub-ordem Strombidinopsina Small & Lynn, 1985
Sub-ordem Strobilidiina Small & Lynn, 1985
Sub-ordem Leegaardiellina Laval-Peuto, Grain & Deroux,
1994
Sub-classe Stichotrichia Small & Lynn, 1985
Ordem Plagiotomida Albaret, 1974
Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961
Ordem Urostylida Jankowski, 1979
Ordem Sporadotrichida Fauré-Fremiet, 1961



Sub-classe Licnophoria Corliss, 1957
Ordem Licnophorida Corliss, 1957
Classe Armophorea Jankowski, 1964
Ordem Armophorida Jankowksi, 1964
Ordem Clevelandellida de Puytorac & Grain, 1976
Ordem Odontostomatida Sawaya, 1940
Classe Litostomatea Small & Lynn, 1981
Sub-classe Haptoria Corliss, 1974
Ordem Haptorida Corliss, 1974
Ordem Pleurostomatida Schewiakoff, 1896
Ordem Cyclotrichida Jankowski, 1980
Sub-classe Trichostomatia Biitschli, 1889
Ordem Vestibuliferida de Puytorac et al., 1974
Ordem Entodiniomorphida Reichenow in Doflein & Reichenow,
1929
Sub-ordem Archistomatina de Puytorac et al., 1974
Sub-ordem Blepharocorythina Wolska, 1971
Sub-ordem Entodiniomorphina Reichenow in Doflein &
Reichenow, 1929
Classe Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974
Sub-classe Phyllopharyngia de Puytorac et al., 1974
Ordem Chlamydodontida Deroux, 1976
Ordem Dysteriida Deroux, 1976
Sub-classe Rhynchodia Chatton & Lwoff, 1939
Ordem Rhynchodida Chatton & Lwoff, 1939
Sub-ordem Rhynchodina Chatton & Lwoff, 1939
Sub-ordem Ancistrocomina Chatton & Lwoff, 1939
Ordem Hypocomatida Deroux, 1976
Sub-classe Chonotrichia Wallengren, 1895
Ordem Exogemmida Jankowski, 1972
Ordem Cryptogemmida Jankowski, 1975
Sub-classe Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858
Ordem Exogenida Collin, 1912
Ordem Endogenida Collin, 1912

Ordem Evaginogenida Jankowski in Corliss, 1979



Classe Nassophorea Small & Lynn, 1981
Ordem Synhymeniida de Puytorac et al., 1974
Ordem Nassulida Jankowski, 1967
Ordem Microthoracida Jankowski, 1967
Classe Colpodea Small & Lynn, 1981
Ordem Bryometopida Foissner, 1985
Ordem Bryophryida de Puytorac et al., 1979
Ordem Bursariomorphida Fernandez-Galeano, 1978
Ordem Colpodida de Puytorac et al., 1974
Ordem Cyrtolophosidida Foissner, 1978
Ordem Sorogenida Foissner, 1985
Classe Prostomatea Schewiakoff, 1896
Ordem Prostomatida Schewiakoff, 1896
Ordem Prorodontida Corliss, 1974
Classe Plagiopylea Small & Lynn, 1985
Ordem Plagiopylida Small & Lynn, 1985
Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974
Sub-classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Ordem Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Sub-ordem Frontoniina Small & Lynn, 1985
Sub-ordem Parameciina Jankowski in Small & Lynn, 1985
Sub-classe Scuticociliatia Small, 1967
Ordem Philasterida Small, 1967
Ordem Pleuronematida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Sub-classe Hymenostomatia Délage & Hérouard, 1896
Ordem Hymenostomatida Délage & Hérouard, 1896
Sub-classe Apostomatia Chatton & Lwoff, 1928
Ordem Apostomatida Chatton & Lwoff, 1928
Ordem Astomatophorida Jankowski, 1966
Ordem Pilisuctorida Jankowski, 1966
Sub-classe Peritrichia Stein, 1859
Ordem Sessilida Kahl, 1933
Ordem Mobilida Kahl, 1933
Sub-classe Astomatia Schewiakoff, 1896
Ordem Astomatida Schewiakoff, 1896



3. Protistas ciliados como indicadores da qualidade de dgua

Nenhum ambiente tem sofrido tantas e tdo grandes modificacdes ao longo da historia
da humanidade quanto os ecossistemas aquaticos, principalmente as aguas correntes
superficiais: dos grandes rios aos ribeirdes. A rdpida deterioracdo qualitativa e quantitativa
dos recursos hidricos ¢ conseqiiéncia das muitas atividades antropicas, entre as quais pode-se
destacar: a mineracdo, a constru¢do de barragens, os despejos de efluentes domésticos e
industriais sem tratamento, a superexploracao dos recursos pesqueiros, o desmatamento e o
uso inadequado do solo. A preocupagdo com esse problema, principalmente nas ultimas
décadas, levou a avancos importantes nos métodos de avaliagdo das condi¢des gerais dos
ambientes hidricos, visando sua conservagdo ou recuperagdo. Com esse enfoque, o
monitoramento ambiental atua como ferramenta indispensdvel nas avaliagdes do estado de
preservacdo e/ou grau de degradacdo dos ecossistemas, produzindo subsidios para a
elaboracdo de estratégias de manejo e conservagdo de areas naturais e de planos de
recuperag¢ao de ambientes degradados (MARQUES & BARBOSA, 2001).

As avaliacdes de impactos ambientais em ecossistemas aquaticos, em geral, sdo
realizadas por meio das andlises das varidveis fisicas e quimicas, as quais permitem a
identificacdo imediata e a quantificagdo precisa das alteragdes nas propriedades fisicas e
quimicas da agua. Porém, esse método de monitoramento oferece algumas desvantagens
como a descontinuidade temporal e espacial das amostragens. Assim, os resultados das
avaliagOes através da analise das variaveis fisicas e quimicas da agua fornecem apenas um
retrato momentaneo de uma situagdo altamente dindmica (WHITFIELD, 2001).

Atualmente, a grande maioria dos estudos analisa ndo apenas as mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas da dgua, mas também as respostas a essas mudancgas por parte
dos organismos ali presentes (SOLA et al., 1996; BEESON et al., 1998; MADONI & BASSANINI,
1999; FRIED et al., 2000). No monitoramento bioldgico, a avaliagdo da qualidade da agua ¢
feita por meio de organismos que funcionam como sensores das alteracdes ambientais
(MARQUES & BARBOSA, 2001).

Os métodos que se baseiam nas respostas das comunidades bioldgicas as alteragdes do
ambiente tém sido considerados como as melhores formas de monitoramento e avaliacao do
grau de deteriorac¢do dos cursos d'agua, mostrando o efeito acumulativo das substancias sobre
0s organismos e as perturbagdes sofridas nos diferentes compartimentos do meio em sua
estrutura e fung¢dao. Enquanto os dados fisico-quimicos representam apenas o estado da agua
em um ponto € momento determinados, o biomonitoramento analisa comunidades bioldgicas
que dependem das condigdes ambientais 24 horas por dia e sdo sensiveis o bastante para

mostrar os efeitos de uma poluigdo (GROLIERE et al., 1990; MARQUES & BARBOSA, 2001). No
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Brasil, apesar da legislacdo que classifica as aguas continentais ndo fazer referéncia a
necessidade de considerar os componentes biologicos do sistema afetado entre os critérios de
avaliacdo (MARQUES & BARBOSA, 2001), programas nacionais de monitoramento da agua
doce, como a CETESB, em Sao Paulo e o CETEC, em Minas Gerais, ja utilizam o método
biologico para a avaliagdo ambiental dos ambientes aquaticos.

A utilizacdo de protozoarios ciliados como bioindicadores tem sido apontada, como
grande potencial para avaliagdo da qualidade de agua (GROLIERE et al., 1990, SPARAGANO &
GROLIERE, 1991; MADONI, 1994; PICCINNI & GUTIERREZ, 1995; SALVADO et al., 1995;
FOISSNER & BERGER, 1996; BEESON et al., 1998; MADONI & BASSANINI, 1999; FRIED et al.,
2000; PAIVA & SILVA-NETO, 2004a; MADONI, 2005). O curto ciclo de vida e a alta taxa
reprodutiva desses organismos permitem a detec¢do de impactos ambientais de curta escala de
tempo (GROLIERE et al., 1990; MADONI, 1994; MADONI & BASSANINI, 1999). Esses
organismos respondem diretamente as mudangas no perfil quimico e sdo sensiveis a dosagens
muito pequenas de contaminantes (SPARAGANO & GROLIERE, 1991). Além disso, apresentam
ampla distribuicdo geografica, sendo componentes essenciais de quase todos os ambientes,
podendo ser obtidos em quantidades estatisticamente aceitaveis (PICCINNI & GUTIERREZ,
1995). Entretanto, CURDS & BERECZKY-CSUTOR (1993) ressaltam as desvantagens destes
organismos como bioindicadores da qualidade dos diversos ecossistemas: o grande niamero de
espécies, a dificuldade de identificagdo para os ecologos, a dificuldade na quantificagao, e a
presenca de grupos de ciliados inconspicuos, principalmente os ciliados terrestres.

A alta sensibilidade as condicdes fisicas e quimicas do ambiente pode ser explicada
pelo fato de muitos protozoarios apresentarem exigéncias especificas em relagdo as
caracteristicas do meio, como a quantidade de matéria organica dissolvida, temperatura, pH,
condutividade elétrica e teor de oxigénio dissolvido (NOLAND, 1925; KuDo, 1967; SLEIGH
1988). Dentre essas caracteristicas, a quantidade de matéria organica e o teor de oxigénio
dissolvido presentes na agua, quando caracterizam poluicdo organica, definem zonas de
poluicao as quais estdo associadas espécies de protozoarios indicadores (FOISSNER, 1988;
FOISSNER & BERGER, 1996). Sdo essas zonas: polisaprobia (4gua extremamente poluida), alfa-
mesosaprobia (dgua muito poluida); beta-mesosaprobia (dgua moderadamente poluida) e
oligosaprobia (dgua nao poluida ou levemente poluida) (STREBLE & KRAUTER, 1987;
FOISSNER, 1988; FOISSNER & BERGER, 1996).

O sistema saprobio de determinagdo da qualidade da &gua, desenvolvido por
KOLKWITZ & MARSSON (1908, 1909), tem sido amplamente utilizado na classificacao
bioldgica dos cursos da agua desde sua criagdo. A lista original de espécies de ciliados

indicadoras foi revisada por diversos autores. FOISSNER (1988) ¢ FOISSNER et al. (1995)



adaptaram a lista de ciliados indicadores da qualidade da agua publicada por SLADECEK et al.,
(1981) e WEGL (1983), adicionando espécies indicadoras e reparando erros de nomenclatura e
taxonomia. As zonas definidas como mesosaprdbias e polisaprobias tém sido caracterizadas
por comunidades de ciliados especificas, enquanto que estudos sobre as comunidades de
ciliados associadas a ambientes oligosaprobios (nascentes e areas de preservagdo) sao
escassos na literatura (FOISSNER, 1997a; PACKROFF & ZWICK, 1996, 1998; MADONI &
BASSANINI, 1999).

Devido a rapida deterioracao qualitativa e quantitativa das dguas correntes superficiais
em ambientes urbanos pela influéncia antropica, tém sido realizados diversos estudos sobre a
composi¢ao, distribui¢do e a dinamica das comunidades de ciliados em rios e corregos, bem
como sua inclus@o no sistema saprobio e sua eficiéncia no monitoramento destes recursos
hidricos (MADONI, 1993; GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO & GROLIERE, 1991; MADONI,
1994; PICCINNI & GUTIERREZ, 1995; SALVADO et al., 1995; SoLA et al., 1996; PACKROFF &
ZWICK, 1996, 1998; MADONI & BASSANINI, 1999).

A disponibilidade de alimento ¢ um importante fator bidtico que controla a
distribuicdo das populacdes de protozoarios ciliados nos variados ecossistemas (NOLAND,
1925; SLEIGH, 1988). Os distirbios causados pela polui¢do podem alterar profundamente a
cadeia alimentar aquatica (MADONI & BASSANINI, 1999). Alguns estudos sobre a mudanga da
estrutura trofica na comunidade de ciliados tém demonstrado que em aguas oligosaprobias
esses organismos se alimentam principalmente de algas, enquanto somente poucos se
alimentam de bactérias e cianobactérias. Com o aumento do grau saprobio a estrutura trofica €
significativamente alterada. Os poluentes organicos conduzem ao aumento de fosfatos e
outros nutrientes, alterando a estrutura das comunidades bacterianas, que induzem mudancas
na ciliatofauna, a qual depende diretamente destas bactérias como alimento (PRIMC, 1988). As
principais mudangas sdo o decréscimo de espécies de ciliados algivoros e o aumento dos
ciliados bacterivoros (WIACKOWSKI, 1981; CzAPIK, 1982; MADONI & BASSANINI 1999;
MADONI, 2005).

A escassez de agua, a recuperacdo de sua qualidade e o desenvolvimento de
tecnologias para o gerenciamento dos recursos hidricos sao alguns dos grandes desafios que o
desenvolvimento econdmico enfrentard no proximo século (MARQUES & BARBOsA, 2001).
Portanto, faz-se necessario a utilizagdo de metodologias, tais como o estudo dos protistas
ciliados, a fim de se avaliar a qualidade dos ambientes aquaticos brasileiros e de se propor

métodos para sua conservagao e recuperagao.
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4. Protistas ciliados epibiontes

Os epibiontes sdo organismos que durante a fase séssil do seu ciclo de vida colonizam
a superficie de um substrato vivo. Enquanto o basibionte constitui um susbtrato que hospeda o
epibionte (WAHL, 1989; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-PORTO, 2002; FERNANDEZ-
LEBORANS & GAGILONDO, 2006).

Historicamente, a epibiose era entendida como uma relacdo comensal entre dois ou
mais organismos. Entretanto, alguns estudos t€ém demonstrado que os epibiontes podem
causar efeitos deletérios aos seus hospedeiros (GREEN, 1974; HENEBRY & RIDGEWAY, 1979;
XU, 1992; PUCKETT & CARMAN, 2002). De acordo com Cook et al. (1998) esta relagao
ecoldgica possui dois extremos. Em um extremo, ela pode ter natureza oportunista, facultativa
e nao especializada, com os epibiontes colonizando substratos inertes, animais e plantas. No
outro extremo, estdo as associagdes obrigatorias e altamente especificas, havendo adaptagdes
morfoldgicas e comportamentais entre epibionte e basibionte que proporcionam este modo de
vida.

Segundo WAHL (1989), a relagdo epibiodtica apresenta vantagens e desvantagens para
hospedeiros e epibiontes. Este autor descreveu os possiveis efeitos negativos da epibiose em
um artigo de revisdo. Os efeitos benéficos para os epibiontes sdo: a corrente de filtracao
criada por certos basibiontes no momento da alimentacdo, o exudato proveniente dos
metabolitos do basibionte e o transporte dos epibiontes para regides com melhores condigdes
nutricionais e de oxigenacao, além de facilitar a dispersao e troca génica entre as populagdes
de epibiontes. Existem também desvantagens para o epibionte, oriundas da atividade
biologica e do comportamento dos hospedeiros, tais como: a instabilidade dos substratos
vivos causada pelos movimentos, ecdises, morte natural, predagdo, flutuagdes da atividade
fisiologica, eliminagao de metabolitos e a migragao.

Os efeitos negativos da epibiose para os hospedeiros sdo, conforme WAHL (1989), o
aumento do peso e da demanda energética; redu¢do na flutuabilidade; decréscimo na
fecundidade e no tempo de sobrevivéncia; aumento na superficie de atrito com o ambiente;
competi¢do por nutrientes (particulas, oxigénio) entre epibiontes e hospedeiros, que
usualmente favorece o epibionte devido a sua posi¢do sobre o basibionte; danos provocados
pela predacdo sobre os epibiontes e aumento da susceptibilidade a predagdo. Embora poucos,
existem efeitos benéficos para os hospedeiros: os epibiontes podem tornar os hospedeiros
menos atrativos para os predadores, funcionando como defesa quimica, por meio da liberagao
de toxinas, e visual através da camuflagem. Além disso, em alguns casos, os basibiontes

podem se alimentar dos proprios epibiontes.
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Os protistas ciliados peritriquios vivem como epibiontes sobre uma variedade de
espécies de metazoarios aquaticos, incluindo diversos grupos de invertebrados: esponjas,
cniddrios, ctenoforos, rotiferos, tardigrados, plandrias, crustaceos, anelideos, larvas de insetos,
moluscos e de vertebrados: peixes, girinos e cagados (KAHL, 1935; GOODRICH & JAHN, 1943;
LAIRD, 1959; CORLISS, 1979; FOISSNER et al., 1992, 1999; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-
PORTO, 2002; Moss et al., 2001).

Os ciliados epibiontes desempenham importante papel ecologico nos ecossistemas de
agua doce, porém a maioria dos trabalhos sobre estes organismos ¢ de cunho morfoldgico e
taxonomico (BALDOCK, 1986), sendo escassos estudos que abordem os aspectos quantitativos
da relacdo epibiotica (BALDOCK, 1986; XU, 1992; COOK, et al., 1998; HANAMURA, 2000; UTZ
& COATS, 2005). Segundo LAIRD (1959) e HENEBRY & RIGDEWAY (1979), a ocorréncia e a
prevaléncia de peritriquios epibiontes podem indicar o grau de polui¢do organica de um
ecossistema aquatico.

Os epibiontes apresentam algum grau de preferéncia pelo hospedeiro. Os ciliados
peritriquios (Ciliophora, Peritrichia) possuem atributos que refletem seu grau de
especializacdo para um determinado habitat. Segundo NENNINGER (1948) ¢ Cook et al.
(1998), existem trés grupos ecologicos distintos de peritriquios, classificados quanto ao grau
de especificidade pelo hospedeiro. Individuos do grupo O e I colonizam uma ampla gama de
substratos, tais como substratos inertes, plantas, animais e ndo estao restritos ao modo de vida
epibidtico. Os organismos do grupo II sdo parcialmente especializados e restritos ao nivel de
filo, classe ou ordem do hospedeiro. No grupo III, os ciliados sdo epibiontes obrigatorios, com
grau de especificidade maior, ao nivel de familia, género ou até espécie.

No Brasil, dentre os estudos sobre os ciliados epibiontes, destacam-se os trabalhos de
RIGHI (1973), REGALI-SELEGHIM & GODINHO (2004), DiAs et al. (2006a) ¢ Dias et al. (no
prelo). RIGHI (1973) descreveu Rhabdostyla pristinis (Peritrichia) sobre o oligoqueta Pristina
minuta (Stephenson, 1914), em um ambiente edafico nas margens do rio Capivara, na Serra
do Cip6, Minas Gerais. REGALI-SELEGHIM & GODINHO (2004) estudaram o padrdo de
colonizacdo de duas espécies de ciliados peritriquios sobre organismos do metazooplancton
(rotiferos, cladoceros e copépodos) no reservatorio Monjolinho, Sao Carlos, SP. DIAs et al.
(2006a) registraram, pela primeira vez, sete géneros de ciliados sésseis epibiontes de
moluscos prosobranquios da espécie Pomacea lineata Spix, 1827 (Ampullariidae) em valas
de irrigagdo no municipio de Juiz de Fora (Minas Gerais) (anexo I). DIAs et al. (no prelo)
relataram a ocorréncia de Rhabdostyla chironomi (Peritrichia) sobre larvas de Chironomus
decorus (Diptera, Chironomidae) no corrego Sdo Pedro, Juiz de Fora, MG (anexo I).

Reportaram, ainda, os fatores envolvidos na localizagdo dos ciliados sobre os tibulos
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abdominais dos hospedeiros e a possivel utilizagdo desta relagdo como indicadora da

qualidade da 4gua.

5. Ciliados de vida livre ocorrentes no Brasil

Os estudos de cunho taxondmico sobre ciliatofauna de vida livre ocorrente no Brasil
sdo relativamente escassos quando comparados aos inimeros estudos realizados na Europa e
na América do Norte. As primeiras contribui¢des referem-se aos ciliados marinhos, aqueles
que vivem entre os graos de areia (psamofilos) e principalmente a ciliatofauna planctonica, e
datam do inicio do Século XX (FARIA & CUNHA, 1917; CUNHA & FONSECA, 1918; FARIA et
al., 1922; PINTO, 1925). Apos a segunda metade do Século XX, KATTAR (1970), em seu
estudo sobre os ciliados psamofilos do litoral brasileiro, identificou 75 espécies, em uma area
de estudo que incluiu os Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Pernambuco.
Em &gua salobra, JOPPERT (1998) realizou um estudo taxonomico e ecoldgico dos ciliados do
plancton litoraneo da lagoa de Piratininga, na cidade de Niterdi (Rio de Janeiro), associados a
macroéfita Typha dominguensis. Em 2004, FERNANDES (2004 a, b), realizou um levantamento
taxondmico dos tintininos (Subordem Tintinnina) coletados em aguas subtropicais do sul do
Brasil, registrando varias espécies destes ciliados para o Oceano Atlantico Sul Ocidental. As
amostras foram baseadas em diferentes cruzeiros oceanograficos cobrindo aguas de
plataforma e oceano. WANICK & SILVA-NETO (2004), no mesmo ano, realizaram um
inventario dos ciliados bentdnicos da baia de Sepetiba, Rio de Janeiro, identificando 32
espécies e descrevendo a espécie Pseudokeronopsis sepetibensis. PAIVA & SILVA-NETO
(2003, 2004b) descreveram, respectivamente, Apoamophisiella jurubatiba e Oxytricha
marcili, identificando ainda 34 espécies de ciliados coletados nas margens da lagoa de
Cabitinas, Macaé, Rio de Janeiro. PAIVA (2005), estudando a mesma lagoa, realizou um
estudo taxondmico dos ciliados bem como descreveu cinco novas espécies pertencentes a
classe Spirotrichea Biitschli, 1889. PAIVA & SILVA-NETO (2005) descreveram Deviata estevesi
em amostras também provenientes da lagoa de Cabiunas, Macaé, RJ. PAIVA & SILVA-NETO
(2006) descreveram Pseudourostyla pelotensis encontrada em uma lagoa de agua salobra em
Pelotas, RS.

Nos ambientes edaficos (solos), SAWAYA (1940) descreveu no Estado de Sao Paulo,
Blepharisma sinuosum. Esta mesma espécie foi redescrita ¢ teve seus aspectos
morfogenéticos elucidados por KATTAR (1965). SANTOS (1991) realizou um estudo estrutural e
ultraestural de trés espécies de ciliados associados a musgos provenientes de Petropolis, RJ.

FOISSNER (1997b), identificou 139 espécies de ciliados em localidades brasileiras, entre as
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quais, descreveu Lamtostyla granulifera (Spirotrichea). No ano seguinte, VALER (1998),
registrou a ocorréncia de onze espécies de ciliados de solo ocorrentes no municipio de
Charqueadas, Rio Grande do Sul.

Os estudos referentes aos protistas ciliados que vivem em ambientes dulciaqiiicolas
(lagos, rios, corregos, tanques de bromélias, estagdes de tratamento de esgoto) abordam nao
s0 a morfologia e a taxonomia como também aspectos da ecologia e do uso destes organismos
como indicadores da qualidade destes ecossistemas.

Sobre a microfauna de ciliados encontrada em tanques de bromélias de ambientes
brasileiros destacam-se os estudos de JOPPERT et al. (1995), ESTEVES & SILVA-NETO (1996),
FOISSNER (2003 a, b) ¢ FOISSNER et al. (2003). JOPPERT et al. (1995) realizaram um estudo
qualitativo dos ciliados associados a Aechmea nudicaulis (Bromeliaceae) em Barra de Marica,
RJ. ESTEVES & SILVA-NETO (1996) estudaram a ciliatofauna de tanques de bromélias em
Angra dos Reis, RJ. FOISSNER (2003a) descreveu Bromeliophrya brasiliensis, um novo
género e espécie de ciliado proveniente de tanques de bromélias da costa brasileira. FOISSNER
(2003b) realizou estudo taxondmico e biogeografico, descrevendo a espécie de ciliado
Lambornella trichoglossa, proveniente de amostras coletadas de tanques de bromélias de
regides costeiras do Brasil, da Republica Dominicana e do Caribe. Em estudo que combinou
morfologia, biogeografia, biologia molecular ¢ ecologia, FOISSNER et al. (2003) comentaram a
riqueza de espécies endémicas nesses micro-ecossistemas.

SILVA & SILVA-NETO (2001) identificaram 18 espécies de ciliados em amostras de
lodo ativado da Estacdo de Tratamento de Esgotos da Penha (ETE Penha) no Rio de Janeiro e
destacaram a importancia dos protozodrios ciliados no tratamento biologico aerdbico de
esgotos, realizando um estudo taxondmico de abordagem inédita no pais. PAIVA & SILVA-
NETO (2004c) descreveram Parentocirrus brasiliensis em amostras provenientes da mesma
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE Penha).

Os estudos dos protozodrios ciliados encontrados em sistemas lénticos (dguas paradas)
tém enfatizado seu uso na avaliacdo da qualidade da 4gua, destacando-se os trabalhos de
HARDOIM & HECKMAN (1996) ¢ de ARANTES et al. (2004), realizados, respectivamente, em
alagados no Pantanal, Mato Grosso e no reservatdrio de Salto Grande no municipio de
Americana, Sdo Paulo. Destacam-se também os estudos BARBIERI & GODINHO-ORLANDI
(1989) e GOMES & GODINHO (2003) em lagos eutroficos no Estado de Sao Paulo. WIELOCH
(2006) realizou um estudo qualitativo e quantitativo da distribui¢do vertical e horizontal dos
ciliados planctonicos da lagoa da Pampulha, Belo Horizonte, MG, utilizando, pela primeira
vez no pais, a técnica de impregnagdo quali-quantitativa pelo proteinato de prata (QPS,

“quatitative protargol stain”). Os estudos sobre a ciliatofauna em aguas correntes superficiais
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(rios e corregos) brasileiras sdo escassos na literatura. PAIVA & SILVA-NETO (2004b)
descreveram a espécie Apoamphisiella foissneri em amostras de agua do rio Limoeiro, Além
Paraiba, MG. DIAS & D’ AGOSTO (2006) registraram e descreveram as alteragdes morfologicas
e os mecanismos de ingestdao conforme o tipo de alimento em Frontonia leucas (Ehrenberg,
1833) (Hymenostomatida) e relacionaram o alimento ingerido as diferentes condigdes
ambientais do corrego Sao Pedro, Juiz de Fora, MG (anexo I).

Recentemente, DIAS et al. (2006b) publicaram um artigo de divulgagdo cientifica
sobre o comportamento alimentar de protistas ciliados e as aplicagdes destes protistas em
estudos de biomonitoramento, nos processos de depuragdo da dgua em estagdes de tratamento
de esgotos e na producao animal para aqueles ciliados que vivem no ambiente ruminal de
bovinos (anexo I).

A partir do desenvolvimento de técnicas de microscopia eletronica, a infraciliatura
passou a ser considerada como um importante carater taxondmico (CORLISS, 1979; PUTORAC
et al., 1994). No Brasil, destacam-se os estudos de PUTORAC et al. (1992) e de SILVA-NETO
(1994) sobre a ultraestrutura de ciliados do género Platyophryides Foissner, 1987 ¢ da espécie
Licnophora auerbachi Conh, 1866, respectivamente. SILVA-NETO (2000) estudou os aspectos
morfologicos de nove espécies de ciliados através de uma nova técnica de impregnagdo pela

prata apresentada no artigo.
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CapriTuLO |

INVENTARIO DOS CILIADOS (PROTISTA, CILIOPHORA) BENTONICOS
ENCONTRADOS NO CORREGO SAO PEDRO (JUiz DE FORA-MG)
E DESCRIGAO DE Apoamphisiella sp. nov. (SPIROTRICHEA, AMPHISIELLIDAE)

RESUMO

Durante o estudo de um ano em cinco estacdes amostrais no cérrego S&o Pedro (Juiz
de Fora - MG), foram encontradas 42 espécies de protistas ciliados. Foi observada a sucessdo
das espécies destes protistas cultivados em laboratério. Foram realizadas técnicas
ciliatoldgicas de microscopia ética e eletronica de varredura. Foram registradas sete espécies
na estacdo 1, 17 na estacdo 2, 26 na estacdo 3, 30 na estacdo 4 e 26 na estacdo 5. Uma nova
especie, Apoamphisiella sp. nov. (Spirotrichea, Amphisiellidae), foi encontrada e
caracterizada. Esta espécie apresenta tamanho médio equivalente a 145 x 65um (n = 10) in
vivo, corpo flexivel e de formato aproximadamente elipsdide, dois cirros frontais posteriores,
um cirro pds-peristomial, granulos corticais de cor verde e apresenta, em média, 27 cirros
compondo a fileira ventral esquerda, 38 cirros compondo a fileira ventral direita, 52 cirros
compondo a fileira marginal esquerda, 44 cirros compondo a fileira marginal direita, seis
cirros transversos e seis cirros caudais. O presente trabalho amplia o conhecimento sobre a
ciliatofauna em aguas continentais brasileiras e reforca a hipotese sobre o endemismo destes
protistas defendida pelos taxonomistas e revela ainda a necessidade de se ampliar o esforgo
amostral no pais com a maior riqueza hidrologica mundial.

Palavras-chave: Apoamphisiella, biodiversidade, ciliados, corrego urbano, sistema

I6tico.

INTRODUCAO

Nos ecossistemas aquaticos, os protistas ciliados juntamente com bactérias, flagelados,
algas e pequenos metazoarios compdem a comunidade microbiana. Os ciliados constituem
uma parcela significativa da cadeia tréfica microbiana e desempenham dois importantes
papeéis no ambiente aquatico: funcionam como elo, ligando bactérias e fitoplancton aos
organismos do topo da cadeia alimentar e participam efetivamente da remineralizacdo da
matéria organica. Atuam também efetivamente na producdo da biomassa, processo
fundamental para o fluxo de energia e para a ciclagem de nutrientes (FINLAY & FENCHEL,
1996).
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A diversidade de protistas ciliados em sistemas l6ticos tem sido extensivamente
estudada, por diversos autores, em ambientes do hemisfério Norte, devido ao seu enorme
potencial na avaliacdo da qualidade da agua (MADONI & GHETTI, 1981; WIACKOWSKI, 1981;
Czaprik, 1982; HuL, 1987; PrRIMC, 1988; GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO & GROLIERE,
1991; SoLA et al., 1996; MADONI & BASSANINI, 1999, MADONI, 2005). Entretanto, existe
pouca informacdo sobre a microfauna de ciliados ocorrentes nos ecossistemas aquaticos
brasileiros, mesmo sendo o Brasil um pais privilegiado pela sua condicdo hidroldgica. A
biodiversidade e a biogeografia dos ciliados sdo de dificil entendimento porque (1) eles sdo
organismos diminutos e dificeis de reconhecer e identificar, (2) existem poucos taxonomistas
experientes e competentes e, (3) muitas espécies permanecem boa parte do seu ciclo de vida
encistadas (FOISSNER, 2004). Estas peculiaridades geram divergéncias na estimativa da
diversidade de ciliados. Os ec6logos estimam o numero aproximado de 3.000 espécies ainda
ndo descritas, enquanto os taxonomistas acreditam que existam em torno de 30.000 espécies
de protistas ciliados a serem descobertas (FINLAY & FENCHEL, 2004; FOISSNER, 2006).

Espécies endémicas sdao comuns em rios e cérregos. No presente estudo foi encontrada
Apoamphisiella sp. nov., uma nova espécie do género Apoamphisiella Foissner, 1997.
Segundo PAIVA & SILVA-NETO (2004a), o género Apoamphisiella foi criado para incluir uma
populacdo de Onychodromopsis tihanyiensis Gellért & Tamas, 1958, obtida em ambientes
edaficos no Peru. FOISSNER (1997), observou que esta espécie ndo correspondia bem a re-
descricdo feita por PETz & FOISSNER (1996) de seu género original, estabelecendo assim a
nova combinacdo Apoamphisiella tihanyiensis. FOISSNER (1997) considera este organismo
como pertencente aos Amphisiellidae, porém BERGER (1999) incluiu o género Apoamphisiella
na familia Oxytrichidae. No presente trabalho, este ciliado foi classificado como pertencendo
a familia Amphisiellidae, tal como adotado por PAIvA (2005). Dentre as quatro espécies
validas para o género, duas delas, A. jurubatiba Paiva & Silva-Neto, 2003 e A. foissneri Paiva
& Silva-Neto, 2004, foram descritas em amostras coletadas em ecossistemas brasileiros, na
lagoa de Cabiunas (Macaé-RJ) e no rio Limoeiro (Além Paraiba-MG), respectivamente.

O corrego Sdo Pedro (Bacia do Rio Paraibuna), localizado na regido sudoeste da area
urbana do municipio de Juiz de Fora, apresenta uma grande diversidade de microorganismos.
No bentos, uma parcela consideravel das espécies de ciliados podem permanecer encistada.
As culturas, realizadas com amostras do sedimento, gréos de arroz com casca e agua mineral,
podem favorecer o0 excistamento de certas espécies de ciliados, tornando possivel a realizacdo
de um estudo da sucessdo destas espécies em laboratério (PAIVA & SILVA-NETO, 2004b). O
presente trabalho consiste de um estudo taxonémico da diversidade de espécies de protistas

ciliados bentbnicos presentes no cérrego Sao Pedro.
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MATERIAL E METODOS

1. Area de estudo

A sub-bacia do cérrego Sdo Pedro (FIGS. 1 e 2), localizada na regido sudoeste da area
urbana do municipio de Juiz de Fora abriga a represa de Sdo Pedro (FIG. 5), que é
responsavel por 9% do abastecimento de agua para a cidade. O corrego Sdo Pedro apresenta
uma extensdo de 13.250m (curso d’agua) e 10.750m (linha reta), cortando diversos bairros do
Municipio. Sua nascente esta a 875m de altitude em relacdo ao nivel do mar. A area de
ocupacdo urbana de sub-bacia do cérrego Sdo Pedro abrange em torno de 42% de sua area
total (LATUF, 2004).

No presente estudo foram selecionadas cinco estacdes de coleta a fim de se realizar um
inventario dos protistas ciliados do corrego S&o Pedro. As estagdes amostrais 1 e 2 localizam-
se em zona rural, proximas as nascentes. As estacdes 3, 4 e 5 localizam-se em uma regido
com ampla ocupacdo humana, onde pode ser observado, lancamento direto de esgoto
doméstico (FIGS. 1 e 2). Estas estacdes sdo objeto de estudos limnoldgicos e da biota aquatica
pelo projeto “Avaliacdo da qualidade da 4gua do corrego Sao Pedro (Bacia do Rio Paraibuna),
municipio de Juiz de Fora, MG”.

Estacdo 1 (FIG. 3): localiza-se na area rural a aproximadamente 1 km da nascente. A
agua possui coloracdo clara. Nao € observado lancamento de esgoto nesta estacdo. A regido
da nascente situa-se dentro de uma propriedade privada (fazenda).

Coordenada geografica em UTM= 23K, 661317, 7590765.

Estacdo 2 (FIG. 4): encontra-se situada na area rural, em um afluente (sem
denominacdo) do corrego Séo Pedro, que foi considerado, no presente trabalho, como parte do
referido corrego. A vegetacdo das margens é composta por gramineas. A agua possui
coloragdo marrom clara e o sedimento contém bastante matéria organica autoctone,
proveniente da vegetacdo marginal. Esta estacdo localiza-se na entrada de uma propriedade
privada (fazenda), onde sdo cridos animais de pastagem que utilizam a agua do cdérrego e
defecam no local.

Coordenada geografica em UTM= 23K, 661799, 7591070.

Estacdo 3 (FIG. 6): estacdo localizada na area urbana a aproximadamente 1km da
represa do S&o Pedro. A vegetacdo das margens também € composta por gramineas. A agua
possui coloragdo marrom escura, com visivel lancamento de esgoto doméstico in natura.

Coordenada geografica em UTM= 23K, 666477, 7591092,

Estacdo 4 (FIG. 7): estacdo localizada na area urbana na porgdo final (jusante) da sub-

bacia do corrego S&o Pedro. E a estacio que recebe a maior carga de esgoto doméstico.
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A vegetacdo nas margens € praticamente ausente. A agua possui coloragdo negra e cheiro de
ovo podre, devido ao langamento constante de esgoto doméstico in natura.

Coordenada geografica em UTM= 23K, 668307, 7591772,

Estacdo 5 (FIG. 8): encontra-se situada na area urbana no fim da sub-bacia do cérrego
Sdo Pedro, e € a Gltima estacdo a jusante. Na superficie, a &gua é de coloracéo relativamente
clara, provavelmente devido a queda d’agua de aproximadamente 25m de altura, que ocorre
30m a montante desta estacdo amostral. Porém o odor da &gua nesta estagdo continua
indicando alta concentracdo de esgoto doméstico. A vegetacdo das margens é composta por
gramineas. Coordenada geografica em UTM= 23K, 668954, 7593495.

O sedimento nas cinco estacdes de coleta € composto principalmente por areia, com as
estacOes 4 e 5 apresentando maior percentagem de areia média, areia grossa e pedregulho que
nas outras estagdes, tal como caracterizado na figura 9.

Figura 9. Granulometria do sedimento das cinco estagdes amostrais do cérrego Sdo Pedro,
Juiz de Fora, MG. Legenda: E1 = estacdo 1; E2 = estacdo 2; E3 = estacdo 3; E4 = estacdo 4;
ES = estacdo 5.
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Figura 1. Mapa mostrando a localizagdo do cérrego Sao Pedro no Brasil (a), em Minas Gerais (b), na area
urbana de Juiz de Fora (c) e a sub-bacia do cdrrego Sao Pedro (d) em detalhe. A esta¢Bes amostrais 1, 2, 3,
4 e 5 estdo ilustradas e suas coordenadas geograficas em UTM estdo indicadas no mapa (d). 20
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Figura 2. Imagem de satélite da sub-bacia do cérrego S&o Pedro, com as indicag¢Ges das estagdo amostrais 1 (E1), 2 (E2), 3 (E3),
4 (E4), e 5 (E5), obtida pelo programa Google Earth.




Figura 3-8. EstacGes de coleta e a represa do cérrego S&o Pedro, municipio de Juiz de Fora,

Minas Gerais. 3. Estacdo 1. 4. Estacdo 2. 5. Represa do Sdo Pedro. 6. Estagcdo 3 7. Estacdo 4. 8.
Estacgdo 5.
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2. Coletas e processamento das amostras

No presente estudo, foram realizadas 12 coletas, todas pela manha, com intervalo de
aproximadamente 30 dias, de maio de 2005 a maio de 2006, em cinco estagdes amostrais ao
longo do corrego Sdo Pedro. As coletas realizadas ao longo do corrego permitiram a obtengao
de amostras de protozodrios ciliados em locais que recebem diferentes concentragdes de
esgoto doméstico in natura.

As amostras do sedimento foram obtidas com o auxilio de uma draga de Petersen (189
cm?), sendo coletadas trés amostras em cada ponto de coleta. As amostras foram colocadas
em frascos plésticos e acondicionadas em recipientes de isopropileno a fim de se manter as
condi¢des fisico-quimicas da agua, e¢ levadas ao Laboratério de Microscopia da Pos-
graduacao em Comportamento e Biologia Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Das amostras conduzidas ao laboratorio, trés pequenas aliquotas de cada estacdo
amostral, de aproximadamente 20 ml, foram colocadas em placas de Petri para a observacao
dos ciliados in vivo no dia da coleta. Os ciliados foram triados destas placas com
micropipetas, confeccionadas no laboratério, transferidos para camaras umidas (TUFFRAU,
1959) para observacdo sob microscopio Optico (campo claro e de contraste de fase) a fim de
se realizar as identificagdes preliminares. As observacdes dos ciliados in vivo sdo de grande
importancia taxondmica na classificacdo de géneros e espécies (FOISSNER & BERGER, 1996).

Outras trés aliquotas, de aproximadamente 20 ml, referentes a cada sub-amostra de
cada estacdo de coleta, foram separadas para a realizagcdo de culturas em trés placas de Petri,
acrescentando-se 4gua mineral e graos de arroz com casca macerados. O arroz serve como
fonte de carbono para as bactérias ali presentes, visando o aumento do nimero e o
excistamento dos ciliados. Das trés culturas mantidas em placas, duas foram observadas
semanalmente, por quatros semanas apds o dia da coleta, sob microscopio estereoscopico,
para o estudo da sucessdo das espécies de ciliados em laboratorio. A cultura mantida na outra

placa da cada estagdo amostral foi usada para a realizacdo das técnicas ciliatologicas.

3. Técnicas de microscopia Otica e eletrdnica de varredura

Técnica do protargol

A técnica mais importante em ciliatologia ¢ a técnica do protargol, proposta por
BODIAN (1937) para o estudo de células do sistema nervoso. Posteriormente, foi adaptada para
o trabalho com protistas. TUFFRAU (1964, 1967) aprimorou a técnica que consiste em
impregnar os ciliados através do proteinato de prata, com a revelacdo das estruturas dos
mesmos pela hidroquinona. Neste trabalho foi utilizada a variagdo proposta por DIECKMANN

(1995).
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Os ciliados foram triados, utilizando-se micropipetas, fabricadas no laboratdrio,
transferidos para uma saleira e fixados em Bouin aquoso por 30 a 60 minutos. Os ciliados
forma lavados até desaparecer a coloracdo amarelada do 4cido picrico contido no fixador
(Bouin). Em seguida, adicionou-se albumina glicerinada bastante diluida na saleira contendo
os ciliados concentrados, deixando atuar por 20 a 40 minutos. Transferiram-se os ciliados para
uma lamina limpa e estes foram distribuidos ao longo desta lamina com o auxilio de um tubo
capilar. Deixou-se secar a 1dmina em estufa pré-aquecida a 60°C na posi¢ao horizontal. Estas
laminas foram hidratadas em uma série decrescente de etanol 100%, 70% e 30%, por 10
minutos. Em seguida, lavaram-se 3 vezes em agua destilada, por 10 minutos. As laminas
foram mergulhadas em permanganato de potéssio a 0,2% por 100 a 150 segundos e lavadas
rapidamente em agua destilada para a retirada do excesso de permanganato de potassio. As
laminas foram mergulhadas posteriormente em &cido oxalico 2,5% por 3-5 minutos e
enxaguadas em agua destilada por 4 vezes, 5 minutos cada. Entdo, colocaram-se as laminas
em uma solu¢do pré-aquecida a 60°C de proteinato de prata 0,2 a 0,4% (protargol), por no
minimo 120 minutos. Em seguida, apds serem retiradas do protargol e colocadas em um
aparador, as laminas foram cobertas com protargol usado e adicionou-se hidroquinona na
proporgao 3:1 (trés partes de proteinato para uma parte de hidroquinona). Depois, enxaguou-
se em agua destilada 5 vezes, por 3 minutos cada. As laminas foram mergulhadas em solucao
de cloreto de ouro 0,5% por 10 segundos e lavadas rapidamente em agua destilada. Foram
posteriormente inseridas em uma solu¢do de acido oxalico 3,0%, por 3-5 minutos, e
enxaguadas em agua destilada 4 vezes, por 5 minutos cada. As laminas foram mergulhadas
em solucao de tiosulfato de sddio a 2% por 3 segundos e transferidas imediatamente para agua
destilada, sendo enxaguadas de 3 a 4 vezes, por 5 minutos cada. Finalmente, as laminas foram
desidratadas em etanol 30%, 70% e 100%, por 10 minutos cada, e ap6s estarem secas, foram
montadas em meio sintético (Entellan). O modo de preparagdo dos reagentes esta descrito no

anexo II.

Técnica do “prata a seco”

No presente trabalho foram utilizadas as propostas de KLEIN (1958) e FOISSNER
(1991). O modo de preparagdo dos reagentes destas técnicas esta descrito no anexo II.

KLEIN (1958)

Os ciliados foram triados e colocados sobre laminas limpas em oito pontos das
mesmas ¢ estas foram colocadas para secar ao ambiente. As laminas, depois de secas, foram
lavadas em agua destilada para remover possiveis sais ¢ de novo secas ao ambiente. Depois

foram pingadas sobre as laminas algumas gotas de solucdo de nitrato de prata a 3%, de modo
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a cobrir todos os ciliados presentes nos oito pontos, deixando-se atuar por 5 minutos ou mais.
Entdo, foi retirado o nitrato de prata e as laminas foram lavadas em agua destilada.
Posteriormente, as laminas forma expostas a luz ultravioleta por trés a cinco minutos e, depois
de secas a temperatura ambiente em posi¢do vertical, foram montadas em meio sintético

(Entellan).

FOISSNER (1991)

Foram preparadas laminas para microscopia com uma fina camada de albumina (clara
de ovo) no seu terco médio, utilizando-se a ponta dos dedos. ApoOs estarem secas, foram
colocadas gotas contendo os ciliados e estas foram espalhadas evitando-se tocar a camada de
albumina. Adicionaram-se algumas gotas de nitrato de prata a 1%, que atuaram por
aproximadamente 1 minuto. As laminas foram lavadas em 4gua destilada por mais de 3
segundos, com posterior secagem, mantendo-se as laminas inclinadas. As laminas secas foram
expostas a uma ldmpada incandescente com poténcia de 40 a 60 watts por 30 a 60 segundos a
uma distancia que variou entre 3 e 10 cm. Posteriormente, foram colocadas algumas gotas de
revelador sobre a preparagdo seca, por 30 a 60 segundos. As laminas foram enxaguadas em
agua de torneira por 5 a 10 segundos e depois mergulhadas no fixador, tiosulfato de sédio
2,5%. As laminas foram enxaguadas novamente em dgua de torneira por 5 a 10 segundos. As
laminas foram mergulhadas em etanol absoluto duas vezes, sendo a primeira por 10 a 15
segundos e a segunda por 3 minutos. Depois de secas em temperatura ambiente, as ldminas

foram montadas em meio sintético (Entellan).

Técnica de microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura permite a observagao de detalhes morfologicos
nao visiveis em microscopia optica e t€ém sido amplamente usada em protozoologia.

Os ciliados foram triados, concentrados em uma saleira, € imersos em uma mistura
fixadora composta por 2ml de glutaraldeido a 10% + 1ml de tetroxido de 6smio a 2% + Iml
de tampdo cacodilato a 0,2M, conforme a proposta de SILVA-NETO (1994), durante 45
minutos. Apos a fixagdo, os ciliados foram lavados com dgua destilada na propria saleira, para
retirar o excesso do fixador. Em seguida, goticulas de agua contendo ciliados concentrados
foram depositadas em pedacos de laminulas, cortados de modo que suas dimensdes
permitissem que coubessem no cilindro de grades utilizado na etapa do “ponto critico”.
Nestes pedagos de laminulas, adicionam-se gotas de poli-1-lisina, para que os ciliados fiquem

firmemente aderidos a estas laminulas durante todo o processamento do material.
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Posteriormente, foram depositadas no cilindro de grades, onde se realizou a desidratacdo em
série alcoolica a 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100% , durante 10 minutos cada.

Apo6s da desidratacdo, foi realizada, utilizando um aparelho BLAZERS CPD 30, a
troca do alcool pelo CO, liquido em baixa temperatura (ponto critico), para a secagem das
células sem que estas se deformassem. Posteriormente, as laminulas foram retiradas do
cilindro de grades e coladas em suportes proprios para microscopia eletronica de varredura,
utilizando-se cola condutora de prata. Apos a secagem da cola, o material foi metalizado com
ouro em um aparelho metalizador BLAZERS FL 9496. As eletromicrografias foram feitas no
microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-5310 do Instituto de Biofisica Professor

Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4. ldentificacéo, fotografia e morfometria dos ciliados e depdsito do material testemunho

A identificagao dos ciliados foi realizada com base nos atlas de identificacdo de KAHL
(1935), CURrDS (1975), CORLISS (1979), WARREN (1986), FOISSNER et al. (1991, 1992, 1994,
1995, 1999), FOISSNER & WOLFL (1994), FOISSNER & BERGER (1996), BERGER (1999), e no
trabalho de SAWAYA (1940)

O registro fotografico das espécies de ciliados in vivo e em laminas permanentes foi
elaborado através de uma camera fotografica Olympus PM-BP35 acoplada a um microscopio
da Olymus BX 50 e de uma camera digital Sony DSC-W7 7.2 megapixels acopalda a um
microscopio Olympus BX 41.

As medidas dos organismos in vivo bem como dos espécimes impregnados presentes
em laminas permanentes foram obtidas de individuos observados em microscopio de campo
claro e de contraste de fase equipado com ocular micrométrica. As caracteristicas observadas
in vivo tais como a forma do corpo, a presenca de granulos corticais, forma e numero de
vacuolos contrateis, flexibilidade e contratibilidade do corpo foram observadas sob
microscopio de contraste de fase da marca Olympus BX 41 e sob o microscopio de contraste
interferencial diferancial (DIC) da marca Zeiss do Instituto de Microbiologia Professor Paulo
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Das laminas permanentes de impregnagdo pela prata contendo espécimes de ciliados
encontrados no corrego Sao Pedro, parte serd depositada na colecdo do Laboratorio de
Protistologia, Departamento de Zoologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal de Juiz de Fora, e o restante serd incluido na colecdo didatica da disciplina
“Protozoarios, Poriferos, Cnidarios e Ctendforos”, Departamento de Zoologia, Universidade

Federal de Juiz de Fora. As micrografias eletronicas foram depositadas no acervo de imagens
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digitais do Laboratério de Protistologia (UFRJ). Nao foi proposto um novo nome para a
espécie nova encontrada pois, segundo o codigo Internacional de Nomenclatura Zoolédgica
(ICZN, 1999), em seu artigo 8.2, novos nomes propostos em dissertagdes e teses ndo possuem

validade como publicacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicdo da microfauna de ciliados

Durante o estudo de um ano em cinco estacdes amostrais, foram encontradas 42
espécies de protistas ciliados, observadas no dia de coleta e nas culturas, que estdo
classificadas segundo LYNN & SMALL (2002) na tabela 1. As espécies identificadas estdo
distribuidas dentro das classes Karyorelictea, Heterotrichea, Spirotrichea, Armophorea,
Phyllopharyngea, Prostomatea, Plagiopylea, Oligohymenophorea, tal como apresentado na
FIG. 10a. Dentro da classe Oligohymenophorea, que apresentou o maior numero de espécies
(18), as espécies estdo distribuidas nas seguintes sub-classes: Peniculia (38%), Scuticociliatia
(6%), Hymenostomatia (17%) e Peritrichia (39%) (FIG. 10b).

As populacdes de ciliados bentonicos sdo mais dificeis de serem amostradas que as
formas planctonicas, pois podem estar associadas a diferentes mesohébitats no bentos (SOLA
et al., 1996). Diversos amostradores tém sido utilizados em inventarios de ciliados bentdnicos
em sistemas loticos, tais como corers (MADONI & GUETTI, 1981; MADONI, 1993; SOLA et al.,
1996; MADONI & BASSANINI, 1999; MADONI, 2005) e substratos artificiais (GROLIERE et al.,
1990; SPARAGANO & GROLIERE, 1991). Porém, a maioria dos amostradores seleciona certos
grupos de ciliados (SOLA et al., 1996). No presente trabalho, foi utilizada uma metodologia
indicada para o estudo de macroinvertabrados bentonicos, a draga de Petersen, que se mostrou
eficiente para o estudo dos ciliados bentdnicos do corrego Sdo Pedro, visto que foram
registradas oito diferentes classes destes protistas (FIG. 10a).

Houve espécies que ocorreram, no dia de coleta, em todas as cinco estacdes amostrais:
Euplotes aediculatus Pierson, 1943, Frontonia leucas Ehrenberg, 1833, Spirostomum minus
Roux, 1901 e Urocentrum turbo Miiller, 1786. Outras espécies foram registradas
especificamente em uma tUnica estagdo, tal como Vorticella sp. na estacdo 1, Lembadium
bullinum (Miiller, 1786) na estagdo 2, Epistylis procumbens Zacharias, 1897, Neobursaridium
gigas Balech, 1941 e Stentor polymorphus (Miiller, 1773) na estagao 3, Glaucoma frontata
Stokes, 1886, Paramecium bursaria (Ehremberg, 1831), Podophrya fixa (Miiller, 1786),
Stentor coeruleus (Pallas, 1766), Vorticella convallaria (Linneaus, 1758) na estagdo 4 e

Epistylis plicatilis Ehrenberg, 1831 na estagdo 5. Foram registradas sete espécies na estagao 1;
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17, na estacdo 2; 26, na estagcdo 3; 30, na esta¢do 4 e 26, na esta¢do 5, observadas no dia de

coleta (FIGS 11-80).

Tabela 1. Protistas ciliados encontrados nas cinco estagdes de coleta do corrego Sdo Pedro.

[Espécies de protistas ciliados encontradas no coérrego Sao Pedro

El

E2

E3

E4

E5

Classe Karyorelictea Corliss, 1974

|Ordem Loxodida Jankowski in Small & Lynn, 1985

Loxodes rostrum (Miiller, 1773)

Loxodes striatus (Engelmann, 1862)

+

+

+

Classe Heterotrichea Stein, 1859

|Ordem Heterotrichida Stein, 1859

Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940

Spirostomum ambiguum (Miiller, 1786)

Spirostomum minus Roux, 1901

Spirostomum teres Claparéde & Lachmann, 1858

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

=+

Stentor coeruleus (Pallas, 1766)

Stentor polymorphus (Miiller, 1773)

Stentor roeselii Ehrenberg, 1835

o+ |+ |+ |+ |+ |+

Classe Spirotrichea Biitschli, 1889

|Sub—classe Hypotrichia Stein, 1859

|Ordem Euplotida Small & Lynn, 1985

Euplotes aediculatus Pierson, 1943

Euplotes eurystomus Wrzesniowski, 1870

+

+

+

+

Euplotes sp.

|Sub—classe Stichotrichia Small & Lynn, 1985

|Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961

|Gastrostyla setifera (Engelmann 1862) Kent, 1882

|Order Sporadotrichina Fauré-Fremiet, 1961

IApoamphisiella sp. nov.

Stylonychia pustulata (Miiller, 1786)

Classe Armophorea Jankowski, 1964

|Ordem Armophorida Jankowksi, 1964

Caenomorpha sp. 1

Caenomorpha sp. 2

=+

=+

=+

+

Metopus sp.

Classe Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974

|Sub—c1asse Phyllopharyngia de Puytorac et al., 1974

|Ordem Chlamydodontida Deroux, 1976

‘Chilodonella uncinata Ehrenberg, 1838

|Sub—classe Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858

Ordem Exogenida Collin, 1912

Podophrya fixa (Miller, 1786)

|Ordem Endogenida Collin, 1912

Tokophrya lenarum (Stein, 1859)

Tokophrya quadripartita Claparéde & Lachmann, 1858

Class Prostomatea Schewiakoff, 1896

|Order Prostomatida Schewiakoff, 1896

|Lagynus elegans (Engelmann, 1862)

Classe Plagiopylea Small & Lynn, 1985

|Ordem Plagiopylida Small & Lynn, 1985

|Plagiopyla nasuta Stein, 1860

+

+

+

Classificagdo conforme LYNN & SMALL (2002). Legenda: E1= estagdo 1; E2= estagdo 2; E3=

ES = estagdo 5; C = culturas; + = presenca da espécie.

(Continuagao...)

estagdo 3; E4 = estagdo 4;
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Tabela 1. Protistas ciliados encontrados nas cinco estagdes de coleta do corrego Sdo Pedro.

[Espécies de protistas ciliados encontradas no corrego Sao Pedro El E2 E3 E4 ES5 C
Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974

|Sub-classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
|Ordem Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Frontonia leucas Ehrenberg, 1833 + + + + + +
Lembadium bullinum (Miiller, 1786) + +
Lembadium lucens (Maskell, 1887) + + + +
Neobursaridium gigas Balech, 1941 + +
Paramecium bursaria (Ehrenberg, 1831) +
Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 + + + +
Urocentrum turbo Miiller, 1786 + + + + + +

|Sub—classe Scuticociliatia Small, 1967
|Ordem Philasterida Small, 1967
|Cinetochi|um margaritacem (Ehrenberg, 1831) + + + + +
|Sub—c1asse Hymenostomatia Délage & Hérouard, 1896
|Ordem Hymenostomatida Délage & Hérouard, 1896

Colpidium sp. + + +
Glaucoma frontata Stokes, 1886 + +
Glaucoma scintillans Ehrenberg, 1830 + + +

|Sub—c1asse Peritrichia Stein, 1859
Ordem Sessilida Kahl, 1933

Carchesium polypinum (Linnaeus, 1758) + + + +
Epistylis plicatilis Ehrenberg, 1831 + +
Epistylis procumbens Zacharias, 1897 +
\Vorticella campanula Ehrenberg, 1831 + + +
\Vorticella covallaria Linnaeus, 1758 +

Vorticella microstoma Ehrenberg, 1830 + +
Vorticella sp. +

Classificagdo conforme LYNN & SMALL (2002). Legenda: E1= estacdo 1; E2= estacdo 2; E3= estago 3; E4 = estagdo 4;
ES5 =estagdo 5; C = culturas; + = presenga da espécie.
Figura 10. Distribui¢do das classes que compdem a ciliatofauna (a) nas cinco estagdes de coleta e nas

culturas. Em (b) estdo apresentadas as subclasses de Oligohymenophorea.
Foram registradas trés espécies de ciliados que ocorreram exclusivamente nas culturas:
Epistylis procumbens Zacharias, 1897, Paramecium bursaria (Ehremberg, 1831) ¢ Stentor
roeselii Ehremberg, 1835. Estas espécies provavelmente se encontravam encistadas no dia da
coleta, com o excistamento ocorrendo devido as condigdes favoraveis das culturas (TABS. 1 e
2).
Sucessao das espécies de ciliados em laboratorio

Foram registradas 32 espécies de ciliados nas culturas realizadas com amostras
provenientes das cinco estagdes amostrais (TAB. 2). Na estagdo 1, foram registradas seis
espécies em culturas além das sete espécies previamente registradas no dia da coleta. Dentre
as espécies encontradas nas culturas, Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940, Euplotes
eurystomus Wrzesniowski, 1870, F. leucas, Gastrostyla setifera (Engelmann 1862),
Lembadium lucens (Maskell, 1887), Loxodes striatus (Engelmann, 1862), Paramecium

caudatum Ehrenberg, 1833, Spirostomum ambiguum (Miiller, 1786), S. minus, Spirostomum
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teres Claparéede & Lachmann, 1858, Stylonychia pustulata (Miiller, 1786) ¢ U. turbo foram

cultivadas com sucesso, sendo observadas até quatro semanas apos as coletas (TAB. 2). Os

ciliados das sub-classes Peritrichia e Suctoria foram mal sucedidos em cultivo (TAB. 2). O

mesmo aconteceu com as espécies caracteristicas de ambientes andxicos (FOISSNER &

BERGER, 1996), tais como Metopus sp., Caenomorpha sp. 2 ¢ Lagynus elegans (Engelmann,

1862), que nao foram registradas nas culturas, ¢ Loxodes rostrum (Miiller, 1773) ¢ Plagyopyla

nasuta Stein, 1860 que ocorreram em baixas freqiiéncias (TAB. 2). FOISSNER & BERGER

(1996) incluiram Caenomorpha spp., Metopus spp., P. nassuta, Loxodes spp. e L. elegans em

um grupo de espécies denominada “Metopetum”, composta principalmente por organismos

estritamente anaerdbios, que ndo possuem mitocondria e apresentam bactérias sulfurosas

como simbiontes, sendo indicadores “infaliveis” (CZAPIK, 1982) da presenca de hidrogénio

sulfuretado na dgua. A auséncia de algumas destas espécies nas culturas ou seu raro registro

pode estar relacionado a auséncia de bactérias sulfurosas nestas culturas.

A nova espécie descoberta da classe Spirotrichea, Apoamphisiella sp. nov., foi

registrada no dia de coleta nas estacdes 3, 4 e 5, e nas culturas de amostras provenientes das

estacoes amostrais 1, 3 e 5. Esta espécie foi encontrada em concomitancia com B. sinuosum,

E. aediculatus, E. eurystomus F. leucas, G. setifera, L. lucens, P. caudatum, S. ambiguum, S.

minus, S. teres, S. pustulata e U. turbo nas culturas axénicas.

O encistamento ¢ uma estratégia que permite a diversos protistas ciliados resistirem a

falta de alimento, a predagdo e ao estresse fisico e quimico do ambiente (TAYLOR, 1981). Em

culturas, com condi¢des favoraveis tal como alimento abundante, as espécies encistadas

tornam-se ativas, sendo possivel registrar um maior niumero de espécies em inventarios

taxondmicos, tal como no presente estudo, além de aumentarem em nimero favorecendo a

realizacdo das técnicas ciliatologicas.

Tabela 2. Freqiiéncia de ocorréncia (em 12 coletas) dos protistas ciliados encontrados nas estagdes amostrais

2(E2), 3(E3), 4(E4) e 5(E5) no dia de coleta e apds 4 semanas deste dia, em analises semanais.

Sucessdo nas culturas

Espécies de protistas ciliados

Co

18.

E2
22 Co

23

Loxodes rostrum

1(ED),

Loxodes striatus

Blepharisma sinuosum

AN

I

w |

w [P

Spirostomum ambiguum

P (w |

(N

N

W(W|F |1

[CSRES N
o (O]

Spirostomum minus

PN

Spirostomum teres

N

N

NW Wk [W|:!

= 1

MR |N(o|k |
ook N o]

w
N

w W |

w o]

~N (O |

w |00 |1

Stentor coeruleus

Stentor polymorphus

1
1
1
= |

=

Stentor roeselii

=

PlRlklo|N ko]

Euplotes aediculatus

)]

w

Euplotes eurystomus

N ||

N

w

w

30



Euplotes sp. - - --l 2 --1-]-

N |

1

= 1
N |
N [
N[N
w [
ST

Gastrostyla setifera - |-

NP ]
1
1
1

IApoamphisiella sp. nov. - -1 212) - |-1-1-1-
Stylonychia pustulata -l-1-11

IS
N
[Eny
N

R o]

o

o
s

Caenomorpha sp. 1 N

2
Caenomorpha sp. 2 A e e
Metopus sp. - -]-112

Chilodonella uncinata S I T I I I R

PP WINIDWIN[FIN
1
1

Lagynus elegans

Podophrya fixa

[Tokophrya lenarum S I I I I T D I

[Tokophrya quadripartita

Plagiopyla nasuta

WIN PPN PR PFPORPIN|FP|!
'
1
1
1

.
:
© ([N
Wk |k
1
'

o1 |
1

= |
1

1

= |
= |
]

[EEY

Frontonia leucas

Lembadium bullinum

[
v
[
N

N
IR
N ||
N |- [

Lembadium lucens

[N
N[N
K
=]
N
[

!

!

!

!

!

!

!

!

Neobursaridium gigas e I I e T i iy e

Paramecium bursaria - -

Paramecium caudatum

N (|
~ (|
]
=N
N
w
w
w|w|:
N (A
o
o
=
=
w o1
w (o]

Urocentrum turbo 2|1

Cinetochilum margaritacem -l ----12--]-]-

1
1
1
R o |w]|:

'
1

1

1

= 1
[N

Colpidium sp. e I I (e e T i iy e

A
[EEN
'
[y

Glaucoma scintillans R I I I D I I I I D I

6
1
2
Glaucoma frontata N I I
2
4

Carchesium polypinum S N I I T e R I A S A s

=N
]

Epistylis plicatilis SN N (I I [ T (i e R I S R R R I R

Epistylis procumbens S N I I I R I I I - N e e

\Vorticella campanula I I I 1 (I e 2 N R (R

\Vorticella convallaria S I I I DU I |

(N |01
1
1
1
1

\Vorticella microstoma -l -131-]-

\Vorticella sp. T --1-1-1-"1-1-1-1-1-"1-1-1-1-1-"1-/1-|1-1-1-1-/1-

Legenda: Co (fundo azul) = dia de coleta; 1* = primeira semana de analise; 2° = segunda semana de analise; 3" = terceira
de analise; 4" = quarta semana de analise; as espécies em fundo cinza foram bem sucedidas em cultura.

Apoamphisiella sp. nov.

Diagnose

Apoamphisiella sp. nov. apresenta tamanho médio equivalente a 145 x 65um (n = 10)
in vivo, corpo flexivel e de formato aproximadamente elipséide, sendo a regido anterior pouco
mais estreita que a regido posterior. Este ciliado possui dois cirros frontais posteriores € um
cirro poés-peristomial. Esta espécie apresenta coloracdo esverdeada quando observada sob
microscopio estereoscopico, e possui granulos corticais de cor verde. Apresenta, em média,
27 cirros compondo a fileira ventral esquerda, 38 cirros compondo a fileira ventral direita, 52
cirros compondo a fileira marginal esquerda, 44 cirros compondo a fileira marginal direita,

seis cirros transversos € seis cirros caudais.

Caracterizacdo morfologica
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O citoplasma de Apoamphisiella sp. nov. possui granulos corticais de coloragdo verde
(FIG. 77). O vactolo contratil esta localizado préximo a margem esquerda do corpo, na regiao
equatorial do corpo. Este apresenta formato arredondado e ndo possui dutos coletores
lacunares (FIG. 78).

Os cirros da regido anterior desta espécie sdo compostos por trés cirros frontais
anteriores, dois cirros frontais posteriores € um cirro bucal.

Os trés cirros frontais sdo relativamente espessos, estando os cirros frontais anterior
esquerdo e central, posicionados acima da regido distal do arco formado pela membrana
paroral. O cirro frontal anterior direito encontra-se posicionado proximo ao primeiro cirro da
fileira de cirros que compdem a fileira ventral esquerda (FIGS. 72, 73, 76, 79).

Os dois cirros frontais posteriores estdo dispostos de maneira obliqua, onde o cirro
mais anterior encontra-se nivelado em relacdo ao cirro bucal, que por sua vez, situa-se a
direita da membrana paroral, em regido anterior a intersec¢do virtual com a membrana
endoral. O cirro mais anterior € mais espesso que o cirro frontal posterior (FIGS. 73, 76, 79).

A zona adoral de membranelas apresenta conformacgdo conspicua, tal como nos demais
congéneres, ¢ ocupa aproximadamente 41% do comprimento médio do corpo, sendo
composta por 55-68 membranelas. As membranas paroral e endoral interceptam-se
virtualmente e formam um arco similar aquele dos cyrtohymenideos. Todos os espécimes
analisados apresentam um uUnico cirro poés-peristomial, localizado a esquerda da regido
mediana do infundibulo bucal. Todas as espécies do género possuem um cirro pos-
peristomial, com excegdo de A. foissneri, que possui dois destes cirros (FIGS. 72, 73, 76, 79,
82 a,b).

Como nos demais congéneres, possuem duas fileiras de cirros ventrais. A fileira
esquerda comeca atrds do bloco de cirros frontais posteriores, a direita da membrana endoral
e, seguindo, com curvatura sigmoéide, em direcdo ao infundibulo bucal, termina préxima aos
cirros transversos mais centrais. A fileira ventral direita comega a direita do cirro frontal
anterior direito, terminando proximo aos cirros transversos. Esta fileira também sofre uma
curvatura sigmoide nas proximidades do infundibulo bucal, entretanto, menos acentuada que a
curvatura observada na fileira ventral esquerda (FIGS. 73, 76, 79).

Apoamphisiella sp. nov. possui duas fileiras de cirros marginais, tal como observado
em todas as espécies do género. A fileira marginal esquerda se inicia atras da regido mediana
da zona adoral de membranelas e estende-se até a margem posterior do organismo e curva-se
na direcdo da margem oposta da regido posterior e termina apos a fileira marginal direita, tal
como em A. foissneri. Esta tltima inicia-se ao nivel do cirro bucal, estende-se quase paralela

ao eixo longitudinal da margem direita do corpo até a regido posterior do corpo, terminando
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acima da fileira marginal esquerda. Os cirros marginais, localizados no final das fileiras, sao
mais estreitos que os demais. Os cirros transversos estdo dispostos em uma fileira obliqua
composta na grande maioria por seis cirros (podendo variar entre seis e nove), localizada
posteriormente as fileiras ventrais direita e esquerda (FIGS. 73, 76, 79).

A ciliatura dorsal ¢ composta por trés longas fileiras de cinécias, dicinetideas no caso
dos Spirotrichea, localizadas na por¢ao esquerda da face dorsal do corpo, uma quarta cinécia
que se inicia na regido central e um campo de dicinetidias, ao lado direito da quarta cinécia
dorsal. Na porcdo direita, ha duas cinécias dorsomarginais, sendo a primeira (mais interna)
mais longa que a segunda (mais externa). Existem de 6 a 9 cirrros caudais associados a
terminacao das cinécias dorsais (FIGS. 74, 80).

O aparelho nuclear é constituido por dois ndédulos macronucleares, localizados ao
longo do lado esquerdo do corpo, com formato variando de oval a eplipsdide. Os nodulos
medem aproximadamente 22 x 10um cada. Foram observados trés ou quatro nodulos em
alguns espécimes. Existem de trés a cinco microncucleos de formato globuloso, medindo
entre 3 e 4um de diametro. Estes estdo localizados préximos aos ndédulos macronucleares ou

entre os nodulos, na por¢ao esquerda do corpo (FIGS. 74, 79, 80).

Comparacao entre as espécies

Apoamphisiella sp. nov. distingue-se dos demais congéneres basicamente pela
presenca e coloracdo dos granulos corticais, nimero de vacuolos contrateis, morfologia dos
ductos coletores e pela posi¢do relativa da regido terminal de cirros marginais (TAB. 3). Em

comparagao com as demais espécies pertencentes a este género, Apoamphisiella sp. nov.

33



Tabela 3. Comparagao entre as espécies do género Apoamphisiella segundo Paiva (2005) e com os dados obtidos no presente estudo.

CARACTERES DIAGNOSTICOS A. hymenophora A. tihanyiensis (1) A. jurubatiba A. foissneri Apoamphisiella sp. nov.”
Nidmero de cirros frontais posteriores 2 2 3 2 2
NiUmero de cirros pos-peristomais 1 1 1 2 1

Posi¢do relativa do inicio da fileira de

Ao nivel do inicio da

Anterior ao inicio da

Anterior ao inicio da

Anterior ao inicio da

Anterior ao inicio da

cirros ventrais direitos (RVR) fileira de LVR fileira de LVR filera de LVR filera de LVR filera de LVR
Numero de vacuolos contréteis ? 1 1 2 1
Morfologias dos ductos coletores ? dois ductos alongados ausentes dois ductos curtos ausentes

Posicao relativa da regido terminal de

cirros marginais

Terminam a0 mesmo

nivel e fusionam-se

A fileira esquerda termina
abaixo do nivel da regido

terminal da fileira direita

Terminam a0 mesmo

nivel e fusionam-se

A fileira esquerda termina
abaixo do nivel da regido

terminal da fileira direita

A fileira esquerda termina
abaixo do nivel da regido

terminal da fileira direita

Presenca de gr&nulos corticais

Presentes

Presentes

Ausentes

Presentes

Coloracdo dos granulos corticais

r)

Amarelados ou alaranjados

Marrom escuros

Verdes

* = dados obtidos no presente trabalho; (1) populagao estudada por Paiva & Silva-Neto (2004a); ? = nao ha informagao.
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apresenta granulos corticais de coloragdo verde, diferente dos granulos marrons observados
em A. jurubatiba (PAIVA & SILVA-NETO, 2003), dos amarelados ou alaranjados de
Apoamphisiella tihanyiensis Foissner, 1997 (FOISSNER, 1997) e da auséncia destes granulos
em A. foissneri (PAIVA & SILVA-NETO, 2004a). Segundo BERGER (1999), estruturas
semelhantes aos granulos corticais foram observados em micrografias eletronicas de
transmissao de A. hymenophora, produzidas por GRIMES & L’HERNAULT (1978). Na tabela 3 ¢
nas figuras 81-84 estdo apresentados os dados e imagens comparativas entre as espécies do
género Apoamphisiella, tal como proposto por PAIVA & SILVA-NETO (2004a).

O presente trabalho amplia o conhecimento sobre a ciliatofauna em adguas continentais
brasileiras, registrando 42 espécies de ciliados no corrego Sao Pedro e descrevendo um nova
espécie para a ciéncia. Este estudo apresenta ainda a sucessdo das espécies de ciliados em
culturas mantidas em laboratdrio. Alguns estudos em ecossistemas aquaticos brasileiros tém
descobertos novas espécies de ciliados tais como os trabalhos de PAIVA & SILVA-NETO (2003,
2004a, 2004b, 2004c, 2005, 2006), o que sugere a hipotese sobre o endemismo destes
protistas defendida pelos taxonomistas e revela a necessidade de se ampliar o esfor¢co amostral

no pais com a maior riqueza hidrolégica mundial.
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Figuras 11-24. Fotomicrografias e eletromicrografias de ciliados heterotriqueos dos
géneros Blepharisma e Spirostomum. 11-18. Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940. 11-14.
Espécimes observados in vivo (DIC e campo claro), mostrando a zona adoral de membranelas,
as cinécias somaticas, o vacuolo contratil, os nodulos do macrontcleo e os vacuolos
alimentares. 15-16. Eletromicrografias da regido dorsal (15) e ventral (16), mostrando a zona
adoral de membranelas e as cinécias somaticas. 17-18. Fotomicrografias ao protargol,
mostrando a zona adoral de membranelas, as cinécias somaticas, o macronucleo e o
micronucleos. A seta na figura 18 indica a formagao da AZM do “opister” durante o processo
de morfogénese. 19. Spirostomum ambiguum (ao protargol), mostrando a zona adoral de
membranelas, as cinécias somaticas, o citdstoma e o macronticleo. 20. Spirostomum minus (ao
protargol), mostrando a zona adoral de membranelas, as cinécias somaticas e os nodulos do
macronucleo. 21, 22 e 24. Spirostomum teres (in vivo e ao protargol), mostrando a zona adoral
de membranelas, as cinécias somaticas, o vactiolo contratil e o macronticleo. As figuras 22 e
24 representam a etapa intermediaria e final do processo de encistamento desta espécie,
respectivamente. 23. Spirostomum ambiguum (in vivo), com a seta indicando o citostoma.
Legendas: AZM = zona adoral de membranelas; C = citostoma; CS = cinécia somatica; CV =
vacuolo contratil; Ma = macronucleo; Mi = microntcleo. Barras: Figuras 11-13, 20 e 21 =25

um; Figuras 19, 22 e 24 = 50 um; Figura 23 = 100 um.
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Prancha Il

Figuras 25-34. Fotomicrografias in vivo (campo claro e contraste de fase) de trés espécies
do género Stentor. 25-28. Stentor coeruleus, mostrando a zona adoral de membranelas, a
cavidade bucal, as cinécias somaticas, a disposi¢do das fileiras de cilios na regido peristomial
e os nddulos do macronticleo. A figura 27 mostra a regido peristomial em detalhe e a figura
28 mostra os  granulos  corticais azulados entre  cinécias = somaticas.
29, 31 e 33. Stentor polymorphus, mostrando a zona adoral de membranelas, os nédulos do
macronucleo e algas simbiontes. A figura 31 mostra as algas simbiontes em detalhe e a figura
33  mostra alguns ndédulos do macronicleo moniliforme desta  espécie.
30, 32 e 34. Stentor roeselii, mostrando a cavidade bucal e macrontcleo vermiforme.
Legendas: AZM = zona adoral de membranelas; CB = cavidade bucal; CS = cinécia
somatica; FCP = fileira de cilios da regido peristomial; Ma = macronucleo; Si = alga

simbionte. Barras: Figuras 25-26, 29 = 100 um; Figuras 27-28, 30-34 = 50 um.
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Prancha Il

Figuras 35-45. Fotomicrografias e eletromicrografias de ciliados espirotriqueos.
35-37, 41. Euplotes eurystomus, mostrando a zona adoral de membranelas, os cirros
frontoventrais, os cirros caudais, os cirros marginais esquerdos, 0s cirros transversos, o
vacuolo contratil, as cinécias dorsais ¢ o macronticleo. Na figura 35 a técnica utilizada é a do
protargol, nas figuras 36 ¢ 37 utilizou-se a técnica do “prata a seco” e a figura 41 ¢ uma
fotomicrografia in vivo. 38-40. Euplotes aediculatus, mostrando a zona adoral de
membranelas. As figuras 38 ¢ 39 sdo eletromicrografias de regido ventral e dorsal,
respectivamente. A figura 40 ¢ uma fotomicrografia in vivo da regido ventral.
42-43. Gastrostyla setifera (in vivo) em fase intermediaria (42) e final (43) da morfogénese
divisional. 44-45. Stylonychia pustulata (ao protargol), mostrando a zona adoral de
membranelas, os cirros frontoventrais, os cirros frontais, o cirro bucal, a fileira de cirros
marginais direita, a fileira de cirros marginais esquerda, as membranas endoral e paraoral e o
macronucleo. A figura 44 representa a regido ventral e a figura 45 a dorsal, onde podem ser
observadas quatro cinécias dorsais (1-4) e duas dorso-marginais (5 e 6).
Legendas: AZM = zona adoral de membranelas; BC = cirro bucal; CC = cirro caudal;
CME = cirro marginal esquerdo; CV = vacuolo contratil;, DK = cinécia dorsal;
eM = membrana endoral; FC = cirro frontal; FVC = cirro frontoventral; LMR = fileira de
cirros marginais esquerda; Ma = macronucleo; pM = membrana paraoral; RMR = fileira de
cirros marginais direita; TC = cirros transversos. Barras: Figuras 35- 43 = 25 um; Figuras 44 e

45 =20 pm.
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Prancha IV

Figuras 46-54. Desenho e fotomicrografias de ciliados himenostomatideos dos géneros
Frontonia, Lembadium e Neobursaridium. 46-48. Frontonia leucas, mostrando o vactolo
contratil e o macronucleo. As setas indicam cianobactérias do género Oscillatoria na figura
47 e a formacdo de massas irregulares no citoplasma durante o processo de digestdo destas
cianobactérias na figura 48. A figura 46 ¢ um desenho esquematico. 49-51. Lembadium
lucens, mostrando a membranela adoral, o vactolo contratil, a abertura oral, o sistema
“silverline” e a membrana ondulante. As figuras 38 e 39 sdo fotomicrografias da regido
ventral e dorsal, respectivamente, ap6s realizacdo da técnica do “prata a seco”. A figura 51 ¢
uma fotomicrografia in vivo da regiao ventral. 52-53. Lembadium bullinum (in vivo) em vista
ventral (52) e dorsal (53), mostrando a membrana ondulante e o sistema “silverline”. As
imagens foram obtidas sob microscopio de contraste diferencial interferencial (DIC). 54.
Neobursaridium gigas (in vivo), mostrando o peristdmio, a zona pseudo-adoral de membranelas
e a zona das pseudo-organelas paraorais. A imagem foi obtida sob microscopio de contraste de
fase. Legendas: AM = membranela adoral; CV = vacuolo contratil; OA = abertura oral; Pe =
peristomio; Pma = pseudo-membranelas; Pop = organelas pseudo-paraorais; SS = sistema
“silverline”; UM = membrana ondulante. Barras: Figuras 46-48 = 50 um; Figuras 49-53 = 10

um; Figura 54 = 100 pm.
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Prancha V

Figuras 55-63. Fotomicrografias de ciliados oligohimenoforideos dos géneros
Paramecium, Urocentrum e Glaucoma. 55, 57-58. Paramecium caudatum, mostrando as
cinécias somaticas, a abertura oral e as suturas. Na figura 57 observa-se a liberacdo dos
tricocistos. As figuras 55 e 57 sdo imagens in vivo e a figura 58 foi obtida apos realizagdo da
técnica do “prata a seco”. 56, 59-60. Urocentrum turbo, mostrando a calota apical, as cinécias
somaticas, algumas cinécias peculiares desta espécie, o vacuolo contratil, o macronicleo em
forma de ferradura e a escopula. A figura 56 ¢ uma fotomicrografia in vivo da regido ventral e
as figuras 59 e 60 foram obtidas ap0s realizacdo das técnicas do “prata a seco” e do protargol,
respectivamente. 61-63. Glaucoma frontata, mostrando o vacuolo contratil, as membranelas
adorais, 0 macronucleo e o microntcleo. As figuras 61 e 62 sdo fotomicrografias in vivo e a
figura 63 foi obtida apos realizagdo da técnica do protargol. Legendas: CAL = calota apical;
CP = cinécias peculiares de U. turbo; CS = cinécias somaticas; CV = vacuolo contratil;
OA = abertura oral; M = membranelas adorais; Ma = macronucleo; Mi = micronucleo;
SCO = escopula; SU = sutura. Barras: Figuras 55, 57-58 = 50 um; Figura 56 = 25 um; Figuras

59-63 = 10 pm.
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Prancha VI

Figuras 64-71. Fotomicrografias e eletromicrografias de peritriquios e suctorios.
64. Podophrya fixa (in vivo). 65. Tokophrya quadripartita (in vivo). 65. Tokophrya lenarum
(seta) associado a uma colonia de Epistylis procumbens (in vivo) 67-71. Carchesium
polypinum, mostrando o macrontcleo, os mionemas do pedinculo e somaticos, ¢ o0s
pedunculos contraidos e estendidos. As figuras 67-69 sdo fotomicrografias obtidas apods
realizacdo da técnica do protargol e a figuras 70 (detalhe do zodide) e 71 (coldnia) sdo
eletromicrografias. Legendas: Ma = macronucleo; My = mionemas somaticos; Myp =
mionemas na regido do pedunculo; P = pedunculo; Pc = pedunculo contraido. Barras: Figuras

64-66 = 20 um; Figura 67-71 = 50 pm.
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Prancha VII

Figuras 72-74. Desenhos esquematicos de Apoamphisiella sp. nov. 72. Representagio
esquematica da regido ventral in vivo, mostrando a disposi¢do dos cirros, a posi¢do das
membranas orais, o cirro pés-peristomial e a zona adoral de membranelas. 73. Desenho da
regido ventral impregnada pelo protargol, mostrando a disposi¢ao dos cirros, a posi¢ao das
membranas orais ¢ a zona adoral de membranelas. 74. Desenho da regido dorsal impregnada
pela protargol, mostrando a disposi¢do das cinécias dorsais e dorso-marginais, dos cirros
caudais, ¢ do aparato nuclear. Legendas: AFC = cirros frontais anteriores; AZM = zona
adoral de membranelas; BC = cirro bucal; CC = cirro caudal; eM = membrana endoral; PFC =
cirros frontais posteriores; LMR = fileira de cirros marginais esquerda; LVR = fileira de cirros
ventrais esquerda; Ma = macronudcleo; Mi = micronticleo; pM = membrana paraoral; PpC =
cirro pés-peristomial; RMR = fileira de cirros marginais direita; RVR = fileira de cirros
ventrais direita; TC = cirros transversos. As setas da figura 74 indicam as dicinetideas

espalhadas. Barras = 30 pm.
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Prancha VIII

Figuras 75-78. Fotomicrografias e eletromicrografia de Apoamphisiella sp. nov. 75.
Fotomicrografia in vivo da regido ventral sob microscopio de contraste interferencial
diferencial (DIC). 76. Eletromicrografia da regido ventral, mostrando a zona adoral de
membranelas, a membrana paraoral, o cirro pos-peristomial bem como a disposi¢dao de todos
os cirros ventrais. Os cirros frontais anteriores estdo circulados de verde, os cirros frontais
posteriores de azul e o cirro bucal de vermelho. 77. Fotomicrografia in vivo da regido ventral
sob microscopio de contraste interferencial diferencial (DIC), mostrando os granulos corticais
verdes em detalhe. 78. Fotomicrografia in vivo (DIC) mostrando em detalhe o vactolo
contratil sem ductos coletores. Legendas: AZM = zona adoral de membranelas; CV =
vactolo contratil; pM = membrana paraoral; PpC = cirro pos-peristomial. Barras: Figuras

75-76 = 25 um; Figura 77-78 = 10 pm.
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Prancha IX

Figuras 79-80. Fotomicrografias (ao protargol) de Apoamphisiella sp. nov. 79. Regido
ventral, mostrando a disposi¢ao dos cirros, as membranas endo e paraoral, e o aparato nuclear.
80. Regido dorsal, mostrando a disposi¢dao das cinécias dorsais e dorso-marginais, dos cirros
caudais, ¢ do aparato nuclear. Legendas: AFC = cirros frontais anteriores; AZM = zona
adoral de membranelas; BC = cirro bucal; eM = membrana endoral; PFC = cirros frontais
posteriores; LMR = fileira de cirros marginais esquerda; LVR = fileira de cirros ventrais
esquerda; Ma = macrontcleo; Mi = micronucleo; pM = membrana paraoral; RMR = fileira de
cirros marginais direita; RVR = fileira de cirros ventrais direita; TC = cirros transversos. As

setas da figura 80 indicam as dicinetideas espalhadas. Barras = 25 um.
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Prancha X

Figuras 81-84. Desenhos esquematicos das espécies do género Apoamphisiella.
81 a-c. A. tihanyensis (FOISSNER, 1997). A seta em (b) indica o cirro pos-peristomial e em (c)
a disposic¢ao das dicinetideas na regido dorsal. 81 d-f. A. tihanyensis (PAIVA & SILVA-NETO,
2004a). A seta(s) em (b) indica o cirro pos-peristomial e em (c) indicam as dicinetideas
dispersas. 82 a-c. A. foissneri (PAIVA & SILVA-NETO, 2004a). 83. A. hymenophora (GRIMES &
L’HERNAULT, 1978 apud BERGER, 1999). 84 a-c. A. jurubatiba (PAIVA & SILVA-NETO, 2003).
As letras (a) representam desenhos da espécie in vivo, (b) representagdo da regido ventral apos
impregnacao pelo protargol e (c) representam a regido dorsal também impregnada pelo
protargol. Legendas: AVC = vactiolo contratil anterior; CV = vacuolo contratil; PFC = cirros

frontais posteriores; PVC = vactiolo contratil posterior. Barras = 20 um.
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CapriTtuLo Il

DESCRICAO DE UM DOUBLET DO TIPO IMAGEM ESPELHADA EM Gastrostyla setifera

(ENGELMANN, 1862) KENT 1882 (CILIOPHORA, STICHOTRICHIA)

RESUMO

O presente trabalho registra, pela primeira vez, um doublet do tipo imagem espelhada
em Gastrostyla setifera, obtida de amostras de agua e sedimento de um coérrego urbano,
localizado no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. O doublet mede 63 x 49 um e
possui dois componentes. O componente invertido (LH) apresenta as estruturas corticais
invertidas, enquanto o componente normal (RH) apresenta as estruturas corticais similares a
de uma célula normal. O componente normal possui 35 membranelas na zona adoral de
membranelas e 19 cirros na fileira de cirros marginais esquerdos. O componente invertido
apresenta as membranelas invertidas na zona adoral de membranelas e as membranas endoral
e paroral invertidas em relagdo ao padrdo da espécie; possui 29 membranelas na zona adoral
de membranelas, tendo as cinco primeiras dispostas em uma dire¢do diferente das demais e a
fileira de cirros marginais esquerdos possui 14 cirros. Os cirros do doublet estdo arranjados
irregularmente quando comparados aos das células normais e existem menos cirros (34 cirros)
do que o dobro encontrado em uma célula normal (26 x 2 = 52 cirros). Na regido dorsal,
ambos os componentes (RH e LH) possuem quatro cinécias dorsais completas. As cinécias
dorso-marginais ndo foram observadas no doublet. Os dois componentes apresentam trés
cirros caudais. O macronucleo possui um grande nédulo que ocupa os dois componentes RH e
LH e dois n6dulos menores em cada componente.

Palavras-chave: doublet, Gastrostyla setifera, Gastrostylidae, Minas Gerais,

morfologia.

INTRODUCAO

Doublets sdo anomalias que ocorrem durante o desenvolvimento de protistas ciliados,
onde um Unico individuo possui dois componentes celulares, podendo ser do tipo homopolar,
quando os componentes estdo unidos dorsalmente, ou do tipo imagem espelhada, quando os
componentes estdo unidos lado-a-lado (FRANKEL, 1989; BERGER, 1999). Cada doublet pode
ser entendido como o resultado de uma fusdo de células normais (SHI & FRANKEL, 1990).
Doublets do tipo imagem espelhada sdo raros, e o componente celular normal apresenta-se de

modo similar a uma célula normal, enquanto o componente invertido apresenta as estruturas
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invertidas (JERKA-DZIADOSZ, 1983; FRANKEL, 1989; SHI & FRANKEL, 1990). Essas anomalias
podem surgir espontaneamente ou serem induzidas por luz ultravioleta, laser, choque térmico,
microcirurgias, ou pela implanta¢do de regides contendo o primérdio oral de células normais
em divisdo (TOTWEN-NOWAKOWSKA, 1965; BANCHETTI et al., 1997; BERGER, 1999).

Dentro do género Gastrostyla Engelmann 1862, Gastrostyla setifera (Engelmann
1862) Kent, 1882 ¢ tida como um raro representante limnético, que difere dos demais
congéneres principalmente no arranjo dos cirros transversos, distintamente divididos em dois
grupos (BERGER, 1999). Durante um levantamento da ciliatofauna em um lago eutr6fico no
noroeste da China, SHI et al. (2003) redescreveram a morfologia e morfogénese divisional de
G. setifera usando técnicas modernas.

Durante a realizacdo de um inventario dos protistas ciliados em um cérrego urbano,
localizado no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, foi encontrada uma forma
dupla (doublet) em G. setifera. O objetivo do presente estudo foi descrever a morfologia de

um doublet do tipo imagem espelhada em G. setifera.

MATERIAL E METODOS

Os ciliados da espécie G. setifera foram encontrados em amostras de agua e
sedimento, coletadas no ano de 2005, no coérrego Sao Pedro (UTM = 23K, 668307, 7591772)
(estacdo 4, ver capitulo I), um cérrego urbano localizado no municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil.

Das amostras conduzidas ao laboratério, aliquotas de agua e sedimento foram
separadas para a realizacdo de culturas em placas de Petri contendo grdos de arroz, que
servem como alimento para bactérias. O aumento do numero de bactérias estimula o
excistamento de ciliados. Para a identificagdo dos ciliados foram realizadas observagdes in
Vivo, sob microscopio com contraste de fase e a técnica de impregnagao pela prata (protargol),
segundo a proposta de DIECKMANN (1995). Em uma amostra de aproximadamente 30
individuos, presentes em nossas laminas, apenas um doublet foi observado. Os dados
morfométricos foram obtidos do espécime impregnado no aumento de 1000X, com o auxilio
de uma ocular micrométrica. O desenho in vivo da célula normal foi realizado a méao livre
durante a observacdo dos espécimes sob contraste de fase e o desenho do doublet in vivo é
uma representacdo feita a partir do espécime impregnado. Os desenhos dos espécimes
impregnados foram feitos com o auxilio de uma camara clara. Todos os desenhos foram

orientados com a regido anterior para o topo da pagina.

52



As laminas contendo os espécimes impregnados das células normais e do doublet do
tipo imagem espelhada de G. setifera foram depositadas na colegdo do Laboratério de
Protistologia, Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia da Universidade Federal do

Rio de Janeiro.

RESULTADOS

Morfologia dos individuos normais (FIGS. 1-3, 7-10)

Os aspectos corticais das superficies ventral e dorsal, bem como os aspectos in Vivo
dos ciliados de uma popula¢do de Gastrostyla setifera, encontrada no coérrego Sao Pedro,
estdo representadas nas figuras 1 a 3 e estdo documentados nas figuras 7 a 10. Os espécimes
observados apresentam tamanho médio de 145 um x 65 um, formato elipsoide, citoplasma
incolor e ndo possuem granulos corticais. O vactiolo contratil se localiza a esquerda na regido
média da célula e os vactiolos alimentares localizam-se nas margens da célula. A zona adoral
de membranelas possui em média 55 membranelas, que sdo formadas por quatros fileiras de
cilios. As duas fileiras posteriores sdo maiores € possuem o mesmo numero de cilios, a
terceira ¢ menor aproximadamente 30% e a quarta possui somente alguns poucos corpos
basais. As fileiras estdo arranjadas de modo que as menores estdo na regido anterior. As
membranelas paraoral e endoral sdo relativamente longas, medindo 45 pum e 40 pm,
respectivamente, e interceptam-se virtualmente na regido mediana. Na regido ventral sdo
observados 11 cirros frontais, sendo dois cirros bucais; 10 cirros ventrais, sendo cinco
dispostos em linha e trés pré-transversos desenvolvidos; cinco cirros transversos distribuidos
em dois grupos distintos; 23 cirros marginais esquerdos, que se estendem até a regido
posterior da célula; 32 cirros marginais direitos. Na regido dorsal possuem quatro cinécias
dorsais completas e duas cinécias dorso-marginais. Os trés cirros caudais estdo localizados no
final das cinécias dorsais DK;, DK; e DK4. O nucleo possui dois nddulos macronucleares,
medindo em média 25 x 12 um, e dois micronucleos esféricos medindo entre 4 ¢ 5 um de
diametro. Foram observadas diatomaceas no interior do citoplasma em grande parte dos
espécimes impregnados pelo protargol (FIG. 10) e bactérias no interior dos espécimes

visualizados in vivo.
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Morfologia de um doublet do tipo imagem espelhada (FIGS. 4-6, 11-15)

Os aspectos corticais das superficies ventral e dorsal do doublet imagem-espelho em
G. setifera estdo representados nas figuras 5 ¢ 6 ¢ estdo documentados nas figuras 11 a 15.
Como o doublet ndao foi observado in vivo, somente ao protargol, a figura 4 ¢ uma
representacdo feita a partir do espécime impregnado.

O componente normal (RH = “right-handed”) possui grande parte das estruturas
corticais idénticas a da célula normal, enquanto o componente invertido (LH = “left-handed”)
possui as mesmas estruturas do RH, mas com o arranjo invertido (FIG. 11). A manifestacao
mais clara que confirma se tratar de um doublet do tipo imagem espelhada estd na inversao
das membranelas da zona adoral de membranelas no componente LH.

O componente normal (RH) mede 63 um de comprimento, possui 35 membranelas,
que sdo formadas por quatros fileiras de corpos basais, sendo as duas posteriores as maiores €
com mesmo numero de cilios, a terceira menor aproximadamente 30% e a quarta possuindo
somente alguns poucos corpos basais. As fileiras estdo arranjadas de modo que as menores
estdo na regido anterior, tal como na célula normal. As membranas paraoral e endoral medem
20 um e 19 pm, respectivamente, e interceptam-se virtualmente na regido mediana, tal como
na célula normal. A fileira de cirros marginais esquerdos possui 19 cirros (FIGS. 4-5, 12-13).

O componente invertido (LH) mede 54 um de comprimento e possui 29 membranelas,
que sdo formadas por quatro fileiras de corpos basais, sendo que a primeira possui somente
alguns poucos corpos basais, a terceira ¢ menor uns 30% do que as duas anteriores, que sao as
maiores € contém o mesmo numero de cilios. As fileiras estdo arranjadas de modo que as
menores estdo na regido posterior, ou seja, apresenta um padrdo invertido 180° em relagdo ao
encontrado tanto na célula normal como no componente normal do doublet. As cinco
primeiras membranelas deste componente estdo dispostas em uma direcdo diferente das
demais membranelas. As membranas paraoral e endoral medem 10 um e 9 um,
respectivamente, e também se interceptam virtualemnte na regido mediana. A fileira de cirros
marginais esquerdos possui 14 cirros (FIGS. 4-5, 11, 13).

Os cirros da regido ventral do doublet estdo arranjados irregularmente quando
comparados aqueles das células normais e existem menos cirros (34 cirros) que o dobro
existente em uma célula normal (26 x 2 = 52 cirros). O componente invertido possui menos
cirros na regiao ventral que o componente normal. Na regido dorsal, ambos os componentes
(RH e LH) possuem quatro cinécias dorsais completas, num total de oito cinécias dorsais. As

cinécias dorso-marginais ndo foram observadas no doublet. Os dois componentes apresentam
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trés cirros caudais, que estdo localizados no final das cinécias dorsais DK, DK; ¢ DK4, como
ocorre na cé¢lula normal. O macronucleo possui um grande ndédulo que ocupa os dois
componentes RH e LH e dois nddulos menores em cada componente (FIGS. 6, 14-15). Nao

foram observados micronucleos.

DISCUSSAO

Célula Normal

A espécie G. setifera ¢ tida como rara, tendo sido descoberta em um remanso coberto
por macroéfitas aquaticas da espécie Lemna sp. no rio Elster, em Leipzig, na Alemanha. Esta
espécie foi registrada em outros estudos na Europa (BERGER, 1999) e mais recentemente, em
um pequeno lago eutréfico na China (SHI et al., 2003) e em um lago em Pelotas, Rio Grande
do Sul, Brasil (PAIVA & SILVA-NETO, 2005-resumo). Portanto, o registro de G. setifera no
corrego Sao Pedro ¢ o segundo desta espécie no Hemisfério Sul.

A populagdo de G. setifera estudada pode ser considerada morfologicamente
coespecifica da populacdo redescrita por SHI et al. (2003), utilizando técnicas ciliatologicas
modernas. As Unicas diferengas entre a populagdo que estudamos e a redescrita por SHI et al.
(2003) sao o numero de cirros frontais (11 x 10), de cirros bucais (2 x 1) e o nimero de cirros
ventrais pré-transversos desenvolvidos (3 x 2), respectivamente. Entretanto, tais diferencas
ndo justificam a proposi¢do de uma nova espécie. As diferengas morfoldgicas observadas
constituem um polimorfismo, tal como observado por WALKER & GRIM (1973), estudando

Gastrostyla steinii Engelmann, 1862.

Doublet

Terminologia

Os doublets do tipo imagem espelhada, que possuem as estruturas corticais invertidas
e componentes celulares unidos lado-a-lado, foram originalmente chamados de “jumelles” por
TCHANG & PANG (1977, 1981). O componente normal, localizado no lado esquerdo do
doublet, era chamado de “dexter”, enquanto que o componente invertido, ou seja, aquele com
as estruturas em imagem-espelho em relacdo ao componente normal, localizado no lado
direito do doublet, era chamado de “sinister”. Posteriormente outros autores (GRIMES et al,
1980; JERKA-DZADOSZ, 1983, 1985) alteraram esta nomenclatura, chamando o “dexter” de

simetria padrao (“standart-symmetry”), referindo-se a simetria padrdo da espécie e o
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“sinister” de simetria invertida (“symmetry-reversed”), referindo-se a inversdo do padrdo de

simetria da espécie.

Retornando a idéia proposta por TCHANG & PANG (1977) de utilizar como critério a
organiza¢do dos componentes € ndo seu posicionamento anatdmico, os trabalhos de SHI &
FRANKEL (1990) e SHI et al. (1990) chamaram o “dexter” de “right-handed”, isto €, o
componente normal, que possui as estruturas corticais tipicas da espécie e o “sinister” de
“left-handed”, ou seja, o componente celular invertido. Segundo estes autores, esta
nomenclatura apresenta a vantagem de ser aplicavel a uma variedade maior de ciliados e nao
somente aos hipotriquios. No presente trabalho adotou-se a nomenclatura proposta por SHI &
FRANKEL (1990): componente normal (“right-handed”/RH) e componente invertido (“left-
handed”/LH).

Os estudos sobre doublets do tipo imagem espelhada demonstraram que os
componentes celulares ndo apresentam fileiras de cirros marginais direitos e que os cirros
marginais esquerdos (LMR) do componente invertido (LH) apresentam as mesmas estruturas
internas que os cirros marginais esquerdos do componente normal (RH) (GRIMES et al., 1980;
JERKA-DZADOSZ, 1983, 1985; SHI & FRANKEL, 1990; SHI et al., 1990). Entretanto, utilizou-se,
no presente estudo, o termo fileira de cirros marginais direitos (RHM) somente para designar

a posicao anatoOmica da fileira de cirros marginais do componente normal (RH).

Morfologia

Este trabalho descreve, pela primeira vez, um doublet do tipo imagem espelhada em
ciliados do género Gastrostyla. A manifestagdo mais clara que confirma tratar-se de um
doublet do tipo imagem espelhada estd na inversao das membranelas, tal como registrado por
outros autores (GRIMES et al., 1980; JERKA-DZADOSZ, 1983, 1985; SHI & FRANKEL, 1990; SHI
et al., 1990). O estudo morfologico do doublet de G. setifera concorda com os registros
prévios do arranjo simétrico das estruturas corticais em doublets imagem-espelho para os
hipotriquios Pleurotricha lanceolata (Ehrenberg, 1835) Stein, 1859 (GRIMES et al., 1980),
Paraurostyla weissei (Stein, 1859) Borror, 1972 (JERKA-DzZADOSZ, 1983, 1985) ¢ Stylonychia
mytilus Ehrenberg, 1838 (TCHANG & PANG, 1981; SHI & FRANKEL, 1990; SHi et al., 1990).

O doublet em G. setifera provavelmente surgiu de forma espontanea, como registrado
em outros doublets do tipo imagem espelhada (JERKA-DZADOSZ, 1983, 1985; SHI & FRANKEL,
1990; SHI et al., 1990) e em doublets homopolares (GRIMES, 1973; BANCHETTI et al., 1997,
Riccret al., 2000).
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As irregularidades nas membranelas da zona adoral de membranelas do componente
LH em relagdo ao componente RH observadas no doublet de G. setifera, também foram
relatadas em um estudo ultraestrutural realizado por JERKA-DZADOSZ (1983) em P. weissei e
em outro estudo usando protargol por SHI & FRANKEL (1990) em S. mytilus. As cinco
primeiras membranelas dispostas em uma direcdo diferente das demais no componente
invertido, tal como registramos para G. setifera, nunca foram observadas anteriormente. A
inversdo da organizacdo das membranelas no componente invertido esta associada a dire¢ao
invertida do seu batimento ciliar, que € responsavel pela incapacidade da regido oral de LH de
formar vacuolos alimentares. Entdo, no doublet o aparato oral do componente invertido nao
funciona e o doublet alimenta-se somente pela regido oral do componente normal (JERKA-
DzADOSZ, 1983; SHI & FRANKEL, 1990). Em P. weissei, ap6s a separa¢ao dos componentes, a
célula proveniente de LH morre por inani¢do e a célula proveniente de RH forma clones e se
multiplica (SHI et al., 1990). Portanto, a explicagdo para que uma célula proveniente de LH
apos a separagao dos componentes de um doublet imagem espelho morra, esta no seu aparato
oral defeituoso.

Os cirros da regido ventral do doublet de G. setifera arranjados irregularmente e em
menor numero que o dobro existente em uma célula normal foram registrados também por
FRANKEL (1989) e SHI & FRANKEL (1990). Devido a auséncia de fileiras de cirros marginais
direita no doublet, as cinécias dorso-marginais nao se desenvolvem, visto que essas cinécias
sdo formadas, segundo SHI et al. (2003), em associagdo com o anlagen da fileira de cirros
marginais direita.

A presenca das duas fileiras de cirros marginais nos dois componentes do doublet
(LHM ¢ RHM) foi observada em doublets do tipo imagem espelhada em P. lanceolata, P.
weissei e S. mytilus (GRIMES et al., 1980; JERKA-DzADOSZ, 1983, 1985; SHI & FRANKEL,
1990). O doublet do tipo imagem espelhada de P. weissei apresentam uma peculiaridade: a
multiplicagdo das fileiras de cirros marginais esquerdos no lado direito do componente
invertido (“left-handed”). Em culturas com células normais, das quais os doublets foram
induzidos, esta multiplicagdo das fileiras de cirros marginais direitos e esquerdos nao foi
observada (JERKA-DzZADOSZ, 1985). Em doublets de S. mytilus, a infraciliatura dos cirros
marginais esquerdos do componente LH apresenta-se invertida em relagdo ao componente
RH, que possui o mesmo padrao de um individuo normal (SHI & FRANKEL, 1990). Ao
separarem os componentes LH ¢ RH de um doublet imagem espelho de S. mytilus, SHI et al.
(1990) observaram que cada fragmento forma novos cirros marginais direitos. Neste estudo,

as principais descobertas foram que, apds a separagdo, o componente resultante de RH cresce
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e se reproduz, enquanto que o resultante de LH, embora consiga se regenerar, nio cresce €
morre.

Em um estudo recente (RiccI et al., 2000) investigaram a possibilidade de um doublet
do tipo homopolar no oxitriquidio Oxytricha bifaria Stokes, 1887 ndo ser um mero produto de
uma fissdo binaria “abortiva”. Os doublets de O. bifaria possuem cinco estagios (BANCHETTI
et al., 1997), sendo que o estagio mais freqiiente pode nadar tal como uma célula normal e
apresenta periodicidade nas fissdes bindrias. Outros estudos abordaram o papel adaptativo dos
estagios alomorficos desta espécie tal como os pares de conjugantes, os gigantes e os cistos
(Riccr et al., 2000). Em amostragens periddicas em sistemas l6ticos e 1énticos ao redor de
Pisa, Riccr et al. (2000) relataram que doublets de O. bifaria foram mais freqiientes que
gigantes, embora tenham sido menos freqiientes que pares de conjugantes. Esta relativa
freqiiéncia de doublets na natureza sugere que estas formas possuam um valor adaptativo.
Além disso, o maior numero de cirros, a eficiéncia de seu comportamento natatorio e a
eficacia de ambas as regides orais sugerem que doublets de O. bifaria representem um estagio
de diferenciacdo, adaptado para dispersdo e coloniza¢do de novos microhabitats favoraveis.

Embora a possibilidade de os doublets do tipo imagem espelhada se apresentarem
como uma adaptagdo e ndo como uma aberragdo ainda ndo tenha sido discutida, devido
provavelmente a incapacidade do componente invertido em se alimentar, o registro de
GRIMES et al. (1980), de que doublets do tipo imagem espelhada em P. lanceolata sao capazes
de encistar e excistar, demonstra a necessidade de se ampliar os estudos a respeito da
complexidade comportamental destas formas, a fim de se investigar seu significado

adaptativo.
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Prancha XI

Figuras 1-6. Desenhos esquematicos de Gastrostyla setifera. 1. Célula normal in vivo, em
vista ventral. 2. Célula normal impregnada pelo protargol, em vista ventral. Setas apontam os
dois cirros bucais. 3. Célula normal impregnada pelo protargol, em vista dorsal, mostrando as
cinécias dorsais (1-4) e dorso-marginais (5 e 6), nucleos e cirros caudais. 4. Reconstru¢ao do
doublet in vivo baseada no espécime impregnado. 5. Doublet impregnado pelo protargol, em
vista ventral. A seta aponta as cinco membranelas adorais andmalas. 6. Doublet impregnado
pelo protargol, em vista dorsal, mostrando as cinécias dorsais (1-8), macronucleo e cirros
caudais. Legendas: AZM = zona adoral de membranelas; BC = cirros bucais; CC = cirros
caudais; CV = vacuolo cantratil; eM = membrana endoral; FC = cirros frontais; FVC = cirros
fronto-ventrais; LH = componente invertido, LHM = fileira de cirros marginais do
componente invertido (LH); LMR = fileira de cirros marginais esquerdos da célula normal ;
Ma = macrontcleo; mi = micronucleos; pM = membrana paraoral, PpC = cirros pos-
peristomiais; RH = componente normal; RHM = fileira de cirros marginais do componente
normal (RH); RMR = fileira de cirros marginais direitos da célula normal; TC = cirros

transversos; VC = cirros ventrais. Barras: Figuras 1-3 = 30 um; Figuras 4-6= 10 um.
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Prancha XII

Figuras 7-10. Fotomicrografias das células normais de Gastrostyla setifera impregnadas
pelo protargol. 7. Regido ventral, mostrando a organizagdo das ciliaturas oral e somatica;
8. Regido dorsal, mostrando as cinécias dorsais (1-4) e dorso-marginais (5 e 6);
9. Detalhe da zona adoral de membranelas. Setas mostram a orientagdo tipica das
membranelas de uma célula normal; 10. Espécime contendo diatomdaceas, marcadas pelos
asteriscos. Legendas: AZM = zona adoral de membranelas; LMR = fileira de cirros marginais
esquerdos da célula normal; RMR = fileira de cirros marginais direitos da célula normal.

Barras = 30 pum.
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Prancha XII1

Figuras 11-15. Fotomicrografias do doublet do tipo imagem espelhada em Gastrostyla
setifera impregnado pelo protargol. 11. Detalhe da regido oral do componente invertido
(LH), mostrando a inversdo das membranelas (setas). 12. Detalhe da regido oral do
componente normal (RH), mostrando o padrio normal das membranelas (setas).
13. Regido ventral do doublet, mostrando cirros frontais e transversos. 14. Detalhe da regido
ventral do doubet, mostrando os cirros ventrais. 15. Regido dorsal do doublet, mostrando
cinécias dorsais, macronucleo e cirros caudais. Legendas: BC = cirros bucais; CC = cirros
caudais; DK = cinécia dorsal; FC = cirros frontais; Ma = macrontcleo; pM = membrana

paraoral; TC = cirros transversos. Barras = 30 um.
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CapriTtuLo Il

REGISTRO DE Neobursaridium gigas BALECH, 1941 (CILIOPHORA, PENICULIDA,
NEOBURSARIDIIDAE) EM UM SISTEMA LOTICO NO SUDESTE DO BRASIL E REVISAO DOS

ASPECTOS MORFOLOGICOS, ECOLOGICOS E DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo registrar a presenca de Neobursaridium gigas
Balech, 1941 em um cdrrego urbano, no Sudeste do Brasil e realizar uma revisao dos aspectos
morfolégicos, ecoldgicos e da distribuicdo geografica deste ciliado. Foram realizadas 12
coletas, entre maio de 2005 e maio de 2006, em cinco estacdes de coleta ao longo do corrego
Sado Pedro, Juiz de Fora, MG. N. gigas foi mantido em culturas contendo amostras do
sedimento, grdos de arroz e 4gua mineral. Os ciliados da espécie N. gigas foram triados das
culturas e observados in vivo sob microscépio dptico (campo claro e contraste de fase). Foram
realizadas as técnicas de impregnacdo pela prata (protargol) e de microscopia eletronica de
varredura. Neobursaridium gigas foi encontrado somente na estacdo 3, nas coletas de outubro
de 2005 e abril de 2006. As condicGes fisicas, quimicas e bioldgicas da dgua nestas duas
coletas foram: velocidade da 4gua = 0,12 e 0,16 m/s; temperatura da agua = 20,1 e 22°C; teor
de oxigénio dissolvido (OD) = 0 e 1,03 mg/l; pH = 6,63 e 6,80; condutividade elétrica = 86,9
e 122,1 uS/cm; clorofila = 29,1 e 48,2 ug/l, respectivamente. A distribuicdo geografica de N.
gigas, conforme a literatura consultada, esta restrita a paises localizados ao sul do Trdpico de
Cancer: Argentina, Brasil, Sul da india, Tailandia e em sete paises africanos: Camardes,
Congo, Gabdo, Republica Centro-Africana, Republica do Benin, Tchad e Uganda. O
conhecimento sobre a biogeografia de Neobursaridium gigas, baseado em dados obtidos ao
longo de seis décadas, demonstra a necessidade de levantamentos extensivos da ciliatofauna
nos diferentes continentes, a fim de melhor conhecer a distribuicdo geografica desses
microorganismaos.

Palavras-chave: distribuicdo geografica, ecologia, morfologia, Neobursaridium gigas.

INTRODUCAO

Neobursaridium gigas foi descoberto por BALECH (1941) em amostras de agua
provenientes de duas cidades argentinas, Buenos Aires e Santa Fé. A semelhanca da ciliatura

somatica uniforme e do proeminente peristdmio deste protista com aqueles de Bursaria
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truncatella Mdller, 1776 fizeram com que BALECH (1941) incluisse N. gigas na familia
Bursariidae.

Em 1955, Nilsson (NiLssoN, 1969) encontrou este ciliado em Uganda (Africa) e o
identificou como Bursaria sp. Estudos posteriores sobre a morfologia e biologia de N. gigas
foram realizados por NILSSON (1962) e THURSTON (1964) em espécimes coletados em Uganda
e por DRAGESCO (1966) em espécimes coletados na Republica Centro-Africana. Todos estes
estudos apontaram a semelhanca morfoldgica entre N. gigas e os ciliados da ordem
Peniculida, tais como Paramecium e Frontonia, e foi DRAGESCO (1966) quem afirmou que
este se tratava de um himenostomatideo, atual classe Oligohymenophorea.

DRAGESCO & TUFFRAU (1967), usando técnicas de impregancao pela prata, revelaram
a presenca de dois peniculi e um quadrulus na regido bucal de N. gigas e o incluiram na
ordem Peniculida, dentro de uma nova familia Neobursaridiidae. NiLssoN (1969) reafirmou,
com base em um estudo de ultraestrutura, a semelhanca entre N. gigas e os ciliados
peniculideos. DRAGESCO (1968) estudou o comportamento téermico, a morfologia de vesiculas
ectoplasmaticas e a ultraestrutura dos tricocistos de Neobursaridium. DRAGESCO &
DRAGESCO-KERNEIS (1986) revisaram os aspectos da morfologia e distribui¢do geogréfica de
N. gigas. Segundo estes autores, esta espécie jamais foi registrada ao norte do Tropico de
Cancer, ocorrendo somente na América do Sul e Africa.

Neobursaridium gigas é um exemplo classico de ciliado com distribuicdo geografica
endémica restrita a Gondwana e tem sido usado para comprovar a hipdtese de que os protistas
possuem distribuicdo geografica endémica (FOISSNER, 1999, 2006). Segundo FOISSNER
(2006), N. gigas é tido como um protista “flagship” por ser um ciliado conspicuo, incomum, e
visivel a vista desarmada. Caso esta espécie existisse na Europa ou America do Norte, ja teria
sido descobertos, segundo o referido autor, devido aos inumeros estudos realizados nestas
regioes.

O presente trabalho registra a presencga do ciliado Neobursaridium gigas Balech, 1941
(Oligohymenophorea, Peniculida), encontrado durante a realizacdo de um inventario dos
protozoarios ciliados, em um corrego urbano no Sudeste do Brasil e apresenta 0s aspectos
morfoldgicos, ecoldgicos e da distribuicdo geogréfica deste ciliado, publicados ao longo de

seis décadas.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas 12 coletas, todas pela manha, com intervalo de aproximadamente 30

dias, entre maio de 2005 e maio de 2006, em cinco estacdes amostrais ao longo do corrego

65



S&o Pedro, municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais. As esta¢cdes amostrais 1 (UTM= 23K,
661317; 7590765) (E1) e 2 (UTM= 23K, 661799; 7591070) (E2) localizam-se em zona rural,
proximas as nascentes. As estacbes amostrais 3 (UTM= 23K, 666477; 7591092) (E3),
4 (UTM= 23K, 668307; 7591772) (E4) e 5 (UTM= 23K, 668954; 7593495) (E5) localizam-se
em uma regido com ampla ocupagdo humana, onde pode ser observado o langamento direto
de esgoto doméstico. Foram aferidos os seguintes parametros fisico-quimicos da agua, nas
cinco estacbes amostrais: velocidade da agua, temperatura da agua, teor de oxigénio
dissolvido (OD), pH, condutividade elétrica; e ainda um parametro biolégico: clorofila a.

As amostras do sedimento foram obtidas com o auxilio de uma draga de Petersen (189
cm?), sendo coletadas trés sub-amostras em cada ponto de coleta. As amostras coletadas
foram colocadas em frascos plasticos, acondicionadas em recipientes de isopropileno e
levadas ao laboratorio de Microscopia da Pos-graduagdo em Comportamento e Biologia
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora. Aliquotas do sedimento foram separadas
para a realizacdo de culturas em placas de Petri, contendo gréos de arroz e agua mineral da
marca Petropolis®. Os grdos de arroz servem como nutrientes para as bactérias, cuja
proliferacdo estimula o excistamento de ciliados. Os espécimes de N. gigas foram triados das
culturas com micropipetas e transferidos para camaras umidas segundo TUFFRAU (1959).
Posteriormente, os ciliados foram observados in vivo sob microscopio 6ptico (campo claro e
contraste de fase) a fim de se verificar detalhes tais como o contorno e a flexibilidade do
corpo, granulagdes corticais presentes no ectoplasma, detalhes do vacuolo contratil e dos
tricocistos. Foi realizada a técnica de impregnacdo pela prata (protargol), segundo a proposta
de DIECKMANN (1995). Para a realizacdo da técnica de microscopia eletrénica de varredura, 0s
ciliados foram fixados com uma mistura de 2 ml de glutaraldeido 10% + 1 ml de tetroxido de
osmio 2% + 1 ml de solucdo tamponada de cacodilato 0,2M, conforme proposto por SILVA-
NETO (1994).

Os dados morfométricos foram obtidos a partir dos espécimes observados in vivo no
aumento de 100X, com o auxilio de uma ocular micrométrica. Os desenhos dos ciliados in

vivo e impregnados foram retirados de DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

ASPECTOS MORFOLOGICOS

Classificacéo atual segundo LYNN & SMALL, 2002
Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974
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Sub-classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Ordem Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Sub-ordem Parameciina Jankowski in Small & Lynn, 1985
Familia Neobursaridiidae Dragesco & Tuffrau, 1967
Género Neobursaridium Balech, 1941

Neobursaridium gigas Balech, 1941

Diagnose da Familia Neobursaridiidae Dragesco & Tuffrau, 1967

Corpo truncado na regido anterior e ligeiramente oval na regido posterior; grande,
geralmente medindo mais de 200 um de comprimento; sulco pré-oral bastante expandido,
peristbmio com pseudo-membranelas transversais, especialmente na margem esquerda;
presenca de dois longos peniculi e um largo quadrulus; carnivoros; a familia possui um Gnico

género (DRAGESCO & TUFFRAU, 1967).

Diagnose do Género Neobursaridium Balech, 1941

Classificado como Heterotrichia, os ciliados do género Neobursaridium sdo holotriquios
Hymenostomatida, intermediérios entre Stokesiidae e Parameciidae (DRAGESCO & TUFFRAU,
1967). E um ciliado muito peculiar pelo seu grande tamanho, forma larga e aplainada e
invaginacao central. Sob microscopio estereoscopio se assemelha a um paramécio gigante. O
peristdmio se assemelha muito aquele observado em ciliados do género Bursaria. O género
estd bem caracterizado por sua infraciliatura bucal constituida por dois grandes peniculi e um
quadrulus, apresentando uma torcéo caracteristica. Possui uma cavidade bucal relativamente
complexa: peristomio, infundibulo, cavidade digitiforme e citostoma. Nebursaridium se
caracteriza também pelos seus enormes canais coletores que circundam os vacuolos contrateis

e pelos numerosos tricocistos ectoplamaticos.

Caracterizacdo morfologica de Neobursaridium gigas Balech, 1941 (FIGS. 1-14)

A caracterizacdo morfologica de N. gigas foi realizada a partir de espécimes processados
pela técnica do Protargol e pela microscopia eletrénica de varredura e de acordo com as
descri¢des fornecidas por BALECH (1941), NILSSON (1962), THURSTON (1964), DRAGESCO &
TUFFRAU (1967), DRAGESCO (1968), NILSSON, (1969), DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS
(1986) e KATTAR et al. (1986).

Diagnose: Neobursaridium gigas apresenta comprimento médio equivalente a 400 um in vivo,

corpo comprimido dorsoventralmente, com a superficie ventral concava e a dorsal convexa,
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sendo a regido anterior truncada e a posterior arredondada. Apresenta coloracdo marrom
escura quando observado sob microscopio estereoscéopico. Esta espécie possui dois enormes
vacuolos contrateis, um anterior e outro posterior, cercados por oito a 12 canais coletores
longos e sinuosos. Apresenta cerca de 400 cinécias somaticas. O peristomio em forma de um
V continua para o infundibulo que se afunila e termina numa citofaringe estreita. Sobre a
parede dorsal do infundibulo, observam-se dois peniculi e um quadrulus. Os dois peniculi
possuem quatro cinécias e o quadrulus € largo e possui cinetossomos dispostos de maneira
desordenada. O aparelho nuclear consiste de um grande macrondcleo em forma de halter. Os

microndcleos sdo diminutos e seu numero varia enormemente, de um par a 12 micronucleos.

Sinonimia: ndo ha, conforme literatura consultada.

Forma, coloracdo e dimensdo: apresenta formato oval, ligeiramente plano e truncado na

regido apical; possui a superficie ventral concava e a dorsal convexa. Pode ser confundido
também com Bursaria truncatella devido ao seu enorme peristomio. Apresenta coloracdo
marrom escura quando observado sob microscopio estereoscépio. Apresenta tamanho variavel
entre as diferentes populagdes estudadas: 342-550 x 190-380 um, conforme BALECH (1941);
320-710 x 160-340 pum, segundo THURSTON (1964); 550 x 275 um, conforme NILSSON
(1962); 230-710 um de comprimento (média = 400 um), segundo DRAGESCO & DRAGESCO-
KERNEIS (1986); 560-700 x 320-400 um, para uma populacdo proveniente de Vespasiano,
Minas Gerais por KATTAR et al. (1986); e 320-590 x 175-330 um (n = 15) in vivo e 280-500 X

150-300 um (n = 18) para os espécimes impregnados no presente trabalho.

Ciliatura somatica: possui cerca de 400 cinécias meridionais, que apresentam a
particularidade de alterar-se ventralmente nas margens do peristdbmio, o que da a impressdo de
ser uma zona adoral de pseudo-membranelas constituida por 160 elementos, em média. A
disposicdo dos cinetossomos (sempre duplos) da zona adoral de pseudo-membranelas
(pseudo-ZAM) é a mesma que nas cinécias somaticas normais. Estas pseudo-membranelas
lembram as policinécias de Bursaria e ndo possuem nenhuma semelhanca com a verdadeira
zona adoral de membranelas (ZAM). O bordo direito do peristbmio apresenta estrutura
idéntica a do bordo esquerdo, embora menos desenvolvido. A disposi¢do dos cinetossomos €
tripla, quando impregnada pela prata. Trata-se, no entanto, de dois cinetossomos e um saco
parassomal. O argiroma possui um formato ligeiramente poligonal. Dorsalmente, observam-se

0s poros excretores, sendo dois ou trés anteriores e dois ou trés posteriores, com tamanho
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médio variando entre cinco (presente trabalho) e sete (KATTAR et al., 1986) micrometros de

didmetro.

Ciliatura bucal: é do tipo peniculum. O peristémio em forma de um V continua para 0

infundibulo que se estrangula para terminar numa citofaringe estreita. Sobre a parede dorsal
do infundibulo, observam-se dois peniculi e um quadrulus. O primeiro peniculum ¢é
constituido por quatro longas fileiras de cinetossomos. Este sofre uma tor¢do (da direita para a
esquerda e da regido dorsal para a regido ventral) e penetra na citofaringe. O segundo
peniculum é paralelo ao primeiro, e possui sempre quatro cinécias, mas no momento da tor¢do
este perde duas de suas fileiras de cinetossomos e continua menos proeminente para a
citofaringe. O quadrulus € largo e segue a curvatura e a tor¢cdo dos peniculi, com 0s
cinetossomos dispostos irregularmente. A cinécia paraoral, de dificil visualizagdo, é

constituida por um simples alinhamento de cinetosomos que limitam o quadrulus.

Organelas citoplasmaticas: possui numerosos tricocistos ectoplasmaticos, medindo em média

10 um de comprimento. Algumas populagc6es possuem zooclorelas (DRAGESCO & DRAGESCO-
KERNEIS, 1986), porém, no presente estudo, estas ndo foram observadas. Possui inclusdes
citoplasmaticas chamadas por DRAGESCO (1968) de “corpos marrons”, de natureza quimica
desconhecida, que apresentam didmetro variando entre cinco e 10 um. Os corpos marrons

foram observados na populacéo registrada no presente estudo.

Vacuolos contrateis: constituem um dos principais caracteres diagnésticos deste ciliado.

Possuem dois vacuolos contrateis, um localizado na regido anterior e outro na regido
posterior, com oito a 12 canais coletores longos e sinuosos, similares ao dos ciliados do

género Frontonia.

Aparelho nuclear: apresenta macronucleo muito grande, medindo em média 200 um (n=18)

de comprimento na populacdo do corrego Sdo Pedro. O macronucleo possui formato de halter.
Os micronucleos sdo diminutos e seu numero varia enormemente entre as populacGes
estudadas: Gabdo (um par), Republica Centro-Africana (entre trés e quatro), Uganda (até 12
micronucleos). No presente estudo os microndcleos ndo foram observados, devido as

dificuldades na realizag&o das técnicas de impregnacdo pela prata.
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ASPECTOS ECOLOGICOS

Ocorréncia e auto-ecologia

No presente trabalho, durante um estudo anual (12 coletas de maio de 2005 a maio de
2006) da ciliatofauna, em cinco estacdes amostrais do corrego, Neobursaridium gigas foi
encontrado somente na estacdo 3, nas coletas de outubro de 2005 (04/10/05) e abril de 2006
(04/04/06). As condigbes fisicas, quimicas e bioldgicas da dgua nestas duas coletas foram:
velocidade da 4gua = 0,12 e 0,16 m/s; temperatura da agua = 20,1 e 22°C; teor de oxigénio
dissolvido (OD) = 0 e 1,03 mg/l; pH = 6,63 e 6,80; condutividade elétrica = 86,9 e 122,1
uS/cm; clorofila = 29,1 e 48,2 um/l, respectivamente. Na coleta de outubro de 2005, foi
possivel manter N. gigas em culturas axénicas por aproximadamente trés semanas. Na coleta
de abril de 2006 estes ciliados, mantidos em cultura, morreram ou se encistaram na primeira
semana apoés a coleta. N. gigas foi observado em duas culturas provenientes de amostras da
estacdo 3, dentre as outras 10 coletas realizadas, o que indica que este protista estava
encistado no dia das coletas. Esta espécie foi encontrada em concomitancia com
Caenomorpha sp., Euplotes eurystomus Wrzesniowski, 1870, Frontonia leucas Ehrenberg,
1833, Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833, Spirostomum minus Roux, 1901, Stylonychia
pustulata (Muller, 1786), Urocentrum turbo Miller, 1786 e Vorticella campanulla Ehrenberg,
1831, no dia das coletas, e com Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940, E. eurystomus, F.
leucas, Gastrostyla setifera (Engelmann, 1862), Lembadium lucens (Maskell, 1887), P.
caudatum e U. turbo, nas culturas axénicas. Nao foi registrada a presenga de N. gigas nas
culturas realizadas com amostras do sedimento provenientes das estacfes de coleta 1, 2, 4 e 5.

O ciliado N. gigas é encontrado em rios, corregos, pantanos e lagos, associados ao
sedimento ou a macrofitas aquaticas (BALECH, 1941; THURSTON, 1964; DRAGESCO &
DRAGESCO-KERNEIS, 1986; KATTAR et al., 1986). Este protista foi descoberto por BALECH
(1941), em &guas claras, com escassez de bactérias e baixa alcalinidade, provenientes de
Buenos Aires e Santa Fé, na Argentina. Os ciliados foram coletados em locais com alta
densidade de macrdéfitas aquéticas dos géneros Eichornia e Salvinia, onde foram encontrados
juntamente com euglenideos e outros ciliados. THURSTON (1964) encontrou N. gigas em
diversos lagos ao redor de Kampala (Uganda), associado a macrdéfitas dos géneros Azolla e
Nymphaea. Durante estudos em laboratdrio, este autor observou que N. gigas exibe predilecao
alimentar por ciliados do género Tetrahymena e é predado por crustaceos do género Cyclops.
Observou-se ainda o efeito da luz e da temperatura sobre a sobrevivéncia e reproducéo de N.
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gigas. Segundo o autor, os ciliados quando expostos a luz por 2 a 3 horas, morrem em baixas

temperaturas, e a taxa de reproducdo assexuada diminui. Conseqlientemente, desenvolvem-se

ciliados de maior comprimento nas culturas. Segundo THURSTON (1964), ndo foram
observados cistos nesta espécie. Durante um experimento realizado sob condi¢des de
laboratdrio, DRAGESCO (1968) constatou que a temperatura 6tima para o desenvolvimento de
N. gigas varia entre 24 e 26 °C. Este autor atribui duas possiveis causas ao relato deste ciliado
em Santa Fé, em aguas com temperaturas quase a O °C: (1) tratam-se de duas espécies
distintas, (2) a populacdo argentina possui comportamento térmico diferente da populacao
africana, sendo esta Ultima hipdtese a mais provavel. KATTAR et al. (1986) encontraram N.
gigas nas margens da Lagoa dos Padres no municipio de Vespasiano, Minas Gerais, Brasil,
com a temperatura variando entre 19 e 26 °C e pH entre 6,5 e 6,8. CHARUBHUM &
CHARUBHUM (2000) registraram N. gigas associado as raizes de Eichornia crassipes
(Martius) Solms-Laubach, em lagoas e reservatorios de cinco regides da Tailandia. NOLA et
al. (2003) estudaram, sob condicdes de laboratorio, a taxa de predacao de N. gigas sobre duas
espécies de bactérias, Escherichia coli e Staphylococcus sp., em amostras provenientes do
lago municipal de Yaoundé, nos Camardes.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Biogeografia de Neobursaridium gigas

A distribuicdo geogréafica de N. gigas, até o presente momento, sabe-se que esta restrita a
paises localizados ao sul do Trdpico de Cancer: Argentina, Brasil, Sul da india, Tailandia e
em sete paises africanos: Camardes, Congo, Gabdo, Republica Centro-Africana, Republica do
Benin, Tchad e Uganda (BALECH, 1941; BEADLE & NILSSON, 1959; NILSSON, 1962;
THURSTON, 1964; DRAGESCO & TUFFRAU, 1967; DRAGESCO, 1968; NILSSON, 1969; DRAGESCO
& DRAGESCO-KERNEIS, 1986; KATTAR et al., 1986; CHARUBHUN & CHARUBHUN, 2000; NOLA
et al., 2003) (FIG. 15 e TAB. 1). Segundo FoissNER (2006), N. gigas provavelmente ndo
ocorre na Europa e América do Norte, pois, com seu grande tamanho, teria sido facilmente
encontrado nestas regides, que sdo as mais estudadas do planeta. Protozoarios ciliados com
tamanho, cor e morfologia conspicuos, tal como N. gigas, sdo denominados taxons (espécies,
géneros ou familias) “flagship”, ou seja, sdo organismos “gigantes”, conspicuos e facilmente

reconheciveis dentro do mundo microscopico.
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Tabela 1. Registros de ocorréncia de Neobursaridium gigas.

Referéncia Localizacéo

Balech (1941) Santa Fé e Buenos Aires, Argentina

Beadle & Nilsson (1959) Uganda

Nilsson (1962) Uganda

Thurston (1964) Kampala, Uganda

Dragesco & Tuffrau (1967) Uganda

Dragesco (1968) Republica Centro-Africana, Gabdo, Uganda e Sul da india

Nilsson (1969) Uganda

Dragesco & Dragesco-Kernéis (1986) Camar®es, Congo, Gabao, Republica Centro-Africana,
Republica do Benin, Tchad e Uganda

Kattar et al. (1986) Vespasiano, Minas Gerais, Brasil

Charubhun & Charubhun (2000) Tailandia

Nola et al. (2003) Camardes

Presente trabalho Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil

Hipoteses atuais sobre a distribuicdo geografica dos protistas ciliados

Atualmente, existem duas hipdteses sobre a distribuicdo global dos protistas ciliados. A
primeira hipétese, defendida pelos ecologos, sugere que as espécies de ciliados possuem
ampla distribuicdo geogréafica, e a segunda, adotada pelos taxonomistas, sugere que estes
organismos possuem distribuicdo geogréafica restrita. Existem divergéncias entre
pesquisadores dessas duas areas quanto ao numero estimado de espécies de ciliados existentes
no planeta. Segundo FOISSNER (1999) estes numeros sdo altamente especulativos, visto que
somente uma pequena fracao dos habitats mundiais foi explorada.

Desde a metafora usada por Biejerinck em microbiologia de que “tudo esta em todo
lugar”, no inicio do século passado, a idéia de cosmopolitismo entre 0s seres microscopicos se
tornou um paradigma da ecologia microbiana. Biejerinck sugeriu que a auséncia de barreiras
migratorias proporcionaria a ampla distribuicdo geogréfica dos microorganismos no planeta
(FENCHEL & FINLAY, 2004). Os ecdlogos FINLAY et al. (1996), FINLAY (1998), FINLAY &
FENCHEL (1999) e FENCHEL & FINLAY (2004) defendem a ampla distribuicdo geogréafica dos
protistas ciliados. Segundo estes autores, os ciliados, por serem abundantes, por se
dispersarem facilmente além das barreiras geograficas e por viverem em habitats que se
repetem pelo planeta, provavelmente apresentam-se distribuidos de forma homogénea no
globo terrestre. Segundo FINLAY et al. (1996) e FINLAY & ESTEBAN (1998) somente 10% das
especies de ciliados conhecidas apresentam distribuicdo restrita. Porém, segundo FOISSNER
(1999), a baixa percentagem de endemismos apresentada é reflexo do baixo numero de
espécies de ciliados conhecidas. Os ecologos afirmam que o nimero estimado de espécies a
serem descritas é relativamente pequeno, ou seja, que a maioria das espécies ja esta descrita.
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Figura 15. Distribuicdo geografica de Neobursaridium gigas Balech, 1941 no ambito mundial. Legenda: 1. Republica do Benin, 2. Camardes,
3. Gabdo, 4. Congo, 5. Republica Centro-Africana, 6. Uganda, 7. Zaire, 8. india, 9. Tailandia, 10. Brasil, 11. Argentina.




Acreditam que uma revisdo taxondmica (sinonimias, uso de técnicas modernas e
polimorfismos) poderia diminuir o nimero atual de espécies assim como inventarios em
locais inexplorados poderiam aumentar este numero. Os ecoOlogos estimam o ndmero
aproximado de 3000 espécies ainda ndo descritas.

Um interessante exemplo de cosmopolitismo entre os protozoarios ciliados € o trabalho
realizado por ESTEBAN et al. (2000) em um lago na Tasmania, Austrdlia. Estes autores
registraram 85 espécies de ciliados neste lago e nenhuma das espécies encontradas era
endémica da Austrélia, todas ja haviam sido registradas na Europa.

Os taxonomistas dizem que as elevadas abundéncias dos ciliados ndo séo necessariamente
o0 principal fator que determina a distribuicdo global ou local destes protistas. Segundo eles,
uma proporc¢do dos protistas possui biogeografia, e, para alguns deles, sua atual distribuicéo
restrita pode refletir sua extensdo geografica sobre a Gondowana ou Laurasia durante a grande
separa¢do da Pangéia no Mesozoico (FINLAY & FENCHEL, 1999).

FOISSNER (1999) acredita que existam em torno de 30.000 espécies de protistas ciliados a
serem descobertas, segundo seus calculos, usando um modelo matematico chamado de teoria
baseada em aproximacao estatistica. Ele expde evidéncias para o endemismo dos protistas
ciliados. Segundo o autor esta estimativa é baseada em dois fatos: (1) ele descobriu em média,
uma nova espécie em cada amostra analisada e (2) quase metade das 2000 espécies que ele
encontrou em seus estudos eram novas. Somente em ambientes edaficos, Foissner descreveu
700 novas espécies de ciliados. FOISSNER (1999, 2006) relata ainda que a dificuldade de se
reconhecer os ciliados, devido ao seu tamanho diminuto e por estes permanecerem encistados
boa parte do seu ciclo de vida, juntamente com o declinio em qualidade e quantidade de alfa-
taxonomistas, sdo fatores que fortalecem sua convicgédo de que ainda existam 30.000 espécies
de ciliados a serem descritas.

Os métodos modernos usados em estudos morfoldgicos, tais como a microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo e as técnicas moleculares, ddo suporte ao ponto de
vista dos taxonomistas sobre a distribuicdo restrita ou local dos protistas ciliados (FOISSNER,
2006). Segundo FENCHEL & FINLAY (2004), a maioria dos registros de protistas ciliados
deriva de estudos realizados na Europa e América do Norte, existindo proporcionalmente
poucos estudos na América do Sul, Africa, Asia e Oceania.

Existem diversos exemplos, segundo FOISSNER (1999), de espécies de protozoarios
ciliados com distribuicdo restrita ao hemisfério Sul, na América do Sul, na Africa e na
Oceania, tal com Neobursaridium gigas Balech, 1941, Frontonia vesiculosa da Cunha, 1914,
Stentor araucanus Foissner & WolIfl, 1994 e Heterostentor coeruleus Song & Wilbert, 2002.

FOISSNER et al. (2002) descreveram, em um Unico artigo, 128 espécies novas de ciliados em
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amostras de solo coletadas na Namibia (Sudoeste da Africa), e relataram que grande parte das
outras espécies encontradas era endémica da Africa. Recentemente, FOISSNER (2003) e
FOISSNER et al. (2003) exploraram um novo ambiente, tanques de bromélias, e encontraram
tanto espécies com ampla distribuicdo geografica como novos téxons, provavelmente com
distribuicédo local. FoISSNER (1999) exemplifica 0 modelo de distribuicéo restritas dos ciliados
em um artigo de revisdo sobre este tema usando o interessante exemplo dos ciliados
astomatideos que vivem no sistema digestorio de oligoquetas terrestres. Segundo ele, em 1954
eram conhecidas 65 espécies de Astomatida, provenientes de hospedeiros da Europa. Este
numero aumentou consideravelmente quando oligogquetas da Gondowana foram examinados,
sendo descritas 23 novas espécies e 13 novos géneros. Considerando que existem mais de
3000 espécies de oligoguetas, possiveis hospedeiros para 0s astomatideos, no mundo, e que
somente uma parcela minima foi analisada, é razoavel pensar que a grande maioria das
espécies deste grupo de ciliados esta por ser descoberta.

Segundo FINLAY & FENCHEL (1999), o futuro das discussdes a respeito da distribuicéo e
diversidade dos protistas ciliados passardo por trés questdes fundamentais: (1) O que é uma
espécie?, (2) Quantas espécies existem? e (3) Ha limites na distribuicdo geogréaficas dos
ciliados, ou seja, estes organismos possuem biogeografia? Segundo FOISSNER (1999), a
chave para se entender a biodiversidade e a distribuicdo geografica dos ciliados é ampliar o
esforco amostral nos diversos habitats mundiais.

A situacdo do conhecimento sobre a biogeografia de Neobursaridium gigas, baseado em
dados obtidos ao longo de seis décadas, demonstra a necessidade de levantamentos extensivos
da ciliatofauna, nos diferentes continentes. S6 entdo sera possivel esclarecer se a distribuicdo
geografica desses organismos € realmente ampla e irrestrita, como postulam os ecélogos ou se
o melhor conhecimento da diversidade de espécies, aliado ao uso de técnicas modernas de

microscopia e biologia molecular, revelaréo a ocorréncia mais freqiiente de endemismos.
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Prancha X1V

Figura 1A-J. Desenho esquematico de Neobursaridium gigas retirado de DRAGESCO &
DRAGESCO-KERNEIS (1986). A. Aspecto geral de N. gigas in vivo; B. Infraciliatura somatica da
regido ventral de N. gigas apds impregnacdo pela prata; C. Detalhe do argiroma de N. gigas;
D. Cinetossomos da zona adoral de pseudo-membranelas; E. Esquema da infraciliatura bucal;
F e G. Poros dos vacuolos contrateis de N. gigas; H. Aparelho nuclear de N. gigas; I. Vista
ventral de N. gigas indicando trés planos de corte (AB, CD e EF); J. Disposi¢do das cavidades
internas em N. gigas em trés regides corporais A-B, C-D e E-F. Legendas: Cd = cavidade
digitiforme; Cy = citofaringe; In = infundibulo; Ma = macronucleo; Mi = microndcleo ;
N = nemadesma; P;= peniculo 1; P, = peniculo 2; Pa = cinécia paraoral; Pe = peristdmio;
Pma = pseudo-membranelas; Pop = organelas pseudo-paraorais; Q = quadrulus ; V¢ = vacuolo

contratil.
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Prancha XV

Figuras 2-5. Fotomicrografias de Neobursaridium gigas in vivo. 2. Regido ventral, mostrando o
grande peristdmio e os corpos marrons; 3. Regido ventral, mostrando o peristdmio em detalhe;
4. Regido dorsal, mostrando os vactolos contrateis com seus longos canais coletores e presas
ingeridas; 5. Regido dorsal fotografada em contraste de fase, mostrando os vactiolos contrateis
com seus longos canais coletores e presas ingeridas. Legendas: Cc = canal coletor; Cm = corpos
marrons; Pe = peristomio; PI = presa ingerida; Va = vactiolo alimentar; Vc = vactiolo contratil.

Barras = 80 pum.
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Prancha XVI

Figuras 6-10. Fotomicrografias de Neobursaridium gigas impregnado pelo protargol.
6. Espécime em vista ventral, mostrando o peristomio, a zona adoral de pseudo-membranelas, a
zona das organelas pseudo-paraorais € o macronucleo. 7. Detalhe da zona adoral de pseudo-
membranelas. 8. Detalhe do peristomio, mostrando a zona adoral de pseudo-membranelas ¢ a
zona das organelas pseudo-paraorais. 9a-C. Detalhe do macronucleo de trés espécimes
impregnados pelo protargol. 10. Espécime em vista ventral, mostrando os tricocistos.
Legendas: Ma = macrontcleo; Pe = peristomio; Pma = pseudo-membranelas; Pop = organelas

pseudo-paraorais; T = tricocistos. Barras = 70 um.
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Prancha XVII

Figura 11. Eletromicrografia de varredura de Neobursaridium gigas. 11. Regido ventral,
mostrando a superficie do peristdmio, a zona adoral de pseudo-membranelas e a zona das pseudo-
organelas paraorais. Legenda: Pe = peristomio; Pma = pseudo-membranelas; Pop = organelas

pseudo-paraorais; T = tricocistos. Barras = 70 um.
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Prancha XVIII

Figura 12-14. Eletromicrografias de varredura de Neobursaridium gigas. 12. Detalhe da
superficie do peristomio, mostrando a zona adoral de pseudo-membranelas e a zona das organelas
pseudo-paraorais. 13. Detalhe da regido posterior do peristomio, mostrando a zona adoral de
pseudo-membranelas e a zona das organelas pseudo-paraorais; 14. Vista dorsal de N. gigas,
mostrando em detalhe os poros excretores e as cinécias dorsais. Legendas: Pe = peristomio;
PE = poro excretor; Pma = pseudo-membranelas; Pop = organelas pseudo-paraorais.

Barras =20 pum.
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Capitulo IV

MUDANGA ESPACIAL E TEMPORAL NA COMUNIDADE DE PROTISTAS CILIADOS
(PROTISTA, CILIOPHORA) E AVALIAGCAO SAPROBIA DA QUALIDADE DA AGUA
AO LONGO DO CORREGO SAO PEDRO (BACIA DO R10 PARAIBUNA),
MUNICIPI10 DE JUIZ DE FORA, MINAS GERAIS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da poluicdo organica sobre a
composi¢ao e a distribuicdo da taxocenose de protistas ciliados ao longo do corrego Sao
Pedro, bem como de avaliar a qualidade da agua deste sistema l6tico. Foram coletadas
amostras do sedimento em cinco estagdes amostrais, que recebem diferentes niveis de
langamento de esgoto doméstico, ao longo do corrego Sao Pedro, Juiz de Fora, Minas Gerais.
Durante o estudo de um ano nas cinco estacdes de coleta, foram encontradas 39 espécies de
protistas ciliados, das quais 32 estdo incluidas no sistema saprobio e sdo consideradas
bioindicadoras, sendo nove indicadoras de ambientes polissaprobios, dez de ambientes alfa-
mesossaprobio, sete indicando ambientes que variam de alfa a beta-mesossaprobios, quatro
indicadoras de ambientes beta-mesossaprobios e duas espécies eurissaprobias. A composi¢ao
e a distribui¢do da taxocenose de protistas ciliados variaram espacial e temporalmente. O
indice saprobio e o indice de valéncia saprobia foram utilizados para avaliar a qualidade da
agua das estagdes amostrais ¢ demonstraram alto grau de poluicdo das estacdes 4 ¢ 5. Os
dados obtidos confirmam que, em dguas correntes, a poluicdo orgéanica parece ser um fator
determinante, capaz de influenciar a composicdo, a distribuicdo e a estrutura tréfica da
taxocenose de protistas ciliados.

Palavras-chave: bioindicadores, polui¢ao organica, protistas ciliados, qualidade da

agua, sistema lotico.

INTRODUCAO

Os estudos referentes ao efeito da poluicdo sobre ambientes dulciaqiiicolas tém sido
baseados, tradicionalmente, na observa¢do das caracteristicas fisicas e quimicas da agua
(NORRIS & THOMS, 1999). Esses parametros, analisados isoladamente, ndo fornecem
evidéncias suficientes para a avaliacdo da qualidade da agua, sendo observada uma tendéncia
atual de se analisar ndo s6 as mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas, mas também as

respostas a essas mudangas por parte dos organismos que vivem nesses ambientes. Os dados
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bioldgicos juntamente com as caracteristicas fisicas e quimicas da dgua representam uma
importante ferramenta para a avaliagdo da qualidade da dgua em corregos e rios e tém
contribuido para o controle da emissdo de poluentes organicos nos sistemas loticos urbanos
(SUEHIRO & TEZUCA, 1981; GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO & GROLIERE, 1991; MADONI,
1993; FERNANDEZ-LEBORANS & NOVILLO, 1996; SOLA et al., 1996; MADONI & BASSANINI,
1999).

Dentro deste contexto, merece destaque um componente importante dos ecossistemas
dulciaqiiicolas, os protozodrios ciliados, pois os distirbios causados pela poluicdo podem
alterar profundamente a cadeia alimentar aquatica e, conseqiientemente, a composi¢do e
distribuicdo da comunidade daqueles protozodrios (CzAPIK, 1982; PRIMC, 1988; PRIMC-
HABDIJA et al., 1998; MADONI & BASSANINI, 1999).

A utilizagdo de protistas ciliados como bioindicadores apresenta vantagens em
comparagdo a utilizagdo de outros organismos. A grande sensibilidade desses protistas as
mudancgas do meio, aliada a um tempo de geragdao curto, os torna capazes de manifestar
resposta a contaminacdo do ambiente de maneira muito mais rapida. Além disso, apresentam
ampla distribui¢do geografica, sendo componentes essenciais de quase todos os ambientes,
podendo ser obtidos em quantidades estatisticamente aceitdveis e facilmente mantidos em
laboratério (SPARAGANO & GROLIERE, 1991; PICCINNI & GUTIERREZ, 1995; FERNANDEZ-
LEBORANS & NOVILLO, 1996).

A grande sensibilidade a variagdo dos fatores fisico-quimicos pode ser explicada pelo
fato de muitos protozodrios apresentarem exigéncias especificas em rela¢do as caracteristicas
do meio, como a quantidade de matéria organica, temperatura, pH, condutividade elétrica e
teor de oxigénio dissolvido (NOLAND, 1925; Kupo, 1966; SLEIGH, 1988). Dentre essas
caracteristicas, a quantidade de matéria organica e de oxigénio dissolvido presentes na agua,
quando caracteriza polui¢do organica, definem zonas de poluicdo as quais estdo associadas
espécies de protozoarios indicadores (FOISSNER & BERGER, 1996). Sao essas zonas:
polissaprdbia (dgua extremamente poluida), alfa-mesossaprobia (dgua muito poluida); beta-
mesossaprobia (4gua moderadamente poluida) e oligossaprobia (dgua ndo poluida ou
levemente poluida) (STREBLE & KRAUTER, 1987; FOISSNER & BERGER, 1996).

Nos ultimos anos varios estudos tém abordado a composi¢do, a distribuicdo e a
dinamica das taxocenoses de protistas ciliados nos ecossistemas aquaticos bem como a
eficiéncia desses organismos como indicadores da qualidade da agua em diversos sistemas
l16ticos (MADONI & GHETTI, 1981; SUEHIRO & TEZUCA, 1981; WIACKOWSKI, 1981; CZAPIK,

1982; HuL, 1987; PrIMC, 1988; GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO & GROLIERE, 1991;
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MADONI, 1993; FERNANDEZ-LEBORANS & NOVILLO, 1996; SOLA et al., 1996; PRIMC-HABDIJA
et al., 1998; MADONI & BASSANINI, 1999; MADONI, 2005).

Os objetivos deste trabalho foram: (1) estudar a comunidade de protistas ciliados em
estagdes amostrais localizadas na éarea rural e urbana ao longo do corrego Sao Pedro a fim de
se determinar a influéncia da polui¢do organica sobre a composicao, distribuicao e estrutura
trofica desta comunidade e (2) avaliar a qualidade da dgua do corrego Sao Pedro por meio do

uso da taxocenose de protistas ciliados.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e estacdes de amostragem

A sub-bacia do corrego do Sao Pedro, localizada na regido sudoeste da area urbana do
municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, abriga a represa de Sao Pedro, que ¢
responsavel por 9% do abastecimento de agua para a cidade. O corrego Sao Pedro apresenta
uma extensdo de 13.250 m (curso d’agua) e 10.750 m (linha reta), cortando diversos bairros
do municipio. Sua nascente esta a 875m de altitude em relagdo ao nivel do mar. A area urbana
da sub-bacia representa 41,85% de sua area total (LATUF, 2004).

No presente estudo foram realizadas 12 coletas, todas pela manha, com intervalo de
aproximadamente 30 dias, de maio de 2005 a maio de 2006, em cinco estacdes amostrais ao
longo do corrego Sao Pedro. As coletas realizadas ao longo do corrego permitiram a obtengao
de amostras de protozoarios ciliados em locais com diferentes niveis de lancamento de esgoto
doméstico in natura. As estagdoes amostrais 1 (UTM= 23K, 661317; 7590765) (E1) ¢ 2
(UTM= 23K, 661799; 7591070) (E2) localizam-se em zona rural, préximas as nascentes. As
estacdes amostrais 3 (UTM= 23K, 666477; 7591092) (E3), 4 (UTM= 23K, 668307; 7591772)
(E4) e 5 (UTM= 23K, 668954; 7593495) (E5) localizam-se em uma regido com ampla
ocupacdo humana, onde pode ser observado lancamento direto de esgoto doméstico
(ver FIGS. 1-8 do capitulo I).

As amostras de sedimento foram obtidas com o auxilio de uma draga de Petersen (189
cm?), sendo coletadas em triplicatas em cada ponto de coleta. O sedimento amostrado foi
colocado em frascos plasticos e acondicionado em recipientes de isopropileno, a fim de se
manter o maximo as condigdes fisico-quimicas, e levado ao Laboratério de Microscopia da
Pos-graduacdo em Comportamento e Biologia Animal da Universidade Federal de Juiz de

Fora.
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Dados climatolégicos

Os dados de pluviosidade média dos meses de coleta foram fornecidos pelo
Laboratorio de Climatologia e Andlise Ambiental do Departamento de Geociéncias da
Universidade Federal de Juiz de Fora e foram obtidos pela esta¢do climatologica da prefeitura
desta Universidade (localizada aproximadamente a 1 km da estacdo amostral 4). Os meses de

seca e chuva foram estabelecidos segundo NIMER (1979).

Processamento das amostras e identifica¢éo dos ciliados

Das amostras conduzidas ao laboratorio, trés pequenas aliquotas referentes a cada
réplica de cada estagdo de coleta, de aproximadamente 20 ml, foram colocadas em placas de
Petri, para a observacao da abundancia relativa de protistas ciliados (PANTLE & BUCK, 1955
apud FOISSNER, 1992) ao microscopio estereoscOpio com luz transmitida, no dia da coleta.
Posteriormente, os ciliados foram triados destas placas com micropipetas, confeccionadas no
laboratorio, ¢ transferidos para camaras imidas (TUFFRAU, 1959) para observagao in vivo, até
oito horas apds a coleta, sob microscopio optico (campo claro e de contraste de fase), a fim de
se realizar as identificacdes preliminares. Com o restante das amostras, foram separadas
aliquotas de 20 ml para a realizag¢do de culturas em trés placas de Petri, acrescentando-se dgua
mineral e graos de arroz com casca macerados, que servem como fonte de carbono para as
bactérias ali presentes, visando o aumento do nimero de espécimes de ciliados para a
realizacdo de técnicas usadas na identificacdo. Foram realizadas as seguintes técnicas de
impregnacao pela prata: protargol (DIECKMANN, 1995) e prata a seco (KLEIN, 1958; FOISSNER,
1991).

Analise dos dados

Para determinar o grau de similaridade entre as cinco estagdes amostrais, com base na
comunidade de ciliados, foram realizadas andlises de agrupamento, usando-se 0s seguintes
coeficientes de similaridade bindrios (presenca e auséncia): indices de similaridade
qualitativos de Jaccard e de Sorensen (MAGURRAN, 1988). Para a avaliagao da similaridade
entre os dados de freqiiéncia de ocorréncia das espécies de ciliados entre as cinco estagdes
amostrais, foi realizada analise de agrupamento, usado-se distancia Euclidiana e o método
UPGMA. Para avaliar a distribuicdo temporal dos ciliados nas 12 coletas foi realizada uma
analise de agrupamento, usado-se distancia Euclidiana e o método Liga¢dao Simples. Para a
realizacdo das andlises estatisticas foram utilizados os programas Bioestat 2.0, Multi-Variate
Statistical Package 3.1 e Statistica 6.0. Os indices saprobio e de valéncia saprobia foram

calculados segundo o protocolo proposto por FOISSNER (1992).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicéo e Distribuicdo da Comunidade de Ciliados

Durante o estudo de um ano em cinco estacoes amostrais, foram encontradas 39
espécies de protistas ciliados, que estdo classificadas segundo LYNN & SMALL (2002) na
tabela 1. Algumas espécies ocorreram em todas as cinco estagdes amostrais: Euplotes
aediculatus Pierson, 1943, Frontonia leucas Ehrenberg, 1833, Spirostomum minus Roux,
1901 e Urocentrum turbo Miiller, 1786. Outras espécies ocorreram especificamente em uma
unica estacdo, tal como Vorticella sp. na estagdo 1, Lembadium bullinum (Miiller, 1786) na
estacdo 2, Neobursaridium gigas Balech, 1941 e Stentor polymorphus (Miiller, 1773) na
estacdo 3, Glaucoma frontata Stokes, 1886, Podophrya fixa (Miiller, 1786), Stentor coeruleus
(Pallas, 1766), Vorticella convallaria Linneaus, 1758 na estagdo 4 e Epistylis plicatilis
Ehrenberg, 1831 na estacdo 5. Foram registradas sete espécies na estagdo 1; 17, na estagdo 2;
26, na estacdo 3; 30, na estagdo 4 e 26, na estacdo 5. Das 39 espécies registradas, 21
ocorreram exclusivamente nas estagdes amostrais dentro da area urbana da sub-bacia do
corrego Sao Pedro (E3, E4 e ES) (TAB. 1).

O menor nimero de espécies registradas para as estacdes 1 e 2 (sete e 17,
respectivamente), em comparagdo com as estagdes 3, 4 e 5 (26, 30 e 26, respectivamente)
(TAB. 1), pode estar relacionado tanto com a restri¢do de nutrientes nas estacdes localizadas
na area rural (FOISSNER, 1997), quanto com a predilecdo dos protistas heteretroficos por
ambientes enriquecidos organicamente (FOISSNER, 1992). Segundo FOISSNER (1997) a
literatura sobre protistas ciliados localizados em sistemas 16ticos oligotroficos (preservados) €
escassa, ¢ poucas espécies de ciliados sdo exclusivas de ambientes preservados tém sido
relatadas. O maior numero de espécies registradas nas estagdes de coleta localizadas na area
urbana da sub-bacia do corrego Sdo Pedro pode estar relacionado com as altas cargas de
esgoto doméstico langadas nestas estagdes, visto que os protistas heterotroficos, segundo
FOISSNER (1992), possuem predilecao por aguas eutrofizadas.

Como representado nas figuras 1 e 2, observou-se alta similaridade entre as estacdes 4
e 5 (Jaccard = 75% e Sorensen = 85,71%), localizadas na 4rea urbana. Os menores valores de
similaridade foram obtidos entre a estagdo 1 e as estacdes 4 e 5. Valores intermediarios foram
obtidos entre as estagdes 2 e 3 (Jaccard = 61,53% e Serensen = 76,19%) (TAB. 2). O
dendograma da figura 3 representa a similaridade entre as estagdes de coleta com base na

freqiliéncia de ocorréncia das espécies de ciliados, ao longo de um ano de coleta.
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Tabela 1. Protistas ciliados encontrados nas cinco estagdes do corrego Sdo Pedro.
Espécies de protistas ciliados encontradas no cérrego S&o Pedro El E2 E3 E4 | E5
Classe Karyorelictea Corliss, 1974

| Ordem Loxodida Jankowski in Small & Lynn, 1985

Loxodes rostrum (Miiller, 1773) + +
Loxodes striatus (Engelmann, 1862) + + + +
Classe Heterotrichea Stein, 1859
| Ordem Heterotrichida Stein, 1859
Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940 + + +
Spirostomum ambiguum (Miiller, 1786) + + +
Spirostomum minus Roux, 1901 + + + + +
Spirostomum teres Claparede & Lachmann, 1858 + + + +
Stentor coeruleus (Pallas, 1766) +
Stentor polymorphus (Miiller, 1773) +
Classe Spirotrichea Biitschli, 1889
| Sub-classe Hypotrichia Stein, 1859
| Ordem Euplotida Small & Lynn, 1985
Euplotes aediculatus Pierson, 1943 + + + + +
Euplotes eurystomus Wrzesniowski, 1870 + + + +
Euplotes sp. + + +
| Sub-classe Stichotrichia Small & Lynn, 1985
| Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961
| Gastrostyla setifera (Engelmann 1862) Kent, 1882 + + +
| Order Sporadotrichina Fauré-Fremiet, 1961
Apoamphisiella sp. nov. + + +
Stylonychia pustulata (Miiller, 1786) + + +
Classe Armophorea Jankowski, 1964
| Ordem Armophorida Jankowksi, 1964
Caenomorpha sp. 1 + + + +
Caenomorpha sp. 2 + + + +
Metopus sp. + + + +

Classe Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974

| Sub-classe Phyllopharyngia de Puytorac et al., 1974
| Ordem Chlamydodontida Deroux, 1976

| Chilodonella uncinata (Ehrenberg, 1838) + +

Class Prostomatea Schewiakoff, 1896
| Order Prostomatida Schewiakoff, 1896
| Lagynus elegans (Engelmann, 1862) + +
| Sub-classe Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858

Ordem Exogenida Collin, 1912

| Podophrya fixa (Miiller, 1786) +
| Ordem Endogenida Collin, 1912
Tokophrya lenarum (Stein, 1859) + +
Tokophrya quadripartita (Claparéde & Lachmann, 1859) + +

Classe Plagiopylea Small & Lynn, 1985
| Ordem Plagiopylida Small & Lynn, 1985
| Plagiopyla nasuta Stein, 1860 + + +

(Continuacdo...)
Classificagdo conforme LYNN & SMALL (2002). Legenda: E1 = estagdo 1; E2 = estagdo 2; E3 = estacdo 3; E4 = estagdo 4;
ES = estagdo 5; + = presenga da espécie.




(Continuagdo...)
Espécies de protistas ciliados encontradas no cérrego Séo Pedro El E2 E3 E4 E5
Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974

| Sub-classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
| Ordem Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Frontonia leucas (Ehrenberg, 1833) + + + + +
Lembadium bullinum (Miiller, 1786) +

Lembadium lucens (Maskell, 1887) + + +
Neobursaridium gigas Balech, 1941 +

Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 + + +
Urocentrum turbo (Miiller, 1786) + + + + +

| Sub-classe Scuticociliatia Small, 1967
I Ordem Philasterida Small, 1967

| Cinetochilum margaritaceum (Ehrenberg, 1831) + + + +

| Sub-classe Hymenostomatia Délage & Hérouard, 1896

| Ordem Hymenostomatida Délage & Hérouard, 1896

Colpidium sp. + +
Glaucoma frontata (Stokes, 1886) +
Glaucoma scintillans Ehrenberg, 1830 + +

| Sub-classe Peritrichia Stein, 1859
| Ordem Sessilida Kahl, 1933

Carchesium polypinum (Linnaeus, 1758) + + +
Epistylis plicatilis Ehrenberg, 1831 +
Vorticella campanula Ehrenberg, 1831 + + +
Vorticella covallaria Linnaeus, 1758 +
Vorticella microstoma Ehrenberg, 1830 + +
Vorticella sp. +

Classificacdo conforme LYNN & SMALL (2002). Legenda: E1= estagdo 1, E2= estagdo 2, E3= estagdo 3, E4 = estagdo 4,
ES = estagdo 5, + = presenca da espécie.

Tabela 2. indices de similaridade (%) de Jaccard e de Sorensen (fundo cinza)
entre as estagdes amostrais aplicado a comunidade de proristas ciliados

Estacdes El E2 E3 E4 E5
El - 33,33 22,22 12,9 14,81
E2 50 - 61,53 34,28 36,66
E3 3636 76,19 ; 55,55 58,62
E4 21,62 51,06 71,42 - 75

ES5 25,8 53,65 73,91 85,71 -
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Figura 3. Dendograma de similaridade entre as estagdes de coleta com base na freqiiéncia de
ocorréncia das espécies de protistas ciliados.

As estacoes 1-2 e 4-5 ficaram agrupas e a estacdo 3 apresentou-se em posi¢cao
intermediaria, porém mais proxima das estagcdes da regido rural. Os dendogramas referentes a
distribuicdo espacial dos ciliados, nas cinco estagdes de coleta, sdo um reflexo do grau de
poluicao organica ao longo do corrego.

A distribui¢do temporal dos ciliados ao longo de um estudo no corrego Sdo Pedro esta
representada no dendograma da figura 4. Observou-se o agrupamento das quatro coletas com
maior pluviosidade. No presente trabalho, as quatro coletas com as maiores pluviosidades
médias apresentaram o menor numero de espécies, o que explica o agrupamento destas
coletas demonstrado na figura 4. O regime pluvial, principalmente em sistemas l6ticos, ¢ um
importante fator que altera a composi¢do e diminui a abundancia das populagdes de protistas
ciliados como demonstrado em diversos estudos (SUEHIRO & TEZUKA, 1981; GRACIA et al.,
1989; HUL, 1987; PRIMC-HABDIJA et al., 1996; PRIMC-HABDIJA et al., 1998).

Sistema saprobio e estrutura tréfica

O sistema saprobio de avaliagdo da qualidade da agua, e mais especificamente da
poluicao organica, desenvolvido por KOLKWITZ & MARSSON (1908, 1909), ¢ amplamente
utilizado na classifica¢do biologica de dguas correntes. A lista original de espécies indicadoras
foi revisada e ampliada por diversos cientistas (SLADECEK, 1973; SLADECEK et al., 1981;

FOISSNER, 1988, FOISSNER et al., 1995), que adicionaram dados sobre a qualidade da agua e
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Ligagdo simples
Distancia euclidiana

24.05.05 (51,4) chuva
28.06.05 (20,5) seca
04.10.05 (64)
02.12.05 (353,8) Chuva
03.02.06 (185,1)
09.03.06 (182,8) *
10.01.06 (177)
02.08.05 (27,8) e H
02.09.05 (57,7) Chuva |
28.10.05 (64) Chuva
04.04.06 (30,4) eca
16.05.06 (37,8)
03 03 04 04 05 05

Figura 4. Dendograma de similaridade entre as datas das coletas com base na freqiiéncia de
ocorréncia das espécies de ciliados em cada coleta e a pluviosidade (entre paréntesis) classificada em
seca e chuva, segundo NIMER (1979).

revisaram erros taxondmicos e nomenclaturais (PAIVA & SILVA-NETO, 2004). Dentre as 39
espécies de ciliados encontradas no cérrego Sao Pedro, 32 estdo incluidas no sistema saprobio
e sdo consideradas bioindicadoras, sendo nove indicadoras de ambientes polissaprobios, dez
de ambientes alfa-mesossaprobio, sete indicando ambientes que variam de alfa a beta-
mesossaprobios, quatro indicadoras de ambientes beta-mesossaprobios e duas espécies
eurissaprobias (Cinetochilum margaritaceum e F. leucas), ou seja, que vivem em ambientes
com diferentes niveis saprobios (TAB. 3).

Das nove espécies indicadoras de ambientes polissaprobios, Colpidium sp., Glaucoma
scintillans Ehrenberg, 1830, Lagynus elegans (Englemann, 1862), Plagiopyla nasuta Stein,
1860 e Vorticella microstoma Ehrenberg, 1830 foram registradas somente nas estacdes
amostrais da area urbana do cérrego Sao Pedro (E3, E4 e E5). Nenhuma delas foi registrada
na estagdo amostral proxima a nascente (E1) (TAB. 3). As espécies Caenomorpha sp. 1,
Caenomorpha sp. 2, Metopus sp. e S. teres, mesmo tendo sido registradas na estagdo 2, foram
mais freqiientes nas estacdes 3, 4 e 5, dentro da area urbana da sub-bacia do corrego Sao
Pedro (TAB. 3). As espécies indicadoras de ambientes polissaprobios registradas no presente
trabalho tém sido registradas por diversos autores em lagos eutroficos (FINLAY, 1981, 1982;

LAYBOURN-PARRY et al., 1990), em esta¢des de tratamento de esgoto (SALVADO et al., 1995)
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Tabela 3. Freqiiéncia de ocorréncia dos protistas ciliados encontrados nas estagdes amostrais

1(E1), 2(E2), 3(E3), 4(E4) e 5(E5), nivel saprdbio (s) e habito alimentar (ha).

Espécies encontradas no EstacBes amostraist
cérrego Séo Pedro S* ha* El E2 E3 E4 E5
Caenomorpha sp. 1 p-i Ba, Sb - 2 5 6 4
Caenomorpha sp. 2 p-i Ba, Sb - 1 2 1 2
Colpidium sp. p Ba - - 1 2 -
Glaucoma scintillans p-i Ba - - - 2 2
Lagynus elegans p-i o - - - 1 1
Metopus sp. p-i Ba, FI, Al - 1 1 4 3
Plagiopyla nasuta p-i | Ba, Sb, AL Ki - - 2 2 1
Spirostomum teres p Ba, Sb, F1, Al - 2 5 4 6
Vorticella microstoma p-a Ba, Al - - - 6 3
Carchesium polypinum a Ba - - 4 5
Chilodonella uncinata a Ba - - - 1 1
Euplotes aediculatus a (6] 1 3 5 2 2
Euplotes eurystomus a (0] - 2 7 4 5
Loxodes striatus a AL, Ki, Cy - 3 5 2 4
Paramecium caudatum a Ba, Al - - 3 11 11
Podophrya fixa a R - - 2 -
Spirostomum ambiguum a Ba, F1, Al 2 3 1 - -
Tokophrya lenarum a R - - - 1 1
Vorticella covallaria a Ba - - - 2 -
Epistylis plicatilis a-b Ba - - - - 2
Loxodes rostrum a-b 0 - 2 3 - -
Spirostomum minus a-b Ba 1 3 5 3 3
Stentor coeruleus a-b (0] - - - 3 -
Tokophrya quadripartita a-b R - - - 1 1
Stentor polymorphus b-a 0 - - 1 - -
Vorticella campanula b-a Ba, Al - - 2 5 5
Lembadium bullinum b (0] - - - -
Lembadium lucens b (0] 1 1 2 - -
Stylonychia pustulata b (0] - - 2 1 3
Urocentrum turbo b Ba, Ki 2 7 9 6 7
Cinetochilum margaritaceum | b-p Ba, Al - 1 1 1 2
Frontonia leucas 0-p O 5 7 9 3 3
Apoamphisiella sp. nov. - - - - 2 2 2
Blepharisma sinuosum - Ba, Al - 1 2 3 -
Euplotes minuta - - - 2 1 - 2
Gastrostyla setifera - Ba, Kit - - 2 1 1
Glaucoma frontata - Ba - - - 1 -
Neobursaridium gigas - RY - - 2 - -
Vorticella sp. - - 1 - - - -

*Dados retirados de FOISSNER (1992). Legenda: a = alfa-mesossaprobio, b = beta-mesossaprobio, I = peso
indicativo da espécie, ha = habito alimentar s = grau saprobio, o = oligossaprobio, p = polissaprobio,
Al = algas, Ba = bactérias, Cy = cianobactérias, F1 = flagelados heterotroficos, Ki = diatomaceas,
O = onivoros, R = predadores, Sb = bactérias sulfurosas, SI = indice saprobio, x = xenosaprobidade,
n = nimero estimado de cada espécie (I = pouco abundante, 3 = muito abundante e 5 = extremamente
abundante), E1 = estagdo 1, E2 = estac¢do 2, E3 = estagdo 3, E4 = estagdo 4, E5 = estacdo 5, T = dados do
presente estudo.
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e em rios e corregos poluidos (MADONI & GHETTI, 1981; SUEHIRO & TEzUCA, 1981;
WIACKOWSKI, 1981 CZzAPIK, 1982; SOLA et al., 1996; MADONI & BASSANINI, 1999, MADONI,
2005). Em seu guia de protozoarios de ambientes dulciaqiiicolas, PATTERSON (1996)
classificou as espécies dos géneros Metopus, Caenomorpha, Plagiopyla, Spirostomum como
ciliados bentdnicos indicadores de ambientes andxicos. FOISSNER & BERGER (1996) incluiram
Caenomorpha spp., Metopus spp., P. nasuta, Loxodes spp. e L. elegans em uma comunidade
denominada “Metopetum”, composta principalmente por organismos estritamente anaerobios,
que ndo possuem mitocondria e apresentam bactérias sulfurosas como simbiontes, sendo
indicadores “infaliveis” (CzAPIK, 1982) da presenca de hidrogénio sulfuretado na agua. As
bactérias sulfurosas ocorrem principalmente na superficie do sedimento onde as condigdes
redutoras sdo mais favordveis e apresentam densidades elevadas em ambientes fortemente
poluidos (ESTEVES, 1988).

Os ciliados peritriquios, associados a organismos aquaticos (LAIRD, 1959; ANTIPA,
1977, HENEBRY & RIDEWAY, 1979) ou presentes nos diversos sistemas loticos (TAYLOR,
1983; KUSUOKA & WATANABE, 1987; STOESSEL, 1987) tém sido considerados bons
indicadores de poluicdo organica. Das seis espécies de peritriquios registradas no presente
trabalho, cinco ocorreram somente nas estagdes amostrais inseridas na area urbana (TAB. 3).
A espécie Vorticella sp., relatada somente na estacdo 1, provavelmente ¢ uma espécie
indicadora de ambientes preservados. A maior freqiiéncia das espécies Carchesium polypinum
(Linneaus, 1758) e V. microstoma nas estagdes 4 ¢ 5 ¢ a ocorréncia de V. convallaria somente
na esta¢do 4 e E. plicatilis apenas na estagdo 5 indicam um maior grau de polui¢do nestas
estagoes (E4 ¢ ES). Segundo KUSUOKA & WATANABE (1987), cérregos urbanos que recebem
esgoto doméstico podem ser considerados o habitat ideal para os ciliados peritriquios C.
polypinum e V. microstoma. TAYLOR (1983) relata que os peritriquios possuem altas taxas de
crescimento em sistemas 16ticos eutrofizados. Segundo STOESSEL (1987), os protistas
peritriquios, além de se beneficiarem da polui¢do organica de rios e corregos urbanos, por
serem em sua maioria organismos bacterivoros, sdo menos suscetiveis que outros grupos de
ciliados a grande variagdo da vazao nestes sistemas devido ao seu modo de vida séssil.

A disponibilidade de alimento ¢ um importante fator bidtico que controla a
distribuicdo das populagdes de protozoarios ciliados nos variados ecossistemas (NOLAND,
1925; SLEIGH, 1988). A entrada de esgoto doméstico em um sistema fluvial favorece o
crescimento das comunidades bacterianas que sustentam numerosas populagdes de ciliados
bacterivoros (MADONI, 2005). Dentre as oito espécies de ciliados exclusivamente bacterivoras
registradas no presente trabalho, sete foram registradas exclusivamente nas estagdes

localizadas na area urbana (TAB. 3). As espécies Caenomorpha sp.1, Caenomorpha sp. 2, P.
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nasuta e Spirostomum teres Claparéde & Lachmann, 1858 que se alimentam de bactérias
sulfurosas (caracteristicas de ambientes andxicos) foram mais freqiientes nas estagdes de
coleta localizadas na area urbana (TAB. 3). A ocorréncia e a maior freqiiéncia das espécies
exclusivamente bacterivoras e das que se alimentam de bactérias sulfurosas nas estagdes 3, 4 e
5, refletem a alta carga de emissdo de poluentes organicos nesta regido, em funcdo da elevada
ocupacdo humana. Dentre as sete espécies registradas para a estacdo amostral 1, seis se
alimentam de algas.

Algumas espécies de protozoarios ciliados, por apresentarem poucas exigéncias em
relacdo as condigdes fisicas e quimicas da agua e por se alimentarem de uma ampla gama de
organismos, tais como C. margaritaceum, F. leucas e U. turbo, podem ser encontradas em
estagdes de coleta com diferentes graus saprobios, tal como no presente estudo. Estas tém sido
registradas ao longo de rios com diferentes niveis saprobios (WIACKOWSKI, 1981; CZAPIK
1982, MADONI & GHETTI, 1981; SPARAGANO & GROLIERE 1991, SOLA et al. 1996, MADONI &
BASSANINI 1999, MADONI, 2005), o que mostra a ampla valéncia ecoldgica caracteristica
destas espécies.

Diversos estudos tém evidenciado o efeito da poluicdo sobre a estrutura trofica da
comunidade de protozoarios ciliados em aguas correntes (WIACKOWSKI, 1981; CZAPIK, 1982;
HuL, 1987; PRIMC,1988; FERNADEZ-LEBORANS & NOVILO, 1996; MADONI & BASSANINI 1999,
MADONI, 2005). PRATT & CAIRNS (1985) propdem um sistema de grupos funcionais para se
analisarem mudangas estruturais e funcionais na comunidade de protistas causadas por certos
tipos de polui¢do. Esses autores indicam como vantagens no uso deste método a facilidade no
reconhecimento dos grupos funcionais e a eliminagdo da confusdo resultante da identificagdo
de alguns taxons. Alguns estudos sobre a mudanca da estrutura trofica na comunidade de
ciliados tém demonstrado que em d4guas oligosaprobias esses organismos se alimentam
principalmente de algas, enquanto somente poucos se alimentam de bactérias e cianobactérias.
Com o aumento do grau saprobio a estrutura trofica € significativamente alterada. Os
poluentes organicos conduzem ao aumento de fosfatos e outros nutrientes, alterando a
estrutura das comunidades bacterianas, que induzem mudangas na ciliatofauna, a qual
depende diretamente destas bactérias como alimento (PRIMC, 1988). As principais mudancas
sd0 o decréscimo de espécies de ciliados algivoros € o aumento dos ciliados bacterivoros

(WIACKOWSKI, 1981; CZAPIK, 1982; MADONI & BASSANINI 1999; MADONI, 2005).

Protistas ciliados e qualidade da agua
Com o intuito de avaliar a qualidade da 4gua das cinco estagcdes amostrais do corrego

Sao Pedro e verificar a eficiéncia do uso da taxocenose dos protistas ciliados como
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indicadores dos graus saprobios, foram calculados, conforme o protocolo proposto por
FOISSNER (1992), o indice saprobio de PANTLE & BUCK (1955) e o indice de valéncia saprobia
de ZELINKA & MARVAN (1961). Os dados usados para a realizacdo do cdlculo dos indices
estdo apresentados na tabela 4. Os valores médios do indice saprobio para cada estacdo
amostral estdo representados na figura 5. As estagdes 4 e 5 apresentaram os maiores valores,
seguidas das estagdes 3, 2 e 1, respectivamente.

Segundo MADONI (2005), altos valores obtidos no indice saprébio indicam a presenca
de grandes concentragdes de matéria organica em um curso d’agua. Os valores de valéncia
saprobia em torno de 3,2 obtidos para as estagdes 4 ¢ 5 indicam, segundo MADONI (2005),
aguas de classe I1I-IV, ou seja, fortemente poluidas. A estacao 1, com indice saprébio menor
que 2,7, pode ser classificada como pertencendo a classe II-I1I (d4guas com uma consideravel
concentragdo de matéria organica) e as estagdes 2 e 3, com indices em torno de 2,8,
pertencendo a classe I1I (4guas moderadamente poluidas). As espécies que mais contribuiram
para o aumento do indice saprobio nas esta¢des 4 e 5 foram as polissaprobias: Caenomorpha
sp. 1, Caenomorpha sp. 2, G. scintillans, Metopus sp., S. teres e V. microstoma e as alfa-
mesossaprobias: C. polypinum e Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 (TABS. 2 e 3).

Os valores das propor¢des dos quatro niveis saprobios (oligossaprobio, beta-
mesossaprobio, alfa-mesossaprobio e polissaprobio), em cada estagdo amostral, estdo
representados na figura 6. Observou-se, ao longo das estagdes amostrais, diminui¢do na
proporcdo de espécies indicadoras de ambientes beta-mesossaprobios (b) e aumento na
proporcdo de espécies indicadoras de ambientes polissaprobios (p). A propor¢do de espécies
indicadoras de ambientes alfa-mesossaprobios (a) e oligossaprébios (0) ndo variou muito
entre as estagdes de coleta. Tanto o indice saprobio quanto o indice de valéncia saprobia sdao
complementares (MADONI, 2005), e no presente trabalho ambos demonstraram que as
estagdes que recebem as maiores cargas de esgoto doméstico apresentaram elevados valores
de saprobidade e uma maior propor¢do de espécies indicadoras de ambientes polissaprobios
(extremamente poluidos), respectivamente.

O uso dos indices saprobio e de valéncia saprobia ¢ uma importante ferramenta na
avaliacdo da qualidade da 4gua dos ecossistemas l6ticos (MADONI & BASSANINI, 1999;
MADONI, 2005). Diversos autores, estudando rios na Franga (SPARAGANO & GROLIERE, 1991),
Espanha (SoLA et al., 1996), Italia (MADONI & GHETTI, 1981; MADONI, 1993; MADONI &
BASSANINI, 1999, MADONI, 2005) ¢ Polonia (WIACKOWSKI, 1981; HUL, 1987), tém relatado o
aumento da propor¢ao de espécies polissaprobias e alfa-mesossaprobias e um decréscimo de
espécies beta-mesossaprobias e oligossaprobias com o aumento da carga de poluigdo organica

causada por impactos antropicos. WIACKOWSKI (1981) estudou a eficiéncia do uso dos indices
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Tabela 4. Valéncia saprobia das espécies encontradas no corrego e que estdo incluidas no sistema
saprobio e nimero estimado de cada espécie nas cinco estagdes amostrais.

Espécies encontradas no valéncia saprobia* n=1 3oub5t
corrego S&o Pedro s* | x*|o*|b*|a*|p* | I*|SI* E1|E2|E3|E4|E5

Caenomorpha sp. 1 p-i| 0 0 0 0| 10| 5 4 - 1 1 3 3
Caenomorpha sp. 2 p-i| 0 0 0 0|10 | 5 4 - 1 1 1 1
Carchesium polypinum al o 0 2 7 1 3129 - - 1 5 3
Chilodonella uncinata al| o0 0 2 6 2 3 3 - - - 1 1
Cinetochilum margaritaceum | b-p| 0 1 3 3 3 1 28] - 1 1 1 1
Epistylis plicatilis a-b| 0 0 3 6 1 3 128 - - - - 1
Euplotes aediculatus a 0 0 1 9 0 51291 1 1 3 1 1
Euplotes eurystomus al| o0 0 2 6 2 3 3 1 1 1 3 3
Frontonia leucas o-p| 0 2 3 3 2 1 |25 1 5 5 1 1
Glaucoma scintillans p-i| 0 0 0 1 9 5 142 - - - 1 1
Lagynus elegans p-i| 0 0 0 0|10 | 5 4 - - - 1 1
Lembadium bullinum b 0 0 9 1 0 5 1211 - 1 - - -
Lembadium lucens b | 0 0 9 1 0 51211 1 3 1

Loxodes rostrum a-b| 0 0 4 6 0 3 126 - 1 1 - -
Loxodes striatus al| o0 0 1 6 3 3 132 - 3 3 1 1
Metopus sp. p-i| 0 0 0 1 9 5 |44 - 1 1 1 1
Paramecium caudatum a 0 0 0 7 3 4 |33 - - 1 5 5
Plagiopyla nasuta p-i| 0 0 0 0| 10| 5 |45 - 1 1 1
Podophrya fixa al o 0 1 7 2 3 131 - - - 1 -
Spirostomum ambiguum a| o0 0 2 6 2 3 3 1 3 1 - -
Spirostomum minus a-b| 0 0 3 6 1 3 1281 1 3 3 3 3
Spirostomum teres p 0 0 1 2 7 3 |36 - 1 1 3 3
Stentor coeruleus a-b| 0 0 4 6 0 3 126 - - - 1 -
Stentor polymorphus b-a| 0 0 5 5 0 3 125 - - 1 - -
Stylonychia pustulata b | 0 1 7 2 0 3 121 - - 1 1 1
Tokophrya lenarum al| o0 0 1 7 2 3 |31 - - - 1 1
Tokophrya quadripartita ab| 0 0 3 5 2 2 129 - - - 1 1
Urocentrum turbo b | 0 0 7 3 0 4 23] 1 3 5 1 1
Vorticella campanula b-a| 0 1 4 5 0 2 |24 - - 1 3 3
Vorticella covallaria al| o0 1 2 6 1 2 27| - - - 1 -
Vorticella microstoma p-al| 0 0 0 5 5 3 |35 - - - 3 3

* Dados retirados de FOISSNER (1992); a = alfa-mesossaprobio; b = beta-mesossaprobio; I = peso indicativo da espécie;
s = grau saprobio; o = oligossaprobio; p = polissaprobio; SI = indice saprobio; x = xenosaprobidade; n = nimero
estimado médio de cada espécie (1 = pouco abundante, 3 = muito abundante e 5 = extremamente abundante ao longo
das coletas; E1 = estacdo 1; E2 = estagdo 2; E3 = estacdo 3; E4 = estacdo 4; ES = esta¢do 5; T = dados do presente

estudo.
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Figura 5. Indice saprobio (PANTLE & BUCK, 1955) médio obtidos para as cinco estagdes amostrais.

Valéncia saproébia

El E2 E3 E4 ES

Figura 6. Valéncia saprobia (ZELINKA & MARVAN, 1961) média obtidas para as cinco estagdes
amostrais ao longo de um ciclo anual (o: oligossaprobia, b: beta-mesossaprobia, a: alfa-mesossaprobia,
p = polissaprobia)
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de saprobidade na avaliagdo do potencial de auto-depuracdo do rio Drwinka, demonstrando
que os valores da propor¢do de espécies indicadoras de ambientes polissaprobios e alfa-
mesossaprobios decresceram nas estagdes distantes da fonte poluidora. MADONI (1993),
utilizando a taxocenose de protozoarios ciliados, avaliou a eficiéncia de uma estacdo de
tratamento de esgoto (ETE) implantada nas margens do rio Parma, por meio dos indices de
saprobidade. Nas estagdes amostrais localizadas apos a ETE, observou uma diminui¢do no
indice saprobio e na propor¢do de espécies indicadoras de ambientes polissaprobios e alfa-
mesossaprobios.

Os dados obtidos confirmam que em sistemas loticos, dentro de areas urbanas, a
poluicao organica parece ser um fator determinante, capaz de influenciar a composicao, a

distribuicdo e a estrutura trofica da taxocenose de protozoarios ciliados.
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CAPiTULO V

PROTOZOARIOS CILIADOS (PROTOZOA, CILIOPHORA) EPIBIONTES DE Pomacea figulina

(SP1x, 1827) (MOLLUSCA, AMPULLARIIDAE)

RESUMO

A relagdo epibidtica € uma associac¢do facultativa entre dois organismos: o epibionte,
que coloniza um substrato vivo, e o basibionte. Os protozoarios ciliados epibiontes podem
viver sobre varias de espécies de metazoarios aquaticos. Entretanto, pouco se sabe sobre os
aspectos ecologicos desta relagdo nos ecossistemas tropicais e subtropicais. O objetivo deste
trabalho foi registrar e analisar a prevaléncia de protozodrios ciliados associados a moluscos
prosobranquios da espécie Pomacea figulina, provenientes de um coérrego urbano, no
municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais. Foram realizadas, mensalmente, quatro coletas, na
estacdo chuvosa, a partir das quais, foram obtidos 23 moluscos e 10 conchas “vazias”. Os
moluscos foram medidos e as conchas e opérculos raspados, sobre placas de Petri contendo
agua filtrada do local de coleta. Os ciliados foram triados, com auxilio de micropipetas e
observados sob microscopio de campo claro e de contraste de fase. Foram registradas sete
espécies de ciliados sobre as conchas de P. figulina, sendo seis pertencentes a subclasse
Peritrichia: Carchesium polypinum, Vorticella microstoma, Vorticella campanula, Epistylis
plicatilis, Epistylis sp., Opercullaria sp. e uma pertencente a subclasse Suctoria: Hypophrya
fasciculata. Dos 23 moluscos analisados, 82,60% (19) estavam infestados por pelo menos
uma espécie de ciliado. Nao foram encontrados ciliados nas conchas vazias e opérculos. De
acordo com a prevaléncia de infestagdo, as espécies foram classificadas quanto ao seu status
dentro da taxocenose em: espécie central: C. polypinum (78,26%); espécies secundarias: V.
microstoma (47,82%), V. campanula (39,16%); e espécies satélites: E. plicatilis (30,43%),
Opercullaria sp. (17,39%), Epistylis sp. (8,70%), H. fasciculata (8,70%). Os resultados sdo
discutidos em termos das vantagens e desvantagens da relacdo epibidtica para os protistas
ciliados e dos aspectos ecologicos envolvidos nessa associagao.

Palavras-chave: epibiontes, epibiose, moluscos prosobranquios, Pomacea figulina,

protistas ciliados.
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INTRODUCAO

Os epibiontes sdo organismos que durante a fase séssil do seu ciclo de vida colonizam
a superficie de um substrato vivo. Enquanto o basibionte constitui um susbtrato que hospeda o
epibionte (WAHL, 1989; FERNANDEZ-LEBORANS & GAGILONDO, 2006).

Historicamente, a epibiose era entendida como uma relagdo comensal entre dois ou
mais organismos. Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que os epibiontes podem
causar efeitos deletérios aos seus hospedeiros (GREEN, 1974; HENEBRY & RIGDEWAY, 1979;
XU, 1992; PUCKETT & CARMAN, 2002). De acordo com CooK et al. (1998) esta relagao
ecologica possui dois extremos. Em um extremo, ela pode ter natureza oportunista, facultativa
e ndo especializada, com os epibiontes colonizando substratos inertes, animais e plantas. No
outro extremo, estdo as associagdes obrigatorias e altamente especificas, havendo adaptagdes
morfoldgicas e comportamentais entre epibionte e basibionte que proporcionam este modo de
vida.

De acordo com FENCHEL (1987), provavelmente quase todos os grupos de metazoarios
aquaticos hospedam protozodrios simbiontes. Os protozodrios ciliados epibiontes podem viver
sobre uma variedade de espécies de metazoarios aquaticos, incluindo esponjas, cnidarios,
ctenoforos, rotiferos, tardigrados, plandrias, crustaceos (grupo mais estudado), anelideos
(Oligochatea, Polychaeta e Hirudinea), larvas de insetos (Diptera, Ephemeroptera, Tricoptera,
Odonata, Hemiptera, Coleoptera, Odonata), moluscos, peixes, girinos e até sobre o casco de
cagados (KAHL, 1935; GOODRICH & JAHN, 1943; LAIRD, 1959; BALDOCK, 1986; SMITH, 1986;
FOISSNER et al., 1992, 1999; Moss et al., 2001; REGALI-SELEGHIM & GODINHO, 2004).
Existem poucos estudos que abordem a relagdo epibiotica entre protistas ciliados e moluscos
(LOPEZ-OCHOTERRENA, 1964; ANTIPA, 1977; WARREN, 1991), sendo raros os estudos sobre a
presenca de ciliados sobre gastropodes ampularideos (UTz, 2005-resumo; DIAS et al., 2006).

Os epibiontes constituem um componente significativo dos ecossistemas aquaticos e
desempenham importante papel na cadeia alimentar (PRATT & CAIRNS, 1985; BALDOCK,
1986). Entretanto, a maioria dos estudos ¢ de cunho morfoldgico e taxonémico, sendo que em
poucos casos os aspectos ecologicos tém sido considerados (BALDOCK, 1986; Xu, 1992;
FERNANDEZ-LEBORANS et al., 1997; Cook, et al., 1998; HANAMURA, 2000). Apesar dos
estudos sobre registros de ciliados epibiontes serem abundantes na literatura, pouco se sabe
sobre o0s aspectos ecologicos desta relagdo nos ecossistemas tropicais e subtropicais,
destacando-se os trabalhos de LOPEZ et al. (1998) e REGALI-SELEGHIM & GODINHO (2004).

Segundo WAHL (1989), a relacdo epibidtica apresenta vantagens e desvantagens para

hospedeiros e epibiontes. Este autor descreveu os possiveis efeitos negativos da epibiose em
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um artigo de revisdo. Os efeitos benéficos para os epibiontes sdo: a corrente de filtracao
criada por certos basibiontes no momento da alimentagdo; o exudato proveniente dos
metabolitos do basibionte e o transporte dos epibiontes para regides com melhores condig¢des
nutricionais e de oxigena¢ao, além de facilitar a dispersdo e troca génica entre as populagdes
de epibiontes. Existem também desvantagens para o epibionte, oriundas da atividade
biologica e do comportamento dos hospedeiros, tais como: a instabilidade dos substratos
vivos causada pelos movimentos, ecdises, morte natural, predagdo; flutuagdes da atividade
fisiologica; eliminagdo de metabdlitos e a migragao.

Os efeitos negativos da epibiose para os hospedeiros sdo, conforme WAHL (1989), o
aumento do peso ¢ da demanda energética; reducdo na flutuabilidade; decréscimo na
fecundidade e no tempo de sobrevivéncia; aumento na superficie de atrito com o ambiente;
competicdo por nutrientes (particulas, oxigénio) entre epibiontes e hospedeiros, que
usualmente favorece o epibionte devido a sua posi¢ao sobre o basibionte; danos provocados
pela predacao sobre os epibiontes e aumento da susceptibilidade a predagao. Embora poucos,
existem efeitos benéficos para os hospedeiros: os epibiontes podem tornar os hospedeiros
menos atrativos para os predadores, funcionando como defesa quimica, por meio da liberagdo
de toxinas, e visual através da camuflagem. Além disso, em alguns casos, os basibiontes
podem se alimentar dos proprios epibiontes.

Os moluscos prosobranquios da familia Ampulllariidae sdo caramujos de agua doce,
comuns em diversas areas tropicais e subtropicais, que habitam preferencialmente aguas
lentas em rios e riachos (THIENGO, 1995).

O presente trabalho teve como objetivo registrar e analisar a prevaléncia de
protozoarios ciliados associados a moluscos prosobranquios da espécie Pomacea figulina
(Spix, 1827) (Mollusca, Ampullariidae) provenientes de um corrego urbano, o corrego Sao

Pedro, localizado no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Para investigar a ocorréncia de ciliados epibiontes, 23 moluscos da espécie Pomacea
figulina (Spix, 1827) (Gastropoda, Ampullariidae), nimero encontrado durante as coletas,
foram coletados em um ponto do cérrego Sao Pedro (UTM= 23K, 666477, 7591092) (estagao
3, ver capitulo I), localizado na area urbana do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil. Foram realizadas, em intervalos de aproximadamente 30 dias, quatro coletas, na

estagdo chuvosa (LATUF, 2004), no periodo de dezembro de 2005 a margo de 2006.
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Os moluscos foram coletados com auxilio de um pugd, acondicionados em recipientes
pléasticos contendo agua do local, previamente filtrada em papel de filtro e levados ao
Laboratério de Protozoologia de Universidade Federal de Juiz de Fora. Foram coletadas
também 10 conchas encontradas sem a massa cefalopodal. No laboratério, mediu-se a altura e
o diametro das conchas dos moluscos vivos e das conchas vazias, utilizando um paquimetro
Kanon®. A concha e o opérculo dos moluscos foram raspados, individualmente, com o
auxilio de um bisturi, sobre placas de Petri contendo agua do local de coleta previamente
filtrada. A fim de se verificar a presenca de epibiontes, as placas foram observadas sob
microscopio estereoscopio e os ciliados triados com o auxilio de micropipetas e observados
sob microscopio de campo claro e de contraste de fase. A morfometria dos organismos in vivo
foi realizada com auxilio de uma ocular micrométrica.

A identificacdo dos protistas ciliados epibiontes foi feita utilizando as chaves de
identificagdo de KAHL (1935), WARREN (1986), FOISSNER et al. (1992, 1999), FOISSNER &
BERGER (1996) e o trabalho de LOPEZ-OCHOTERENA (1964).

Os termos ecoldgicos, prevaléncia e status comunitario, usados no presente trabalho,
foram propostos por MARGOLIS et al. (1982), BusH & HOLMES (1986) e BUsH et al. (1997)
para estudos em parasitologia, e t€ém sido aplicados em estudos sobre relacdes epibioticas
(Cook et al., 1998). Os componentes da taxocenose de protistas ciliados foram classificados,
conforme BUSH & HOLMES (1986), em espécies centrais (presentes em mais de dois tercos dos
hospedeiros), espécies secundarias (presentes em um a dois ter¢os dos hospedeiros) e espécies

satélites (presentes em menos de um ter¢o dos hospedeiros).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia dos protozoarios ciliados

As espécies de protozoarios ciliados epibiontes de P. figulina estdo registradas na
tabela 1 e ilustradas nas figuras 1-17. Este ¢ o primeiro registro de protozodrios ciliados
colonizando moluscos da espécie P. figulina.

Foram registradas sete espécies de ciliados sobre as conchas de P. figulina, sendo seis
pertencentes a subclasse Peritrichia: Carchesium polypinum (Linneaus, 1758) (FIGS. 11-13,
14a, 17), Vorticella microstoma Ehrenberg, 1830 (FIG. 7), Vorticella campanula Ehrenberg,
1831 (FIGS. 1-2), Epistylis plicatilis Ehrenberg, 1831 (FIGS. 3-4), Epistylis sp. (FIGS. 8-10),
Opercularia sp. (FIGS. 5-6) e uma pertencente a subclasse Suctoria: Hypophrya fasciculata
Lopez-Ochoterrena, 1964 (FIGS. 14a,b, 15-17).
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Tabela 1. Protistas ciliados epibiontes encontrados sobre Pomacea figulina.

Espécies de protistas ciliados Prevaléncia (%) Status comunitario  Especificidade

Peritrichia
Carchesium polypinum 78,26 C 0
Vorticella microstoma 47,82 S 0
Vorticella campanula 39,16 S 0
Epistylis plicatilis 30,43 Sa 0
Opercularia sp. 17,39 Sa -
Epistylis sp. 8,70 Sa

Suctoria
Hypophrya fasciculata 8,70 Sa 11

Status comunitario: C = espécie central; S = espécie secundaria; Sa = espécie satélite.
Especificidade: 0 = epibiontes encontrados em hospedeiros vivos e inertes; II = epibiontes
parcialmente especializados, restritos ao nivel de filo, classe ou ordem do hospedeiro.

Dias et al. (2006) registraram, pela primeira vez, sete géneros de ciliados sésseis,
cinco peritriquios, Carchesium, Epistylis, Opercularia, Vaginicola e Vorticella e dois
suctorios, Acineta e Tokophyra, vivendo como epibiontes sobre moluscos ampularideos da
espécie Pomacea lineata (Spix, 1827), em valas de irrigagdo no municipio de Juiz de Fora,
Minas Gerais.

Utz (2005-resumo) registrou a espécie Epistilys plicatilis (Peritrichia, Epistylidae)
associada a concha de Pomacea canaliculata (Lamarck, 1819), no sul do Brasil, sendo este o
primeiro registro de ciliados epibiontes dessa espécie de molusco. A espécie H. fasciculata
(Suctoria, Acinetidae), registrada no presente trabalho, quando da sua descricdo, foi
encontrada sobre colonias de E. plicatilis que, por sua vez, estavam colonizando moluscos das
espécies Lymnea attenuata Say e Physa osculans Haldeman, 1841, em um lago no Parque
Chapultepec, na cidade do México (LOPEZ-OCHOTERRENA, 1964).

Nao foram observados ciliados sobre o opérculo dos moluscos analisados. O opérculo
dos gastrépodes ampularideos ¢ uma estrutura cornea, de natureza permanente, que tem a
funcdo de fechar a abertura da concha, quando o molusco retrai a massa cefalopodal no seu
interior (THIENGO, 1995). O movimento do opérculo em direg¢do a abertura da concha, quando
o molusco se retrai, pode representar uma perturbag@o para os epibiontes.

A auséncia de ciliados, ou a sua menor abundancia, em regides do hospedeiro com
grande incidéncia de atrito tem sido apontada por alguns autores (GREEN, 1974; HENEBRY &
RIGDEWAY, 1979; Cook et al.,, 1998; ROBERTS & CHUBB, 1998; REGALI-SELEGHIM &
GODINHO, 2004). De acordo com GREEN (1974), a freqiiente perturbacdo causada pelo
movimento das antenas de claddceros hospedeiros interrompe a alimentacdo dos peritriquios
coloniais, por causar a contragdo dos zodides. HENEBRY & RIDGEWAY (1979) e REGALI-
SELEGHIM & GODINHO (2004) atribuem a auséncia de ciliados epibiontes associados a

crustdceos ao atrito proveniente do movimento destes hospedeiros. Segundo ROBERTS &
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CHUBB (1998), o maior fluxo da agua nas bordas dos pledpodos do isopodo Asellus aquaticus
(Linneaus, 1758) ¢ um dos fatores que restrigem a distribui¢do do peritriquio Lagenophrys
asellli Plate, 1889 a regido central deste apéndice.

Nao foram observados ciliados colonizando as conchas vazias (sem a massa
cefalopodal) dos ampularideos. Muitos protozodrios ciliados podem viver como epibiontes
sobre substratos inertes, ndo-vivos (KUDO, 1966; FOISSNER et al., 1992). No entanto, o fato de
nenhuma espécie de ciliado ter sido encontrada sobre as conchas vazias, sugere a existéncia
de beneficios para os epibiontes, oriundos da atividade bioldgica e do comportamento dos
moluscos. HENEBRY & RIDGEWAY (1979), estudando os ciliados epibiontes de copépodos e
cladoceros, no lago Ashmore, Illionois, EUA, inseriram laminas na agua do lago, na mesma
profundidade em que vivem os crusticeos plactonicos e observaram que nenhuma das quatro
espécies de peritriquios registradas sobre estes hospedeiros foi encontrada colonizando as
laminas.

A ecdise tem sido apontada como um fendmeno desfavordvel a colonizacdo de
crustaceos por ciliados epibiontes (HENEBRY & RIGDEWAY, 1979; Xu, 1992). Durante o
crescimento dos gastropodes, ocorre a adicdo de material protéico e mineral na borda da
concha. Nao ¢ necessaria a substitui¢ao dessa estrutura de prote¢do, como ocorre entre 0s
artropodes. Portanto, a concha funciona como um substrato permanente e constitui uma
vantagem inerente a utilizacdo de moluscos como basibiontes.

Apesar da auséncia de estudos sobre a longevidade de moluscos do género Pomacea,
o0 tempo necessario para que esses moluscos tornem-se sexualmente maduros, como
registrado por GUIMARAES (1981a) para Pomacea haustrum (Reeve, 1856), sugere um tempo
de vida longo. Esses moluscos também sdo muito resistentes a dessecacao. GUIMARAES
(1981a) observou que P. haustrum resiste pelo menos 90 dias fora d'agua. SANTOS et al.
(1987) verificaram que P. lineata é capaz de sobreviver 40 dias em anoxia. A longevidade ¢ a
capacidade de sobreviver a condigdes desfavoraveis, provavelmente fazem com que as
populagdes de Pomacea sejam relativamente abundantes e estaveis, favorecendo a

comunidade de epibiontes.

Prevaléncia e status comunitario

Dos 23 moluscos da espécie P. figulina analisados, 82,60% (19) estavam infestados
por pelo menos uma espécie de ciliado. DIAS et al. (2006) registraram a prevaléncia de 100%
de ciliados epibiontes sobre P. lineata. Outros estudos registraram altas prevaléncias de
infestacdo por protistas ciliados sobre diferentes espécies de crusticeos. HENEBRY &

RIGDEWAY (1979) observaram a prevaléncia de infestagdo por V. microstoma sobre
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cladoceros da espécie Daphnia longispina Miiller variando entre 92,9 ¢ 100%; XU & BURNS
(1991) relataram que 92,4% dos copépodos Boeckella triarticulata Thomson estavam
infestados por Epistylis daphniae Faure-Fremiet, 1905; XU (1992) encontrou o peritriquio E.
daphniae em 92,4% dos cladéceros da espécie Moina macrocopa Strauss analisados;
JAYASREE et al. (2001) registraram a prevaléncia, de ciliados peritriquios e suctorios, de
43,1% e 71,8% sobre Macrobrachium rosenbergii (de Man) e Metapenaeus dobsoni (Miers),
respectivamente; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-PORTO (2002), observaram que 63,6% dos
crustaceos da espécie Schistomysis mysidacii Norman, 1892 estavam infestados pelo suctdrio
Ophrydendron mysidacii (Fernandez-Leborans et al., 1996); MAYEN-ESTRADA & ALADRO-
LUBEL (2002), estudando a distribuicdo de 15 espécies de ciliados sobre Cambarellus
patzcuarensis Villlalobos, 1943, registraram ciliados epibiontes em 73 ¢ 78% dos crustaceos
analisados em dois pontos do lago Patzcuaro, Michocan, México.

As elevadas prevaléncias de infestagdao registradas para P. figulina, no presente
trabalho e para P. lineata (Dias et al., 2006) sugerem que os moluscos ampularideos nao
apresentam estratégias eficientes que impegam a colonizagdo de suas conchas por protistas
ciliados. XU (1992) concluiu que a alta percentagem de infestacdo por ciliados em M.
macrocopa poderia significar que estes crustaceos possuem poucos mecanismos de defesa
contra a infestagdo por estes protistas.

De acordo com a prevaléncia de infestagdao sobre P. figulina, as espécies de ciliados
foram classificadas quanto ao seu status dentro da taxocenose em: espécie central:
Carchesium polypinum (78,26%), espécies secundarias: Vorticella microstoma (47,82%), V.
campanula (39,16%) e espécies satélites: Epistylis plicatilis (30,43%), Opercularia sp.
(17,39%), Epistylis sp. (8,70%), Hypophrya fasciculata (8,70%) (TAB. 1). Cook et al. (1998)
em estudo sobre a ecologia dos ciliados epibiontes do isopodo A. aquaticus, verificaram que
dentre as nove espécies de peritriquios e suctdrios registradas, uma ocorreu em mais de 66,7%
dos hospedeiros (espécie central), quatro ocorreram entre 33,3 e 66,67% dos crusticeos
(espécies secundarias) e quatro ocorreram em menos de 33,3% dos basibiontes (espécies
secundarias).

Segundo MAYEN-ESTRADA & ALADRO-LUBEL (2002), os protistas ciliados tém a
oportunidade de colonizar seus hospedeiros ao mesmo tempo, porém, se ja houver outras
espécies de ciliados sobre a superficie do basibionte, os novos epibiontes ocupam as areas
livres. A competicdo entre ciliados epibiontes ¢ habitual, tal como observado por MAYEN-
ESTRADA & ALADRO-LUBEL (1998) entre trés espécies de suctorios, Acineta tuberosa
Ehrenberg, Podophrya sandi Collin e Tokophrya quadripartita Biitschli, e registrado por
ROBERTS & CHUBB (1998) entre Lagenophrys aselli Plate, 1889 ¢ L. platei (Wallengren,
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1990). Os ciliados peritriquios de diferentes espécies ocupam diferentes sitios no hospedeiro
devido as suas particularidades quanto a taxa de crescimento, a organizagdo e forma dos
zodides, o tamanho do pedinculo e presenca ou auséncia de lorica. Peritriquios que possuem
coldnias maiores podem ocupar grandes areas na superficie do hospedeiro evitando assim, a
colonizacao por outras espécies (MAYEN-ESTRADA & ALADRO-LUBEL, 2001). As coldnias de
C. polypinum podem apresentar numerosos zoo6ides (80-140um), o que poderia explicar o seu
status de espécie central (78,26%), no presente estudo. Entretanto, as menores prevaléncias
dos ciliados coloniais E. plicatilis (30,43%), Opercularia sp. (17,39%), Epistylis sp. (8,70%),
sobre P. figulina, em relagdo as espécies solitarias V. microstoma (47,82%) e V. campanula
(39,16%) ndo podem ser explicadas pelo tamanho das colonias e provavelmente devem-se a
particularidades da ecologia dessas espécies.

As maiores prevaléncias de C. polypinum, V. microstoma e V. campanula observadas
no presente trabalho podem estar relacionadas com sua predilecdo por ambientes eutrofizados,
como ¢ o caso do coérrego Sao Pedro. O langcamento direto de esgoto doméstico influencia
fortemente a composicdo ¢ a estrutura das comunidades de ciliados (PRIMC, 1988; PRIMC-
HABDIJA et al., 1998; MADONI & BASSANINI, 1999). Os poluentes organicos causam aumento
de fosfato e outros nutrientes, que alteram as comunidades bacterianas e induzem mudancas
na composicao da ciliatofauna, que depende diretamente destas bactérias para se alimentar
(PrRIMC, 1988). Segundo LAIRD (1959) e HENEBRY & RIDGEWAY (1979), a ocorréncia e a
prevaléncia de peritriquios epibiontes indicam o grau de polui¢do organica de um ecossistema
aquatico. As espécies C. polypinum, V. microstoma e V. campanula tém sido usadas como
indicadoras da qualidade da agua em diversos estudos de biomonitoramento de rios e corrego
em areas urbanas (CzAPIK, 1982; KUSUOKA & WATANABE, 1987; STOSSEL, 1987; MADONI,
1993; SoLA et al., 1996; MADONI & BASSANINI 1999; MADONI, 2005).

Os moluscos do género Pomacea também toleram a polui¢do orgéinica (THIENGO,
1995), sendo apontados como promissores indicadores da qualidade da agua (COLER et al.,
2005). Essa caracteristica aumenta a oportunidade ecoldgica para a colonizagdo por

protozodrios ciliados epibiontes adaptados a ambientes eutréficos.

Especificidade por substrato

Os epibiontes apresentam graus variados de preferéncia pelos seus hospedeiros. Os
ciliados peritriquios possuem atributos que refletem o grau de especializagdo para um
determinado habitat. Segundo NENNINGER (1948) ¢ Cook et al. (1998), existem trés grupos
ecoldgicos distintos de peritriquios, classificados quanto ao grau de especificidade pelo

hospedeiro. Individuos do grupo O e I colonizam uma ampla gama de substratos, tais como
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substratos inertes, plantas, animais ¢ ndo estdo restritos ao modo de vida epibiotico. Os
organismos do grupo II sdo parcialmente especializados e restritos, ao nivel de filo, classe ou
ordem do hospedeiro. No grupo III, os ciliados sdo epibiontes obrigatdrios, com grau de
especificidade maior, ao nivel de familia, género ou até espécie.

Dentre as espécies de ciliados registradas sobre as conchas de P. figulina, C.
polypinum, V. microstoma, V. campanula e E. plicatilis podem ser classificadas dentro do
grupo O, pois ndo apresentam especificidade por substratos e ja& foram registradas vivendo
sobre algas, macrofitas emersas e submersas e em diversos grupos de invertebrados aquaticos
(LOPEZ-OCHOTERRENA, 1964; HENEBRY & RIDGEWAY, 1979; FOISSNER et al, 1992; Cook et
al., 1998; ALADRO-LUBEL & MARTINEZ-MURILLO, 1999). Além de colonizarem substratos
vivos, essas espécies vivem associadas a substratos inertes e foram relatadas em diversos
sistemas 16ticos associadas ao sedimento (MADONI & GHETTI, 1981; HUL, 1987; KUSUOKA &
WATANABE, 1987; GRACIA et al., 1987; MADONI, 1993; SoLA et al., 1996; MADONI &
BASSANINI, 1999). A espécie H. fasciculata se enquadra no grupo II, pois foi registrada
somente sobre moluscos gastropodos das espécies L. attenuata e P. osculans (LOPEZ-

OCHOTERRENA, 1964) e sobre P. figulina no presente estudo.

Vantagens e desvantagens para os epibiontes

A associacdo epibiotica pode ser vantajosa sob alguns aspectos e desvantajosa sob
outros, para os epibiontes. Aspectos da biologia e do comportamento do basibionte tornam-no
um substrato mais propicio do que um substrato inerte. Dentre os beneficios para os
epibiontes pode-se destacar a protecdo contra inimigos naturais; transporte para locais mais
oxigenados e aumento da disponibilidade de alimento.

O decréscimo na predagdo dos epibiontes por organismos aquaticos foi sugerido por
HENEBRY & RIDGEWAY (1979) e Cook et al. (1998). Os ciliados sdo predados por rotiferos,
oligoquetas, crustaceos planctonicos e outros ciliados. O hospedeiro, devido a sua mobilidade
e defesas quimicas (WAHL, 1989), pode proteger os ciliados de seus inimigos naturais.

E provéavel que os basibiontes do género Pomacea oferegam vantagens aos ciliados
epibiontes em fun¢do da sua capacidade de deslocamento no ambiente. Os moluscos da
espécie P. haustrum podem dispersar-se ativa ou passivamente. Nas cole¢des Iénticas,
deslocam-se pelo fundo e nos ambientes loticos movimentam-se contra ou a favor da
correnteza, deixando-se levar pelo fluxo da agua (GUIMARAES, 1981b). Os beneficios da
interacdo epibidtica podem relacionar-se também as caracteristicas da agua circundante. Por
causa da sua capacidade de deslocamento, os basibiontes podem selecionar microhabitats com

caracteristicas mais favoraveis, transportando os epibiontes para locais mais oxigenados
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(Cook et al., 1998), ou afastando-se de fontes de poluigdo. Além disso, podem modificar as
condigdes do meio. MILWARD-DE-ANDRADE et al. (1975) observaram que 96 horas apos a
introdugdo de P. haustrum em solu¢des acidas, o pH dessas solugdes foi elevado em diregdo a
neutralidade.

O basibionte pode favorecer o encontro de alimento por suctdrios epibiontes por leva-
los até suas presas ou por atrai-las, devido ao microambiente formado sobre suas conchas
(HENEBRY & RIDGEWAY, 1979; Cook et al., 1998). A lamina de bactérias ¢ microalgas
formada sobre a concha pode atrair ciliados bacterivoros e algivoros, que servem de alimento
para os suctérios. As formas de dispersdo dos peritriquios epibiontes também servem de
alimento para estes ciliados (LOPEZ-OCHOTERENA, 1964; FOISSNER et al., 1992). Como
conseqiiéncia, os epibiontes predadores, encontrados sobre substratos vivos podem se
desenvolver mais do que aqueles associados a substratos inertes (LAIRD, 1959).

O comportamento alimentar do hospedeiro também favorece os ciliados que se
alimentam de material em suspensdo (Cook et al., 1998). GREEN (1974) observou que
peritriquios adquirem grande parte de seu alimento das particulas suspensas pela atividade
alimentar dos basibiontes. FENCHEL (1965) e FERNADEZ-LEBORANS & GABILONDO (2006)
relataram que o comportamento alimentar dos crustaceos Gammarus e Pagurus favorece a
alimentacao dos epibiontes.

Os gastropodes ampularideos sdao principalmente herbivoros, alimentando-se de
plantas aquaticas, mas tambem do bentos e restos de animais mortos (THIENGO, 1995). Os
moluscos do género Pomacea ndo sao filtradores e portanto ndo favorecem os epibiontes pela
formagao de correntes de dgua com particulas suspensas. Entretanto, ao se alimentarem de
plantas aquéticas, esses moluscos suspendem o perifiton associado as macrofitas, que contém
alimento tanto para os peritriquios, que sdo bacterivoros e algivoros, quanto para os suctorios,
que se alimentam de outros ciliados livre-natantes.

O comportamento do basibionte também favorece a transferéncia das formas de
dispersdo dos epibiontes (FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-PORTO, 2002; DIAS et al., 2006). O
comportamento agregativo dos moluscos (DIAS et al., 2006), assim como a copula, propiciam
contato entre os individuos (GUIMARAES, 1981a), possibilitando a transi¢do dos ciliados de
um basibionte para outro.

As desvantagens para os epibiontes relacionam-se principalmente a certos
comportamentos dos hospedeiros. Algumas espécies de basibiontes apresentam o
comportamento de se enterrar no substrato em determinadas épocas do ano, ou durante
condi¢des desfavoraveis e durante este periodo, os epibiontes ndo sdo capazes de sobreviver

sobre os hospedeiros. Durante a estivagao, espécies de Pomacea se enterram no solo, do qual
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s6 emergem com o inicio das chuvas. FERNANDEZ-LEBORANS et al. (1997) relata que o
crustaceo L. depurator se enterra e, portanto, possui menos ciliados que aqueles crustaceos
que ndo apresentam este comportamento.

A presenca de um mecanismo respiratorio duplo permite que os moluscos do género
Pomacea sejam capazes de respirar na agua, por meio de uma branquia e, no ar, utilizando
parte da cavidade do manto como pulmédo (SANTOS & MENDES, 1981; SANTOS et al., 1987,
THIENGO, 1995). Por essa razdo, esses animais sdo capazes de permanecer longos periodos
fora da dgua, quando estivam e durante a realiza¢do de certos comportamentos. As fémeas da
espécie P. haustrum saem da agua para realizar a ovipostura permanecendo expostas ao ar por
até duas horas (GUIMARAES, 1981a). Este comportamento anfibio pode ser prejudicial aos
epibiontes.

Embora, teoricamente, viver sobre outro organismo possa proteger o epibionte de seus
inimigos naturais (HENEBRY & RIDGEWAY, 1979; CooK et al., 1998), esses organismos nio
estdo livres de serem mortos por causa da predacdo sobre os basibiontes. Espécies de
Pomacea sao predadas por aves aquaticas, roedores, peixes e larvas de insetos.

Os moluscos da espécie P. figulina constituem, portanto, um microambiente
relativamente protegido e com suprimento alimentar favoravel a colonicagdo por protistas
ciliados.

Os estudos sobre as associagdes epibidticas entre protistas ciliados e invertabrados
aquaticos, existentes na literatura, abordam principalmente novos registros e aspectos
morfoldgicos. Portanto, tornam-se necessarios estudos que abordem as relacdes ecologicas
entre estes organismos, visto que os protozodrios epibiontes sdo um grupo bastante

representativo nos ecossistemas aquaticos.
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Prancha XIX

Figuras 1-10. Fotomicrografias dos protistas ciliados epibiontes de Pomacea figulina in vivo.
1-2. Vorticella campanula. 3-4. Epistylis plicatilis. 5-6. Opercularia sp. 7. Vorticella microstoma.
8-10. Epistylis sp., com as setas indicando a separacdo do zoodide durante o processo de

reproducdo assexuada. Barras = 50 um.
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Prancha XX

Figuras 11-14. Fotomicrografias dos protistas ciliados epibiontes de Pomacea figulina in
vivo. 11-13. Carchesium polypinum. 11. Vista geral da colonia. 12. Detalhe dos zoodides.
13. Detalhe dos zoodides em contraste de fase. 14a. Colonia de Carchesium polypinum abrigando o
suctorio Hypophrya fasciculata (setas). 14b. Vista superior do suctério Hypophrya fasciculata.

Barras = 100 pm.
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Prancha XXI

Figuras 15-17. Fotomicrografias dos protistas ciliados epibiontes de Pomacea figulina in
vivo. 15-16. Hypophrya fasciculata. 17. Hypophrya fasciculata como epibionte de Carchesium

polypinum. Barras = 100 um.
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CapriTuLO VI

LOCALIZAGAO, DISTRIBUIGAO ESPACIAL E TEMPORAL DE PROTISTAS CILIADOS
DO GENERO Rhabdostyla (CILIOPHORA, PERITRICHIA, EPISTYLIDIDAE) SOBRE
Limnodrilus hoffmeisteri (ANNELIDA, OLIGOCHAETA, TUBIFICIDAE)

RESUMO

Foram investigados o sitio de localizacdo e o padrdo de distribuicdo espacial e
temporal de protistas ciliados peritriquios do género Rhabdostyla colonizando oligoquetas
limnicos tubificideos da espécie Limnodrilus hoffmeisteri em cinco estacdes de coleta do
corrego Sdo Pedro, municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, ao longo de 11 meses de
coleta. Dos 903 oligoquetas da espécie L. hoffmeisteri analisados no estudo de sitio de
localizagdo, 1,43% estavam infestados por Rhabdostyla spp. Foram observados trés padrdes
de localizacdo dos ciliados sobre os oligoquetas: agregados posteriormente (61,53%),
uniformemente distribuidos posteriormente (23,08%) e dispersos ao longo do corpo do
hospedeiro (15,39%). A localizacdo de Rhabdostyla sp. predominantemente na regido
posterior de L. hoffmeisteri, pode estar relacionada com trés necessidades ecologicas dos
ciliados: disponibilidade de alimento, local oxigenado e com menor atrito. O padrdo de
ocorréncia dos epibiontes sobre os oligoquetas apresentou heterogeneidade espacial e
temporal. Nao foi verificada correlagéo entre a disponibilidade de substrato e a prevaléncia
de infestacdo por ciliados epibiontes em cada estacdo amostral ao longo dos 11 meses de
amostragem. N&o houve diferenca significativa entre os valores de prevaléncia de infestacédo
dos ciliados do género Rhabdostyla sobre oligoquetas imaturos e maduros de L. hoffmeisteri,
nas estagbes amostrais. Os resultados sdo discutidos em termos das possiveis causas da
localizagédo dos ciliados preferencialmente na regido posterior dos oligoquetas e dos fatores
relacionados ao padrao de distribuicéo espacial e temporal heterogéneo.

Palavras-chave: ciliados, epibiontes, Limnodrilus hoffmeisteri, oligoquetas,
Rhabdostyla.

INTRODUGAO

A relacdo epibidtica é uma associacao facultativa entre dois organismos: o epibionte,
que coloniza superficies de substratos vivos, e o basibionte, que hospeda os epibiontes
(WAHL, 1989; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-PORTO, 2002). Apesar de muitos ciliados
epibiontes ndo serem nocivos aos seus basibiontes, alguns estudos tém demonstrado que 0s
epibiontes podem causar efeitos deletérios aos hospedeiros (GREEN, 1974; HENEBRY &
RIGDEWAY, 1979; Xu, 1992; SCHUWERACK et al., 2001; PUCKETT & CARMAN, 2002).
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Os protozoarios ciliados peritriquios vivem como epibiontes de uma variedade de
especies de metazoarios aquaticos, incluindo diversos grupos de invertebrados: esponjas,
cnidarios, ctendforos, rotiferos, tardigrados, planarias, crustaceos, anelideos, larvas de insetos,
moluscos e de vertebrados: peixes, girinos e cagados (KAHL, 1935; GOODRICH & JAHN, 1943;
LAIRD, 1959; CoRLISS, 1979; FOISSNER et al., 1992, 1999; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-
PORTO, 2002; Moss et al., 2001). Os ciliados do género Rhabdostyla Kent, 1880 (Peritrichia,
Epistylididae) vivem, em sua grande maioria, como epibiontes de invertebrados aquaticos,
tais como crustaceos (claddceros, copépodos e ostracodos), insetos das ordens Ephemeroptera
e Diptera (Chironomidae) e anelideos Oligochaeta e Polychaeta (KAHL, 1935; PRECHT, 1935;
NENNINGER, 1948; REGALI-SELEGHIM & GODINHO, 2004).

Os ciliados epibiontes desempenham importante papel ecolégico nos ecossistemas de
agua doce, porém a maioria trabalhos sobre estes organismos é de cunho morfoldgico e
taxonémico (BALDOCK, 1986), sendo escassos estudos que abordem os aspectos quantitativos
da relacdo epibiotica (BALDOCK, 1986; Xu, 1992; CooK, et al., 1998; HANAMURA, 2000, UTZz
& CoATs, 2005). Pouco se sabe sobre a relacdo entre protistas ciliados e oligoquetas limincos,
uma vez que quase a totalidade dos estudos trata de registros de ocorréncia e descri¢des de
espécies (KAHL, 1935; PRECHT, 1935; NENNINGER, 1948; RIGHI, 1973; FOISSNER et al., 1992),
sendo que somente SMITH (1986) estudou 0s aspectos quantitativos desta relacdo. Nos
ecossistemas tropicais e subtropicais ha apenas um estudo, de cunho taxonémico, realizado
por RIGHI (1973) em um ambiente edafico, no Estado de Minas Gerais, Brasil.

Os oligoquetas limnicos, apesar de sua importancia na ciclagem de nutrientes
(LOTESTE & MARCHESE, 1994) e de sua aplicabilidade no monitoramento ambiental (ALVES &
DE LuccA, 2000; RODRIGUEZ et al., 2006), tém sido ignorados nos estudos qualitativos e
guantitativos dos macroinvertabrados benténicos, devido a consideravel dificuldade de
identificacdo (VERDONSCHOT et al., 1982). Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
(Oligochaeta, Tubificidae) é o mais comum tubificideo de agua doce do mundo, apresentando
ampla distribuicdo geografica e ocorrendo nos mais variados ecossistemas dulciaquicolas
(WETZEL & TAYLOR, 2001), inclusive em cavernas (SWAYNE et al., 2004). Segundo RIGHI
(1984), existem registros de L. hoffmeisteri em diversas localidades do Brasil. Esses vermes
sdo tolerantes a poluicdo, sendo indicadores de ambientes enriquecidos organicamente e com
baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (FISHER & BEETON, 1975; BRINKHURST &
MARCHESE, 1989).

O objetivo do presente trabalho foi analisar a localizagdo e a distribuicdo espacial e
temporal de Rhabdostyla spp. (Peritrichia, Epistyilididae) colonizando oligoquetas limnicos
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da espécie Limnodrilus hoffmeisteri (Oligochaeta, Tubificidae) em corrego urbano no Sudeste

do Brasil.

MATERIAL E METODOS

O termo sitio de localizagcdo, usado no decorrer do presente trabalho, relaciona-se a
posicdo dos ciliados sobre a superficie dos hospedeiros, enquanto o termo distribuicdo
relaciona-se com a prevaléncia de infestacdo dos protistas sobre os oligoguetas nas cinco
estacOes amostrais (distribuicdo espacial) ao longo dos 11 meses de coleta (distribuicdo
temporal).

Sitio de localizacdo de Rhabdostyla spp. sobre Limnodrilus hoffmeisteri

Para o estudo do sitio de localizacdo, foram obtidos os oligoguetas em uma coleta do
sedimento, em novembro de 2005, no cdrrego Séo Pedro (E5, ver capitulo 1), com auxilio de
uma draga de Petterson. Os primeiros 1000 oligoquetas presentes na amostra foram triados e
montados in vivo, entre lamina e laminula, para a identificagdo e quantificacdo dos vermes da
espécie L. hoffmeisteri. A localizacdo dos ciliados epibiontes da espécie Rhabdostyla sp. sobre
L. hoffmeisteri foi registrada, por meio fotografico, com auxilio de um microscépio de campo
claro e de uma maquina digital SONY 7.2 megapixels. Apds a observacdo dos ciliados in
vivo, os oligoguetas contendo epibiontes foram fixados conforme SiLvA-NETO (1994) para a

realizacdo da técnica de microscopia eletrénica de varredura.

Distribuicdo espacial e temporal da infestacdo

Para o estudo da distribuicdo espacial e temporal dos ciliados sobre L. hoffmeisteri,
foram realizadas 11 coletas, com intervalo de aproximadamente de 30 dias, entre junho de
2005 e maio de 2006, em cinco estacfes amostrais do corrego Sdo Pedro (bacia do rio
Paraibuna), localizado na regido sudoeste da area urbana do municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil. As esta¢es amostrais 1 (E1) (UTM= 23K, 661317; 7590765) e 2 (E2) (UTM=
23K, 661799; 7591070) localizam-se em zona rural, proximas as nascentes. As estaces
amostrais 3 (E3) (UTM= 23K, 666477; 7591092), 4 (E4) (UTM= 23K, 668307; 7591772) e
5 (E5) (UTM= 23K, 668954; 7593495) localizam-se em uma regido com ampla ocupacao
urbana, onde pode ser observado, lancamento direto de esgoto doméstico (ver FIGS. 1 e 2
capitulo I). A regido da bacia do rio Paraibuna é caracterizada por apresentar duas estacdes ao
longo do ano, uma seca e fria e outra quente e chuvosa. A estacdo seca comeca em abril e
termina em setembro e a estacdo chuvosa comeca em outubro e termina em marco (LATUF,

2004). Amostras do sedimento, tréplicas em cada ponto de coleta, foram coletadas com o
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auxilio de uma draga de Petersen (189 cm?). As amostras foram lavadas em peneiras com 210
um de abertura de malha e os oligoquetas retidos foram fixados em formalina 8%, e
posteriormente identificados sob microscopio de campo claro. Os vermes da espécie L.
hoffmeisteri foram separados, quantificados e examinados sob microscépio de campo claro
para a verificacdo da prevaléncia de infestacdo (MARGoOLIS et al., 1982) pelos ciliados do
género Rhabdostyla. Os oligogquetas sem bainha peniana foram considerados individuos
imaturos e aqueles com a bainha peniana foram considerados individuos adultos.

A identificacdo dos ciliados epibiontes foi feita utilizando as chaves de identificacdo
de KAHL (1935), FoISsSNER et al. (1992), FOISSNER & BERGER (1996) e os oligoquetas foram
identificados usando a chave proposta por BRINKHURST & MARCHESE (1989).

Para verificar diferengas nas prevaléncias de infestagdo entre as estagdes amostrais ao
longo dos meses de coleta e avaliar se existiu diferenca significativa entre a prevaléncia de
infestacdo dos ciliados sobre oligoquetas imaturos e maduros, foi utilizado o teste Mann-
Whitney. Para verificar correlagdo entre a disponibilidade de substrato e a prevaléncia de
infestacdo foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Para a realizacdo das analises

estatisticas foi utilizado o programa Bioestat 2.0.

RESULTADOS

Foram registrados ciliados peritriquios do género Rhabdostyla colonizando
oligoguetas imaturos e maduros da espécie Limnodrilus hoffmeisteri nas estacdes amostrais 3,
4 e5 e sobre oligoquetas imaturos na estacdo amostral 2 do corrego Sdo Pedro, Juiz de Fora,
Minas Gerais.

Sitios de localizacao

Dos 1000 oligoquetas analisados, 903 (90,3%) eram da espécie L. hoffmeisteri, sendo
que 13 (1,43%) destes estavam colonizados por Rhabdostyla spp. (Peritrichia, Epistylididae)
(FIGS. 2-5, 6a,b, 7-12). Foram observados trés padrées de localizacdo dos ciliados sobre 0s
13 oligoquetas: agregados posteriormente (61,53%, n=8) (FIG. la, 2-5), uniformemente
distribuidos posteriormente (23,08%, n=3) (FIG. 1b) e dispersos ao longo do corpo do
hospedeiro (15,39%, n=2) (FIG. 1c). Embora ndo se tenha quantificado os ciliados por
hospedeiro, foi observada uma maior concentracdo de protistas ciliados no padrdo agregado

posteriormente (FIG. 1a, 2-5).

129



Distribuicao espacial e temporal da infestacdo

A abundéncia total, ao longo do 11 meses de coleta, de L. hoffmeisteri variou entre as
estacBes amostrais, sendo maior na estacdo 5 (3547,72 + 3790,21), seguido pelos valores das
estacoes 4 (576,09 + 618,15), 2 (437,00 + 312,35) e 3 (322,36 £ 190,49) (FIG. 13). Os valores
de prevaléncia de infestacdo também variaram, em média, entre as estacdo amostrais,
apresentando elevados valores na estacdo 4 (4,68 + 4,52) quando comparados aos valores
obtidos para as estacBes 5 (2,03 + 1,88), 3 (0,24 + 0,49) e 2 (0,08 £ 0,29) (FIG. 14). Os dados
de prevaléncia de infestagéo nas quatro esta¢cdes amostrais ao longo dos 11 meses de coleta
estdo apresentados na figura 15. Houve diferenca significativa (Mann-Whitney, p<0,05),
analisando-se a prevaléncia de infestagdo durante as 11 coletas, entre as estacdes 2 e 4 (Mann-
Whitney, p=0,01), 2 e 5 (Mann-Whitney, p=0,03), 3 e 4 (Mann-Whitney, p=0,001), 3 e 5
(Mann-Whitney, p=0,007). Ndo houve diferenca significativa (Mann-Whitney, p>0,05) entre
os valores de prevaléncia de infestacdo somente entre as estacdo 2 e 3 (Mann-Whitney,
p=0,718) e entre as estagdes 4 e 5 (Mann-Whitney, p=0,139).

N&o houve correlacdo (teste de correlagdo de Spearman, p>0,05) entre a
disponibilidade de substrato (abundancia dos hospedeiros) e a prevaléncia de infestacdo por
ciliados epibiontes em cada estacdo amostral ao longo dos 11 meses de amostragem
(FIG. 16).

Ndo houve diferenca significativa (Mann-Whitney, p>0,05) entre os valores de
prevaléncia de infestacdo dos ciliados do género Rhabdostyla sobre oligoquetas imaturos e
maduros sexualmente e nem entre imaturos, maduros e o numero total de oligoquetas da

espécie L. hoffmeisteri, nas estagdes amostrais 3, 4 e 5 (FIG. 17).

DISCUSSAO

Registro

O presente trabalho registra, pela primeira vez, ciliados do género Rhabdostyla sobre
tubificideos da espécie L. hoffmeisteri. O género Rhabdostyla foi registrado sobre oligoquetas
das familias Tubificidae: Tubifex sp., Lumbriculidae: Lumbriculus variegatus Muller, 1774 e
Naididae: Dero (Dero) nivea Aiyer, 1929, D. (Dero) digitata (Muller, 1773), Nais elinguis
Mdller, 1773, Nais variabilis Piguet, 1906, Pristina minuta (Stephenson, 1914), Pristina
longiseta Ehrenberg, 1828, Stylaria sp. (KAHL, 1935; PRECHT, 1935; NENNINGER, 1948;
RIGHI, 1973; SMITH, 1986; FOISSNER et al., 1992). No Brasil, foram registradas as espécies R.
pristinis Righi, 1973 sobre P. minuta, em amostras de solo na Serra do Cipd, Minas Gerais
(RiGHI, 1973); Rhabdostyla sp. sobre organismos do zooplancton no reservatorio Monjolinho,

na cidade de S&o Carlos, Sdo Paulo (REGALI-SELEGHIM & GODINHO, 2004); e R. chironomi
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Figura 13. Abundancia total de Limnodrillus hoffmeisteri nas estagdes amostrais 2 (E2), 3 (E3),
4 (E4) e 5 (E5) ao longo de 11 coletas.
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Figura 14. Prevaléncia média de infestagdo (%) de Rhabdostyla spp. sobre Limnodrillus
hoffmeisteri nas estacdes amostrais 2 (E2), 3 (E3), 4 (E4)e 5 (E5).
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Figura 15. Prevaléncia de infestacdo (%) de Rhabdostyla spp. sobre Limnodrillus hoffmeisteri
nas estacdes amostrais 2 (E2), 3 (E3), 4 (E4) e 5 (E5) ao longo de 11 meses de coleta.
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Figura 17a-c. Prevaléncia de infestagdo (%) de Rhabdostyla spp. sobre oligoquetas imaturos e
maduros da espécie Limnodrilus hoffmeisteri nas estacdes amostrais 3 (a), 4 (b) e 5 (c) ao longo

de 11 meses de coleta.
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sobre larvas de Chironomus gr. decorus Johannsen, 1905 no c6érrego Sao Pedro, municipio de

Juiz de Fora, Minas Gerais (DIAs et al., no prelo) (capitulo VII).

Sitios de localizacao

A preferéncia por sitios de localizacdo no hospedeiro é uma caracteristica das espécies
componentes de comunidades epibidticas e reflete suas necessidades ecologicas, sendo
determinada tanto pelas condi¢cGes ambientais quanto pela biologia e comportamento dos
hospedeiros (FENCHEL, 1965; FERNANDEZ-LEBORANS et al., 1997). Os vermes oligoquetas
possuem poucas especializagdes morfoldgicas externas, quando comparados aos crustaceos,
insetos e outros invertebrados aquaticos (SMITH, 1986). No entanto, no presente trabalho, a
maioria dos ciliados observados foi registrada na regido posterior dos oligoguetas. SMITH
(1986), estudando o padréo de distribuicdo de Rhabdostyla sp. sobre D. nivea, observou que
80% dos ciliados se localizavam nos Gltimos segmentos corporais dos oligoquetas.

A localizacdo de Rhabdostyla sp., predominantemente na regido posterior de L.
hoffmeisteri, pode estar relacionada com trés necessidades ecologicas dos ciliados:
disponibilidade de alimento, local oxigenado e com menor atrito.

Estudos sobre a colonizacdo por ciliados em crustaceos tém demonstrado que
peritriquios epibiontes, por serem bacterivoros, se beneficiam do material em suspensdo
gerado durante a alimentacdo de seus hospedeiros (FENCHEL, 1965; GREEN, 1974; EVANS et
al., 1979; FERNANDEZ-LEBORANS et al., 1997; Cook et al., 1998; ROBERTS & CHuUBB, 1998;
MAYEN-ESTRADA & ALADRO-LUBEL, 2002; UTz & COATS, 2005), principalmente quando este
alimento se encontra estratificado no ambiente (KANKAALA & ELORANTA, 1987), como é o
caso das bactérias bentbnicas. Os oligoquetas Tubificidae sdo detritivoros e ao ingerirem
matéria organica e bactérias associadas ao sedimento suspendem as bactérias estratificadas
gue vivem na interface Aagua-sedimento (SWAYNE et al., 2004), o que aumenta a
disponibilidade destas bactérias para seus epibiontes.

Os Tubificidae sdo frequentemente observados em posicéo vertical no sedimento, com
a regido anterior enterrada e a posterior se movimentando na agua. Quando as concentracdes
de oxigénio na interface 4gua-sedimento aumentam, a parte posterior dos oligoquetas ndo se
move. No entanto, quando essas concentracBes diminuem, os tubificideos movimentam a
regido posterior do corpo. O comportamento exibido por estes vermes de movimentar a
porc¢do final do corpo aumenta a oxigenacdo da dgua naquele local e provavelmente favorece
a colonizacdo dos ciliados nos ultimos segmentos corporais (LEYNEN et al., 1999; SWAYNE et
al., 2004).
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Alguns autores citam o suprimento de oxigénio como sendo um importante fator
responsavel pela localizacdo dos ciliados em sitios especificos sobre o hospedeiro (SMITH,
1986; DiAs et al., no prelo). SmITH (1986) atribui a ventilacdo gerada pelas branquias
ciliadas, localizadas na regido posterior de D. nivea (Naididae), o maior nimero de ciliados
(80%) localizados na porgdo final do oligoquetas. DiAs et al. (no prelo) registraram R.
chironomi sobre os tubulos abdominais de larvas de quironomideos e relataram que a
localizacdo dos ciliados pode estar relacionada com o comportamento de ventilacdo exibido
pelo hospedeiro, que ao vibrar os tabulos respiratorios ampliam as trocas respiratorias que
ocorrem entre a superficie destes apéndices e o oxigénio dissolvido na dgua. A localizacdo em
uma regido de troca respiratoria, segundo os autores, favorece a colonizagdo pelos ciliados,
devido ao maior suprimento de oxigénio nesta regiao.

As regides de maior atrito nos hospedeiros sdo evitadas pelos protistas ciliados e
influenciam a ocorréncia em sitios especificos de localizacdo sobre os basibiontes (GREEN,
1974; FERNANDEZ-LEBORANS et al., 1997; ROBERTS & CHUBB, 1998; UTz & COATS, 2005).
Segundo GREEN (1974), o movimento das antenas nos claddceros causa a contracdo dos
zooides de ciliados coloniais, impedindo que estes se alimentem. Segundo FERNANDEZ-
LEBORANS et al. (1997), Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) possui menos epibiontes
ciliados que outros decapodos, devido ao seu habito de se enterrar. O maior fluxo de dgua nas
bordas do pledpode de Asellus aquaticus (Linnaeus, 1758) € um fator chave que promove a
predilecdo de Lagenophrys aselli Plate, 1886 (Ciliophora, Peritrichia) pela regido central deste
apéndice. Utz & CoATs (2005) observaram menores densidades de ciliados peritriquios nas

antenas e pernas de copépodos, devido a maior mobilidade destas regides.

Distribuicdo espacial e temporal da infestagéo

Existem poucos estudos que abordam o padrdo de distribuicdo espacial de protistas
ciliados epibiontes, sendo a maior parte trabalhos sobre epibiontes de crustaceos planctonicos
(Utz & CoATs, 2005). Os referidos autores observaram, tal como no presente trabalho,
heterogeneidade entre as prevaléncias de infestacdo em diferentes estacfes amostrais
analisadas.

Existem consideraveis variacbes na relagdo entre prevaléncia de infestacdo e
abundancia dos hospedeiros. THRELKELD et al. (1993), em um artigo de revisdo, relataram
que das 25 relacdes epibioticas entre protistas e crustaceos analisadas, 68% nao apresentaram
correlagéo entre prevaléncia e densidade do hospedeiro, e 0s 32% restantes apresentaram
correlagdo positiva. Altas prevaléncias de infestacdo geralmente tém sido observadas quando

as especies de hospedeiros sdo mais abundantes (HENEBRY & RIDGEWAY, 1979; SMITH, 1986;
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XU, 1992; REGALI-SELEGHIM & GODINHO, 2004). HANAMURA (2000), estudando o padrao de
infestacdo de ciliados sobre Archaemysis articulata Hanamura, 1997, registrou correlacéo
negativa entre prevaléncia dos epibiontes e abundancia dos basibiontes. No cérrego Sao
Pedro, a prevaléncia dos ciliados do género Rhabdostyla ndo se correlacionou com a
abundancia dos oligoquetas da espécie L. hoffmeisteri. Uma possivel explicacdo para esta
auséncia de correlacdo pode estar relacionada com a baixa especificidade dos ciliados ao
hospedeiro. Os protozoarios do género Rhabdostyla também foram registrados sobre outras
seis espécies de oligoquetas limnicos no corrego Sdo Pedro (CABRAL et al., 2006-resumo).
Segundo THRELKELD et al. (1993), alta correlacdo entre prevaléncia de infestacdo e densidade
do hospedeiro sugere alta especificidade entre epibiontes e basibiontes.

As prevaléncias de infestacdo, no presente trabalho, foram similares sobre hospedeiros
imaturos e maduros sexualmente. Segundo PASTERIS et al. (1999), o peso corporal ndo é um
critério que diferencia individuos imaturos e maduros de L. hoffmeisteri. A principal diferenga
estd na presenca ou ndo da bainha peniana. A auséncia de diferencas na morfologia externa e
no comportamento entre imaturos e maduros parecem ser 0S principais responsaveis pela
semelhanca na prevaléncia de infestacdo de individuos jovens e adultos. HANAMURA (2000)
observou que copépodos maiores da espécie A. articulata possuiam uma maior prevaléncia de
infestacdo por ciliados quando comparados aos copépodos menores da mesma espécie,
provavelmente porque individuos jovens realizam um maior numero de ecdises que 0s
adultos. Utz & CoATS (2005) estudando a relacdo epibidtica entre duas espécies de ciliados
peritriquos, Zoothamnium intermedium Precht, 1935 e Epistylis sp., e duas espécies de
copépodos, Acartia tonsa Dana, 1848 e Eurytemora affinis (Poppe, 1880), na Baia de
Chesapeake, EUA, encontraram o oposto. Relataram uma maior densidade de infestagédo
sobre copepoditos quando comparada aos adultos e atribuiram esta diferenca a maior
susceptibilidade a predacdo dos adultos, que se tornam, quando colonizados por ciliados
peritriquios, mais visiveis pelo aumento de tamanho e pela mudanca da cor.

Apesar de muitos ciliados epibiontes ndo serem nocivos aos seus hospedeiros, em
altas densidades podem diminuir a sua fecundidade (GREEN, 1974; HENEBRY & RIDGEWAY,
1979), o tempo de sobrevivéncia (Xu & BURNS, 1991), causar lesGes e tornar os basibiontes
mais suscetiveis a doengas (SCHUWERACK et al., 2001), alterar a locomoc¢do (HENEBRY &
RIDGEWAY, 1979; GORTZz, 1996), competir por alimento (KANKAALA & ELORANTA, 1987),
aumentar a susceptibilidade a predacdo (EVANS et al., 1979; THRELKELD & WILLEY, 1993),
aumentar a demanda energética destes hospedeiros, diminuindo, assim, o seu valor adaptativo
(WEISSMAN et al., 1993). SMITH (1986) relata que, devido a baixa densidade de infestacdo de

Rhabdostyla sp. sobre oligoquetas da espécie D. nivea, esta relacdo epibiotica parace nao
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causar danos aos vermes basibiontes. No presente trabalho foram observados, embora nédo
tenha sido realizada quantificacdo, muitos ciliados epibiontes na porc¢éo final dos oligoquetas.
Estudos posteriores que abordem os aspectos quantitativos desta relacdo poderdo discutir 0s
possiveis efeitos deletérios dos ciliados sobre os oligoquetas.

No presente estudo, foram documentados o sitio de localizacdo e o padrdo de
ocorréncia espacial e temporal de protistas ciliados sobre oligoquetas liminicos da espécie L.
hoffmeisteri. Pesquisas futuras irdo explorar o possivel uso desta relagdo como indicadora da
gualidade da &gua, bem como os aspectos taxondmicos e morfoldgicos das espécies do género
Rhabdostyla que colonizam as espécies de oligoquetas do corrego Sao Pedro.
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Prancha XXII

Figuras la-c. Desenho esquematico do padréo de localizagéo dos protistas ciliados do género
Rhabdostyla sobre oligoquetas limnicos da espécie Limnodrilus hoffmeisteri. 1a. Ciliados
epibiontes agregados posteriormente. 1b. Ciliados epibiontes uniformemente distribuidos
posteriormente. 1c. Ciliados epibiontes dispersos ao longo do corpo do hospedeiro.

Barra: 0.3 mm.
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Prancha XXIII

Figuras 2-6. Fotomicrografias in vivo (2-5) e eletromicrografias (6a, b) de protistas ciliados
do género Rhabdostyla sobre oligoquetas limnicos da espécie Limnodrilus hoffmeisteri.
2-5. Fotomicrografias in vivo dos ciliados epibiontes agregados na porg¢ao final dos hospedeiros
6a. Eletromicrografia de varredura de um espécime de Limnodrilus hoffmeisteri com ciliados
epibiontes. 6b. Eletromicrografia de varredura mostrando um ciliado do género Rhabdostyla em

detalhe. Barras: Figuras 2-6a = 100 um; Figura 6b =25 pum.
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Prancha XXIV

Figuras 7-12. Fotomicrografias in vivo dos protistas ciliados do género Rhabdostyla

epibiontes de oligoquetas limnicos da espécie Limnodrilus hoffmeisteri. Barras = 100 pum.
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CapriTuLO VII

REGISTRO DE Rhabdostyla chironomi KAHL, 1933 (CILIOPHORA, PERITRICHIA)
SOBRE LARVAS DE QUIRONOMIDEOS (DIPTERA, CHIRONOMIDAE)

EM UM CORREGO URBANO NO SUDESTE DO BRASIL

RESUMO

O presente trabalho relata a ocorréncia de Rhabdostyla chironomi (Ciliophora,
Peritrichia) sobre larvas de Chironomus decorus (Diptera, Chironomidae) em um corrego
poluido, localizado na &rea urbana do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
Reporta, ainda, os fatores envolvidos na localiza¢&o dos ciliados sobre os tubulos abdominais
dos hospedeiros e a possivel utilizacdo desta relagdo como indicadora da qualidade da agua.

Palavras-chave: Chironomidae, Chironomus, ciliado, epibionte, Rhabdostyla

chironimi.

A relacdo epibiotica é uma associagdo facultativa entre dois organismos: o epibionte e
0 basibionte. O termo epibionte inclui organismos que, durante a fase séssil do seu ciclo de
vida, colonizam a superficie de substratos vivos, enquanto o basibionte constitui um substrato
que hospeda o epibionte (WAHL, 1989; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-PORTO, 2000).

Muitos protozoarios ciliados vivem como epibiontes sobre a superficie de animais e
plantas, utilizando-os freqiientemente como substrato (FENCHEL, 1987; SLEIGH, 1988;
MAYEN-ESTRADA & ALADRO-LUBEL, 2001).

Os ciliados do género Rhabdostyla Kent, 1880 (Peritrichia, Epistylidae) vivem, em sua
grande maioria, como epibiontes de invertebrados de &gua doce, tais como crustaceos
(claddceros, copépodos e ostracodos), insetos das ordens Ephemeroptera e Diptera
(Chironomidae) e anelideos Oligochaeta e Polychaeta (KAHL, 1935; PRECHT, 1935;
NENNINGER, 1948; FERNANDEZ-LEBORANS & TATO-PORTO, 2000; REGALI-SELEGHIM &
GODINHO, 2004). Dentre as espécies do género Rhabdostyla, somente Rhabdostyla chironomi
Kahl, 1933 foi registrada sobre larvas de Chironomidae. Esta espécie foi encontrada sobre 0s
tubulos respiratérios (apéndices abdominais posteriores) de quironomideos em um lago de
agua salobra em Kiel, Alemanha (KAHL, 1935).

Os quironomideos do género Chironomus Meigen, 1803 (Diptera, Chironomidae)

apresentam ampla distribuicdo geografica, vivendo em ambientes Iénticos ou I6ticos. Sua
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ampla distribuicdo geogréfica e elevada abundéancia nos diversos ecossistemas de agua doce
explica-se pelas diversas adaptacdes de suas fases larvais (ARMITAGE et al., 1995).

O presente trabalho relata a ocorréncia de R. chironomi (FIGS. 1-8) sobre larvas de
Chironomus decorus Johannsen, 1905 (FIG. 9) no cérrego Sdo Pedro, municipio de Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Foram coletadas amostras do sedimento, em setembro de 2005,
com o auxilio de uma draga de Petersen, em uma estacédo de coleta do corrego Sdo Pedro (21°
45’ S - 43° 21°W, estacdo 5, ver capitulo 1), bacia do rio Paraibuna, localizada em regido
urbana, onde pode ser observado lancamento direto de esgoto doméstico. As amostras do
sedimento foram fixadas com formaldeido 8%, lavadas em peneiras com malha de 210 um e
posteriormente triadas. Apds a triagem, as larvas de Chironomus foram acondicionadas em
etanol 70%, montadas com lactofenol, e examinadas para a observagdo dos ciliados
epibiontes, sob microscépio de campo claro e de contraste interferencial diferencial (DIC).
Foram monitorados os seguintes parametros fisicos e quimicos da agua: teor de oxigénio
dissolvido, pH, condutividade elétrica e temperatura da agua. Os dados de auto-ecologia
registrados para R. chironomi foram 5,19 mg/l O, pH 8,24, 161 um/cm e 21,2°C.

O novo registro de R. chironomi em um sistema I6tico parece ser o primeiro desde sua
descricdo em 1933, conforme revisao da literatura. No Brasil, foram registradas as espécies R.
pristinis Righi, 1973 sobre Pristina minuta (Stephenson, 1914) (Oligochaeta, Naididae) em
amostras de solo coletadas proximas ao rio Capivara, na Serra do Cip6 (19° 30’S - 43° 45°W),
Minas Gerais (RIGHI, 1973) e Rhabdostyla sp. sobre organismos do metazooplancton,
rotiferos, cladoceros e copépodos, no reservatorio Monjolinho (22° 01’S - 47° 53’W), na
cidade de Sédo Carlos, Sdo Paulo (REGALI-SELEGHIM & GODINHO, 2004).

No presente registro, foram encontrados espécimes de R. chironomi sobre os tubulos
abdominais dos quironomideos, tal como relatado em sua descrigdo original. A preferéncia
por determinados sitios de localizagdo no hospedeiro € uma caracteristica das espécies que
compdem as comunidades epibioticas e refletem suas necessidades ecologicas, sendo
determinada tanto pelas condi¢cGes ambientais quanto pela biologia e comportamento dos
hospedeiros (FENCHEL, 1965; FERNANDEZ-LEBORANS et al., 1997). A localizagdo destes
ciliados sobre os tubulos abdominais pode estar relacionada com o comportamento de
ventilacdo apresentado pelos quironomideos. Estas larvas sdo apnéusticas (espiraculos nédo
funcionais) e retiram o oxigénio dissolvido da agua através da superficie do corpo,
principalmente pelos tdbulos abdominais e anais. Além disso, geram correntes de ventilacdo
por meio da movimentacdo das expansdes da extremidade posterior (tubulos) ou pelo

comportamento natatorio, favorecendo as trocas respiratorias (MERRITT & CUMMINS, 1984).
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Protistas ciliados peritriquios associados a invertebrados dulciaquicolas tém sido
freqlientemente registrados em condicBes eutroficas, sugerindo que a prevaléncia e a
abundancia destes epibiontes podem ser utilizadas como parametros de avaliacdo da qualidade
da &gua (LAIRD, 1959; ANTIPA, 1977; HENEBRY & RIDGEWAY, 1979; UTz & COATS, 2005). A
relagdo epibidtica entre protistas ciliados e larvas de Chironomus apresenta potencial como
indicadora de poluicdo orgéanica, visto que tanto os representantes do género Chrironomus
guanto muitos ciliados peritriquios apresentam elevada abundancia em ambientes
enriquecidos organicamente (HENEBRY & RIDGEWAY, 1979; ARMITAGE et al., 1995). Na lista
de espécies de ciliados indicadores contida no trabalho de FOISSNER & BERGER (1996), a
unica espécie do género Rhabdostyla presente é R. inclinas Roux, 1901, indicando ambientes
alfa-mesossaprobios, ou seja, muito poluidos. A elevada abundancia de larvas de Chironomus
em ambientes enriquecidos organicamente aumenta a disponibilidade de susbtratos vivos

(basibionte), favorecendo a coloniza¢do dos ciliados da espécie R. chironomi (epibionte).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANTIPA, G.A. 1977. Use of commensal protozoa as biological indicators of water quality and

pollution. Transactions of the American Microscopical Society 96: 482-489.

ARMITAGE, P.D.; P.S. CRASTON & L.C.V. PINDER (Eds.). 1995. The Chironomidae: the
biology and ecology of non-biting nidges. Chapman & Hall, London, 572p.

FENCHEL, T. 1965. On the ciliate fauna associated with the marine species of the amphipod
genus Gammarus J. G. Fabricus. Ophelia 2: 281-303.

FENCHEL, T. 1987. Ecology of Protozoa. The biology of free-living phagotrophic protists.
Berlin & Tokyo, Springer, 197p.

FERNANDEZ-LEBORANS, G.; M.J.H. CORDOBA & P. GOMES DEL ARcO. 1997. Distribution of
ciliate epibionts on the portunid crab Liocarcinus depurator (Decapoda: Brachyura).

Invertebrate Biology 116: 171-177.

FERNANDEZ-LEBORANS, G. & M.L. TATO-PORTO. 2000. A review of the species of protozoan

epibionts on crustaceans. I. Peritrich ciliates. Crustaceana 73 (6): 643-683.

148



FOISSNER, W. & H. BERGER. 1996. A user-friendly guide to ciliates (Protozoa, Ciliophora)
commonly used by hydrobiologists as bioindicators in rivers, lakes, and waste waters,

with notes on their ecology. Freshwater Biology 35: 375-498.

HENEBRY, M.S. & B.T. RIDGEWAY. 1979. Epizoic ciliated protozoa of planktonic copepods
and cladocerans and their possible use as indicators of organic pollution. Transactions of
the American Microscopical Society 98 (4): 495-508.

KAHL, A. 1935. Peritrichia und Chonotricha, p. 651-805. In: F. DAHL (Ed.). Urtiere Oder

Protozoa. Deutschlands, Gustav Fischer, 886p.

LAIRD, M. 1959. Parasites of Singapure mosquitoes with particular reference to the
significance of larval epibionts as an index of habitat pollution. Ecology 40: 207-241.

MAYEN-ESTRADA, R. & Ma.A. ALADRO-LUBEL. 2001. Epibiont peritrichids (Ciliphora:
Peritrichida: Epistylidae) on the crayfish Cambarellus patzcuarensis in lake Patzcuaro,
Michoacéan, Mexico. Journal of Crustacean Biology 21 (2): 426-434.

MERRITT, RW. & K.W. CumMINs. 1984. An introduction to the aquatic insects of the
North America. Dubuque, Kendall/Hunt Publish Company, 772p.

NENNINGER, U. 1948. Die Peritrichen der umgebung von erlangen mit besonderer
berucksichtigung ihrer wirtsspezifitat. Zoologisches Jahrbuch Systematik 77 (3/4): 169-
266.

PRECHT, H. 1935. Epizoen der Kieler Bucht. Nova Acta Leopoldina 3 (15): 405-475.

REGALI-SELEGHIM, M. H. & M. J. L. GoDINHO. 2004. Peritrich epibiont protozoans in the
zooplancton of a subtropical shallow aquatic ecosystem (Monjolinho Reservoir, S&o
Carlos, Brazil). Journal of Plankton Research 26 (5): 501-508.

RiGHI, G. 1973. On Pristina minuta (Oligochaeta, Naididae) from Brazilian soil and its

epizoic Rhabdostyla pristinis sp. n. (Ciliata, Epistylidae). Zoologischer Anzeiger 191
(5/6): 295-299.

149



SLEIGH, M. 1988. Protozoa and other Protists. New York, Chapman and Hall, 399p.
UTtz, L.R.P. & W. CoATs. 2005. Spatial and temporal patterns in the ocorrence of peritrich
ciliates as epibionts on calanoid copepods in the Chesapeake Bay, USA. Journal of

Eukaryotic Microbiology 52 (3): 236-244.

WaAHL, M. 1989. Marine Epibiosis. I. Fouling and antifouling: some basic aspects. Marine

Ecology Progress Series 58: 175-189.

150



PrRANCHA XXV

Figuras 1-8. Fotomicrografias in vivo do ciliado epibionte Rhabdostyla chironomi sobre
larvas de Chironomidae observados sob microscépio com contraste interferencial
diferencial, DIC (1-4) e sob microscopio de campo claro (5-8). 1. Regido posterior do
quironomideo Chironomus decorus, mostrando os ciliados sobre os tdbulos abdominais
(setas); 2-3. Detalhe dos tubulos abdominais colonizados pelos ciliados; 4. Detalhe de
Rhabdostyla chironomi, mostrando o peddnculo e o macronucleo; 5-7. Vista lateral de
Rhabdostyla chironomi, mostrando o formato do macronucleo; 8. Vista superior de
Rhabdostyla  chironomi, mostrando o formato do macronicleo. Legendas:

Ma = macronucleo; S = pedunculo. Barras: Figuras 1-4 = 50 um; Figuras 5-8 = 25 um.

Figura 9 — Desenho esquemético de uma larva de Chironomidae do género Chironomus,
mostrando a localizacdo dos tubulos abdominais (VT) e tdbulos anais (AT). Os ciliados
foram registrados sobre os tibulos abdominais. Legenda: AT = tdbulos anais; VT = tdbulos

abdominais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho foi possivel concluir que:

Ocorrem pelo menos 42 espécies de ciliados bentonicos associados ao sedimento nas
cinco estacdes de coleta analisadas ao longo do cérrego Sao Pedro e que Apoamphisiella
Sp. nov. é uma nova espécie para a ciéncia. Os resultados obtidos durante o levantamento
da ciliatofauna reforcam a hipotese de endemismo entre os ciliados e da necessidade de se
ampliar o esfor¢co amostral no pais com a maior riqueza hidrolégica do mundo. O estudo
da sucessdo das espécies de ciliados mantidas em laboratério demonstrou que as
diferentes espécies cultivadas possuem diferentes taxas de desenvolvimento conforme o

tempo.

O doublet descrito, pela primeira vez, em Gastrostyla setifera é do tipo imagem
espelhada. A espécie Gastrostyla setifera foi registrada pela segunda vez no hemisfério
Sul, no presente trabalho. Os doublets do tipo imagem espelhada s&o raros e neste estudo

parece ter se originado naturalmente.
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O ciliado Neobursaridium gigas apresenta distribuicdo geogréfica restrita aos paises dos
continentes sul americano e africano e a India e Tailandia. O presente registro parece ser o
segundo no pais. Foram registrados os parametros abiéticos no momento das coletas deste
ciliado que corroboram dados obtidos por outros autores. O presente registro contribui

para o conhecimento a cerca de ciliados com distribuicdo na Gondwana.

Os dados obtidos na capitulo 4 confirmam que em sistemas I6ticos, dentro de areas
urbanas, a poluicdo orgénica parece ser um fator determinante, capaz de influenciar a
composicéo, a distribuicdo e a estrutura trofica da taxocenose de protistas ciliados ao
longo do corrego S@o Pedro e ainda que as estacbes 4 e 5 apresentam alto grau de
poluicdo, confirmando o potencial dos ciliados como bioindicadores. A aplicacdo do
sistema saprobio na avaliacdo da qualidade da &gua do corrego Sao Pedro apresentou-se

como uma eficiente metodologia de monitoramento de aguas correntes.

Os moluscos da espécie Pomacea figulina constituem um microambiente relativamente
protegido e com suprimento alimentar favoravel a colonizacédo por ciliados peritriquios e

suctorios.

O padréo de ocorréncia da colonizacdo de ciliados epibiontes do género Rhabdostyla
sobre oligoquetas limnicos da espécie Limnodrilus hoffmeisteri apresenta heterogeneidade
espacial e temporal. E que a grande maioria dos ciliados epibiontes se localiza nos

segmentos finais dos oligoquetas.

O ciliado epibionte Rhabdostyla chironomi (Ciliophora, Peritrichia), registrado pela
primeira vez no Hemisfério Sul no presente estudo, localiza-se sobre os tabulos
abdominais de larvas de Chironomus decorus (Diptera, Chironomidae) e apresenta-se

como uma possivel ferramenta de avaliacdo da qualidade da agua.
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ABSTRACT

This study made a survey on the ciliate protozdams Peritrichid and Suctorian taxa, epibionts ofrRacea
lineata (Spix, 1827) (Ampullariidae). Fifty mollsskvere collected in places of irrigation ditchesdashell was
scraped with a scalpel and the extracted materias @nalyzedh vivo by light microscopy. All examined mollusks
presented epibiont ciliates on their shells. Foe fhrst time epibiont ciliates in P. lineata wasoed. Seven genera
of ciliates: two peritrichids and five suctoriangiere identified and classified within the subcldeyitrichia:
CarchesiumEhrenberg, 1838 (Vorticellidaek:pistylis Ehrenberg, 1830 (EpistylidaeDperculariaStein, 1854
(Operculariidae), Vaginicola Lamarck, 1816 (Vaginicolidae) andorticella Linnaeus, 1767 (Vorticellidae); and
Suctoria: Acineta Ehrenberg,1834 (Acinetidae) arffibkophryaBiitschli,1889 (Tokophrydae). The results showed
that P. lineata constitute the microenvironmentao€iliate protozoan community that presents compieghic
interactions.

Key words: Epizoic ciliates, prosobranch snail, freshwateri®nment

INTRODUCTION are not harmful to their hosts, in high densities
they can interfere in host's mobility (Gortz, 1996),
Several ciliate protozoans live as epibionts or cause stress, which makes the host more
animals and plants, using them as substraguceptible to contaminants and possibly other
(Sleigh, 1979; Dragesco and Dragesco-Kernéigjatural stressors such as food limitation (Puckett
1986; Fenchel, 1987). This association involvegind Carman, 2002). Epibiont ciliates can live on
specialized groups such as peritrichids angeveral metazoan species, including cnidarians,
suctorians, which occur in a variety or strict rangetenophores, rotifers, annelid worms, crustaceans,
of hosts. The associations may not be obligatorynsect larvae, mollusks, fishes and tadpoles
and the epizoic communities are generallf{Henebry and Ridgeway, 1979; Gortz, 1996;
characterized by a high number of species whichoissner et al., 1999; Moss et al., 2001). Several
may occupy very specialized niches (Fencheluthors have emphasized the lack of studies about

1987). Although most of these ciliate protozoanghe distribution and the occurrence of ciliate
protozoans associated with freshwater organisms

“ Author for correspondence
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in natural conditions, as well as the lack offungicides, organophosphorate  insecticides,
information on the ecology and the interactionsnolluscicides and acaricides are used (Cardoso et
between epibionts and hosts (Fernandez-Leboraat, 2001). In order to examine epibionts,
et al, 1997; Aladro-Lubel and Martinez-Murillo, mollusk’s shell was scraped with a scalpel. The
1999; Mayén-Estrada and Aladro-Lubel, 2001)extracted material was analyzed vivo using
This study aimed to survey Peritrichid andbright field and phase contrast microscopy. Two
Suctorian ciliates, epibionts oRomacea lineata preparations of each mollusk were analyzed,
(Spix, 1827) (Ampullariidae). totaling up 100 preparations.

MATERIAL AND METHODS RESULTS AND DISCUSSION

Fifty mollusks were collected in places of All examined mollusks presented epibiont ciliates
irrigation ditches at Granjas Irm&os Fernandesn their shells. Seven genera of ciliates: two
under the geographical coordinates of 21°39'6” $eritrichids and five suctorians, were identified
and 43°25'54” W, Juiz de Fora county, state ofaind classified according to Lynn and Sna002)
Minas Gerais, Brazil. In this locality several (Table 1).

pesticides such as herbicides, pyrethroids,

Table 1 -Protist ciliates epibionts dhomacea linet&pix, 1827

Subclass Peritrichia Stein, 1859

Family Epistylidae Kahl, 1935
EpistylisEhrenberg, 1830 (Figs. 1-4, 9, 12)

Family Operculariidae Fauré-Fremiet in Corl379
OperculariaStein, 1854

Family Vaginicolidae De Fromentel, 1874
VaginicolaLamarck, 1816 (Figs. 10, 11, 13-21)

Family Vorticellidae Ehrenberg, 1838
CarchesiuntEhrenberg, 1838
VorticellaLinnaeus, 1767 (Fig. 8)

Subclass Suctoriap@l@de and Lachmann, 1858

Family Acinetidae Stein, 1859
AcinetaEhrenberg, 1834 (Fig. 7)

Family Tokophrydae Butschli
Tokophryaitschli, 1889 (Figs. 4-6)

Ciliates in the subclass Peritrichia provided manyentacles to capture their prefBuytorac, 1994).
examples of epizoic way of life, living over Suctorians are very common both in mariaed
planktonic and benthonic metazoans both irfreshwater environments, frequently as epibionts
marine and freshwater environments (Corlisspn a variety of animals (Foissner et, d@999).
1979; Puytorac, 1994; Foissner et al., 1999). Th&hese protozoans attach to their hosts directly or
sessile way of life and the colonial organizationby using stalks, and they feed mainly on other
showed by peritrichids were among their mairciliates (Verni and Gualtieri, 1997). Among
characteristics. Among peritrichids’ adaptations t@pibiont suctorians, a hard competition could exist,
the epizoic way of life was the free-swimmingas was observed by Mayén-Estrada and Aladro-
stage (telotrochs) in which they were able td.ubel (2001) for Acineta tuberosaEhrenberg,
establish colonies on new hosts (Fenchel, 1987). 1838; Podophrya sandi Collin, 1911 and
Protozoans in the Suctoria subclass are deprived ©bkophrya  quadripartita (Claparede  and
cilia or other locomotory organelles in their adultLachmann, 1859) Butschli, 1889.

stage. They did not present oral opening, using
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Figures 1-12 -Epibiont ciliates orPomacea lineatdSpix) (Ampullariidae)l1-3, 9, 12 Epistylisspp. (Epistylidae)
(peritrich); 4. Epistylis sp. (peritrich) as a substrate Tokophryasp. 1 (Tokophrydae) (suctorian).
5. Tokophryasp. 1.6. Tokophryasp. 2.7. Acinetasp. (Acinetidae) (suctorian®. Vorticella sp.
(Vorticellidae) (peritrich)10-11 Vaginicolasp. (Vaginicolidae) (peritrichh vivo. Bars = 50pum.
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Figures 22-23- Pomacea lineat§Spix 1827)22. Shell ofPomacea lineata23. Aggregative behaviour ¢dfomacea
lineata. The arrows show the accumulation of algae andebactthe place where the ciliates live .
Bar =1 cm.
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The frequent occurrence of ciliate epibiontsprotozoarios ciliados que exibem interacdes

observed in the current study might have beetréficas complexas.

favored by the host behavior, such as its

preference for places abundant with food, their

gregarious behavior and their attempt to avoiREFERENCES

adverse environmental conditions or fatal events

such as desication or the grazing of its surface bfladro-Lubel, M. A. and Martinez-Murillo, M. E.

animals as suggested by Fenchel (1987). (1999), Epibiotic Protozoa (Ciliophora) on a

The mollusk’s shell was a substrate in which there community of Thalassia testudinurbanks ex Konig

was an accumulation of algae and bacteria (Figs.iz'”ejg1 ggza' reef in Veracruz, Mexicaquat. Bot, 65,

22, 23), which were used as food by ciliate specie TevT _ ) _ )

of peritrichids, which are food for predator ciliateséardoso’ R. N.; Nascimento, H. F.; Alves, H. F. C.;

. . ) Costa, G. P. and Castro, G. A. (2001), Bifid labial

of_suctorl_ans. Therefor®,. Ilneatfi_constltuted the palp in Pomacea lineata (Spix, 1827) Mollusca,

microenvironment  of a ciliate protozoan  Gastropoda, AmpullariidaeRev. Bras. Zoociéncias

community that presents complex trophic 3:(2), 239-242.

interactions. Corliss, J. 0. (1979), The ciliated protozoa.
Characterizaton, classification and guide to the
litherature. New York, Toronto, Sidney, Paris:
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Feeding behavior of Frontonia leucas (Ehrenberg) (Protozoa, Ciliophora,
Hymenostomatida) under different environmental conditions in a lotic system

Roberto Junio P. Dias & Marta D’Agosto

Departamento de Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Juiz de Fora. Campus Universitdrio,
36036-900, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. E-mail: rjuniodias@yahoo.com.br; marta.dagosto@ufjf.edu.br

ABSTRACT. The objective of this study was to record and describe the morphological changes and the ingestion
mechanisms of Frontonia leucas (Ehrenberg, 1833) according to the food type and to relate the food ingested with the
different environmental conditions in a lotic system, namely Sdo Pedro stream, located in the municipality of Juiz
de Fora, Minas Gerais, Brazil. We sampled three points on a monthly basis from August 2002 to June 2003, each
of which receiving different levels of untreated sewage. We prepared culture media for the ciliate specimens
containing filtered water from each point and the types of food observed inside F. leucas (cyanobacteria, diatoms,
desmids and testate amoebas). We observed the ingestion mechanisms of F. leucas in vivo, under a phase contrast
optical microscope, using instantaneous sampling and sequence sampling as behavior observation methods, noting
the following parameters: dissolved oxygen concentration, pH, conductivity and water temperature. We noted the
F. leucas ciliates ingesting diatoms and desmids at collection point I and filamentous cyanobacteria, testate amoebas
(Arcella and Centropyxis) and rotifers at points 2 and 3. The present work records for the first time the ingestion of
testate amoebas of the genus Centropyxis by F. leucas. We noted five ingestion mechanisms by F. leucas while feeding
on cyanobacteria and testate amoebas of the genus Centropyxis, three of these related to the ciliary action and two
involving physical changes in the cytoplasm. For ingestion of diatoms, desmid (Closterium) and Arcella, the mecha-
nisms involving ciliary action alone were sufficient for ingestion, since these preys are smaller than the ciliate under
study. The autecological data registered for F. leucas were 1.98-8.01 mg I' O,, pH 6.9-8.73, 58-390 puS/cm and 19.5-
26.2°C, confirming its ample ecological valence.

KEY WORDS. Ciliate; polluted stream; predator; prey.

RESUMO. Comportamento alimentar de Frontonia leucas (Ehrenberg) (Protozoa, Ciliophora, Hymenostomatida)
sob diferentes condicdes ambientais em um sistema l6tico. O objetivo do presente trabalho foi registrar e
descrever as alteracGes morfologicas e os mecanismos de ingestio em Frontonia leucas (Ehrenberg, 1833), conforme o
tipo de alimento, e relacionar o alimento ingerido as diferentes condi¢cbes ambientais de um sistema Iotico, o
corrego Sdo Pedro, localizado no Municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Foram amostrados mensalmente,
de agosto de 2002 a junho de 2003, trés pontos que recebem diferentes niveis de lancamento de esgoto domeéstico
in natura. Foram preparados meios de cultura dos espécimes do ciliado em estudo, contendo agua filtrada de cada
ponto e os tipos de alimento observados no interior de F. leucas (cianobactérias, diatomaceas, desmideas e tecamebas).
Os mecanismos de ingestio de F. leucas foram observados in vivo, sob microscopio optico de contraste de fase,
utilizando-se como métodos de observacdo do comportamento a amostragem instantanea e a amostragem de
seqiiéncia. Registraram-se os seguintes parametros: teor de oxigénio dissolvido, pH, condutividade elétrica e tempe-
ratura da agua. Os ciliados da espécie F. leucas foram observados ingerindo diatomaceas e desmideas no ponto 1 de
coleta e cianobactérias oscilatorias, tecamebas (Arcella e Centropyxis) e rotiferos nos pontos 2 e 3. O presente trabalho
registra pela primeira vez a ingestio de tecamebas do género Centropyxis por F. leucas. Foram observados cinco
mecanismos de ingestao realizados por F. leucas ao se alimentarem de cianobactérias e de tecamebas do género
Centropyxis, sendo trés relacionados com a acgdo ciliar e dois envolvendo mudancas fisicas no citoplasma. Para a
ingestdo de diatomaceas, desmideas e tecamebas do género Arcella somente os mecanismos que envolvem a acio
ciliar foram suficientes para a ingestdo, uma vez que estes alimentos sio menores que o ciliado em estudo. Os
dados de auto-ecologia registrados para F. leucas foram 1,98-8,01 mg I O,, pH 6,9-8,73, 58-390 uS/cm e 19,5-26,2°C,
confirmando sua ampla valéncia ecolégica.

PALAVRAS-CHAVE. Ciliado; coérrego poluido; predador; presa.
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Frontonia leucas (Ehrenberg, 1833) is found in running
and stagnant water throughout the year, living in sediments at
depths of up to five centimeters, and also in plankton. Although
it forms resting cysts, there are no reports of its occurrence in
terrestrial habitats. It is rare in marshlands, estuaries and sew-
age treatment plants. It is a widely distributed species (Foissner
etal. 1999). According to Beers (1933) and Foissner ef al. (1999),
it feeds on bacteria and heterotrophic and autotrophic flagel-
lates, diatoms, algae up to 50 ym across, naked amoebas (Amoe-
ba proteus Leidy 1878), testate amoebas (Arcella, Difflugia), cili-
ates (Coleps, Aspidisca) and even small metazoans (rotifers). Devi
(1964) reported cannibalism in this species.

The most important characteristic in identifying F. leucas
is its single contracting vacuole with long collecting canals and
the small oral apparatus when compared to its body size (FoissNEr
et al. 1994, 1999). GorpsmitH (1922) observed alterations in its
original oval body shape according to the food ingested and
the various mechanisms involved in ingesting desmids and
cyanobacteria. Beers (1933) described the ingestion mechanisms
of one amoeba, A. proteus.

Frontonia leucas is included in the saprobic system, indi-
cating environments that range from betamesosaprobic to
alphamesosprobic. Because it is a eurythermic, euryoxibiontic
and omnivorous species, it can be found in diverse environ-
ments and tolerates wide variations of physical and chemical
parameters (Foissner ef al. 1999).

The objective of this study was to record and describe
the morphological changes and the ingestion mechanisms of
F. leucas, according to the type of food, and to relate the food
ingested with the different environmental conditions in a lotic
system, Sdo Pedro stream, located in the municipality of Juiz
de Fora, Minas Gerais, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

In the present study we collected monthly samples from
August 2002 to June 2003 from three points along Sao Pedro
stream in the municipality of Juiz de Fora, Minas Gerais, Bra-
zil, in order to obtain samples with different levels of raw do-
mestic sewage. Point 1 (UTM = 663036, 7590303) receives a
low sewage inflow, while points 2 (UTM = 668307, 7591772)
and 3 (UTM = 668645, 7592804) receive high sewage loads. We
obtained sediment samples using 300-mL beakers. We then took
the samples to the laboratory, placed them in Petri dishes and
examined them under a stereoscopic microscope. We selected
the specimens of F. leucas using micropipettes and observed
them under an optical microscope (Olympus BX 41), taking
digital photomicrographs of the specimens that showed some
type of food in the cytoplasm. We then prepared cultural me-
dia of the specimens containing filtered water from each col-
lection point and the types of food observed inside them
(cyanobacteria, diatoms, desmids and testate amoebas). To
observe the morphological changes and the ingestion mecha-
nisms in vivo, we selected specimens of F. leucas and the foods

from the culture media and transferred them to wet slides for
observing living ciliates (Turrrau 1959) and observed them
under a phase contrast optical microscope. The observation
techniques employed were instantaneous sampling and se-
quence sampling, according to ALrManN (1974), as adapted for
the study of protozoans by D’Acosto et al. (2003).

We monitored the physical and chemical qualities of the
water at each collection point with portable equipment, re-
cording the dissolved oxygen concentration, pH, conductivity
and water temperature. Statistical treatment of the physical and
chemical data was by multivariate distance analysis (Euclidean
distance).

RESULTS AND DISCUSSION

We observed the ciliates of F. leucas (Figs 1-2) ingesting
filamentous cyanobacteria (Figs 3-9), testate amoebas (Arcella
Ehrenberg, 1832 and Centropyxis Stein, 1857) (Figs 10-11) and
rotifers (Fig. 12) at points 2 and 3 and diatoms (Fig. 13) and
desmids (Closterium Nitzsch) (Fig. 14) at collection point 1. This
work presents the first report of the ingestion of testate amoe-
bas of the genus Centropyxis by F. leucas (Fig. 11), and the first
record by photomicrographs of the morphological changes in
F. leucas caused by the food ingested.

Morphological changes

The various types of food ingested by F. leucas cause alter-
ations in their size and body shape (Gorpsmitn 1922). In the
present study, there were morphological changes when the cili-
ates were feeding on cyanobacteria and testate amoebas of the
genus Centropyxis. When the specimens fed on cyanobacteria
(blue-green algae), we observed the following forms: circular (Fig.
3-5), semi-circular (Fig. 4), U-shaped (Fig. 7) and asymmetric (Fig.
8). GoLpsmiTH (1922) described some similar shapes after F. leucas
ingested cyanobacteria of the species Oscillatoria prolifica Gomont,
1892. In the present study, we noted that the ingestion of testate
amoebas of the genus Centropyxis caused a slight widening of
the body (Fig. 11), as recorded by Beers (1933) while observing
the ingestion of Amoeba proteus by F. leucas. The ingestion of
diatoms and desmids did not cause any morphological alter-
ations in F. leucas.

Ingestion mechanisms

All five of the ingestion mechanisms of F. leucas when
feeding on cyanobacteria and algae described by Gorpsmith
(1922) were observed in the present work. Of these, three were
related to the ciliary action: (1) pull exerted on the incoming
food by the circumoral cilia, (2) movement of the ciliate in the
direction of the food through the action of its own body cilia,
and (3) a series of orderly changes in the position of the ciliate
with reference to the food which permits the food to pass pos-
teriorly with greater facility along the aboral surface of the cili-
ate. The other mechanisms involved physical changes in the
cytoplasm: (4) superficial contractions of the aboral surface of
the ciliate, forming tension points, and (5) cyclosis.
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N — 8
Figures 1-9. Morphological changes and ingestion mechanisms in Frontonia leucas: (1) the original oval body shape; (2) schematic
drawing in vivo; (3 and 5) circular form; (4) semi-circular form; (7) U-shaped form; (6 and 8) asymmetric form;(3-5, 7-8) the arrows
marks the cyanobacteria ingested; (6) formation of tension points (arrow); (9) spherical food vacuoles (arrows) containing an irregular
mass. (Vc) Contracting vacuole, (Ma) macronuclear. Bars = 50 ym.

We observed the five mechanisms of ingesting cyano-  separate from the ingestion mechanisms, we observed the break-
bacteria already described by Gorpsmith (1922) and Beers (1933).  ing-up of filamentous cyanobacteria and the formation of small
We noted the formation of tension points when the specimens  spherical food vacuoles (Fig. 9) containing an irregular mass.
were ingesting cyanobacteria (Fig. 6). Although digestion is  GorpsmitH (1922) mentioned this digestion step, but did not
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Figures 10-14. Frontonia leucas in ingesting: (10) a testate amoeba Arcella sp.; (11) a testate amoeba, Centropyxis sp.; (12) a rotifer; (13)

a large desmid, Closterium sp.; (14) diatoms. Bars = 50 pm.

present an illustration. According to this author, the entire di-
gestive process takes approximately six hours. In the study of
the feeding behaviour of another raptorial ciliate that feeds on
cyanobacteria, Pseudomicrosthorax dubis (Maupas, 1883) Penard,
1922, was reported that the mechanisms for recognizing and
ingesting cyanobacteria of the genus Oscillatoria are related to
the influx of Ca*? and efllux of K* (Rapek & Hausmann 1996).

We verified that the specimens in the present study, while
ingesting testate amoebas, employed the same five mechanisms
described by Gorpsmrrt (1922) and confirmed by Beers (1933)
in observing the ingestion of A. proteus by F. leucas.

For ingestion of diatoms and Arcella, the three mecha-
nisms involving ciliar action were sufficient, since these foods
are smaller than F. leucas. GoLpsmitH (1922) reported that when
the prey ingested is smaller than the ciliate, mechanisms in-
volving physical changes in the cytoplasm are not necessary.

Feeding habits and environmental conditions

We observed the ciliates of the species F. leucas ingesting
diatoms and desmids at collection point 1 and filamentous
cyanobacteria, testate amoebas (Arcella, Centropyxis) and roti-
fers at points 2 and 3. The availability of food is an important
biotic factor that controls the distribution of protozoan popu-
lations in various ecosystems (Noranp 1925, Privc 1988, PriMc-
Hagpya et al. 1998, Mapont & Bassanint 1999), but the omnivo-
rous dietary habit of F. leucas allows it to live both in the head-
waters and polluted stretches of various lotic systems, as regis-
tered in the present work and by other authors (Czarik 1982,
SPARAGANO & GROLIERE 1991, Packrorr & Zwick 1996, Sora et al.
1996, Mapont & Bassanint 1999). In Sao Pedro stream, we noted

F. leucas at points with different raw sewage levels, in agree-
ment with the findings of Czarik (1982), SPARAGANO & GROLIERE
(1991) and Mapont & Bassanint (1999).

Another factor that influences the ciliate community is
the level of sensitivity of the various species of these organisms
to the physical and chemical properties of the water. This factor
can be explained by the specific demands of various ciliate pro-
tozoa in relation to water characteristics such as amount of dis-
solved organic matter, temperature, pH, conductivity and dis-
solved oxygen concentration (Noranp 1925, Kupbo 1967, SLEiGH
1988). The three sample points were different in relation to the
physical and chemical characteristics (Figs 15-18), with points 2
and 3 being most similar (Fig. 19). These results confirm the
high sewage loads at points 2 and 3 due to dense human occu-
pation in the region (Fig. 19). The minimum and maximum
values of the physical and chemical parameters recorded in the
samples of F. leucas collected were: 1.98-8.01 mg 1! O,, pH 6.9-
8.73, 58-390 puS/cm and 19.5-26.2°C, corroborating the auteco-
logical data presented by Foisnner et al. (1999) for F. leucas in a
survey article. The occurrence of F. leucas in environments with
a wide range of physical and chemical parameters demonstrated
that this species has low sensitivity to environmental variations.

Of the eleven collections at each sample point, we re-
corded F. leucas in eight samples from point 1 and five from
points 2 and 3. Mapont & Bassanint (1999), taking monthly
samples during one year, studied six points of the Parma River
in Italy, three of them located inside a natural park, two receiv-
ing low concentrations of sewage and one high concentrations.
They recorded F. leucas seven times in the set of unpolluted
and low-polluted points and not at all at the point with the
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Figures 15-18. Variation of the physical and chemical qualities from three points along Sdo Pedro stream, from August 2002 to June
2003: (15) dissolved oxygen concentration, (16) pH, (17) conductivity (uS/cm), and (18) temperature from three points along Sao

Pedro stream, from August 2002 to June 2003.
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Figure 19. Dendrogram of cluster analysis, showing the similarities
among stations on the basis of physycal and chemical qualities.

highest saprobic level, indicating this species’ preference for
alpha-beta mesosaprobic environments. The needs of these spe-
cies and communities are complex and the disturbances caused
by pollution can considerably alter the aquatic food chain
(Mapont & Bassanint 1999). In oligosaprobic waters, the ciliates
feed mainly on diatoms, while few feed on bacteria and
cyanobacteria. As the saprobic level increases, the trophic struc-
ture is altered, causing a decrease in algivores and an increase
in the number of bacterivore species. Omnivorous ciliates, such
as F. leucas, become facultative bacterivores due to the abun-
dance of bacteria in water with high sewage levels (Privc 1988).
Because it is a species with an ample ecological valence and
thus rapid ecological adaptability and wide tolerance for envi-
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ronmental changes, F. leucas has been registered at locations
with different saprobic conditions.
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Epibiosis is a facultative association of two organ-
isms: the epibiont and the basibiont. The term “epibiont”
includes organisms that, during the sessile phase of their
life cycle, are attached to the surface of a living substra-
tum, while the basibiont lodges and constitutes a support
for the epibiont (Wahl, 1989; Fernandez-Leborans and
Tato-Porto, 2000).

Several ciliate protozoans live as epibionts on ani-
mals and plants, using them as substrate (Fenchel, 1987;
Sleigh, 1988; Mayén-Estrada and Aladro-Lubel, 2001).
Most ciliates of the genus Rhabdostyla Kent, 1880
(Peritrichia, Epistylidae) live as epibionts of freshwater
invertebrates, such as rotifers, crustaceans (cladocerans,
copepods), insects from the orders Ephemeroptera and
Diptera (Chironomidae), and annelids (Oligochaeta and
Polychaeta) (Kahl, 1935; Precht, 1935; Nenninger, 1948;
Fernandez-Leborans and Tato-Porto, 2000; Regali-
Seleghim and Godinho, 2004). Among species of the
genus Rhabdostyla, only R. chironomi Kahl, 1933 has
been reported on Chironomidae larvae. This species
was found on the respiratory tubes of chironomids in
a brackish water pond at Kiel, Germany (Kahl, 1935).
Chironomids of the genus Chironomus Meigen, 1803
(Diptera, Chironomidae) present a wide geographical
distribution, living in lentic or lotic environments. Their
wide distribution and great abundance in various fresh-
water ecosystems is explained by their several larval
stage adaptations (Armitage et al., 1995).

During a survey of ciliated protists and benthic
macroinvertebrates in the Sdo Pedro stream, municipal-
ity of Juiz de Fora, MG, Brazil, we report the occur-
rence of Rhabdostyla chironomi (Figure 1) on larvae of
Chironomus decorus Johannsen, 1905. Samples were
taken from the sediment from September 2005 using a
Van Veen grab in a collection station of the Sdo Pedro
stream (21° 45° S and 43° 21’ W), basin of the river
Paraibuna, within the urban region, at a point where do-
mestic sewage is directly discharged. The sediment sam-
ples were fixed in 8% formaldehyde until the moment
of washing in a 210 um mesh sieve. After selection, the
larvae of Chironomus were preserved in 70% alcohol

Braz. J. Biol., 67(4): 783-785, 2007

and mounted on slides with lactophenol, and further in-
vestigated for epibiont ciliates through bright field and
differential interferential contrast microscopy (DIC).
‘We monitored the physical and chemical qualities of the
water recording the dissolved oxygen concentration, pH,
conductivity and water temperature. The autecological
data registered for R. chironomi were 5.19 mg.L"' O,, pH
8.24, 161 puS.cm™ and 21.2 °C.

This new record of R. chironomi in a stream seems
to be the first since its description in 1933 on chirono-
mid larvae in a brackish water pond, according to the
literature revision. In Brazil, R. pristinis Righi, 1973
species were recorded on Pristina minuta (Stephenson,
1914) (Oligochaeta, Naididae), in soil samples collect-
ed near the Capivara River in Serra do Cipé mountains
(19° 30’ S and 43° 45° W), Minas Gerais (Righi, 1973)
and Rhabdostyla sp. on metazooplankton organisms (ro-
tifers, cladocerans and copepods), in a shallow eutrophic
artificial reservoir, Monjolinho Resevoir (22° 01’ S and
47° 53° W), Sao Carlos, Sao Paulo (Regali-Seleghim and
Godinho, 2004).

In the present record, R. chironomi species were
found on the ventral tubules of the chironomids
(Figure 2), as reported in its description. The localiza-
tion of these ciliates in ventral tubules may be related to
the ventilation behavior shown by chironomids. These
larvae are apneustics and breathe the oxygen diluted
in water through the body surface, mainly through the
ventral and anal tubules. Furthermore, they generate
ventilation flows by moving their posterior end expan-
sions (tubules) or through a swimming behavior, which
are means that favor respiratory exchanges (Merritt and
Cummins, 1984).

Another important aspect of the epibiotic relation-
ship among ciliated protists and larvae of Chironomus
is its possible use as organic pollution indicators.
Representatives of the genus Chironomus as well as
several peritrich ciliates present high abundance in
organically enriched environments (Henebry and
Ridgeway, 1979; Armitage et al., 1995). Rhabdostyla
inclinans Roux, 1901 is the only species of the genus
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Figure 1. Photomicrographic images of Rhabdostyla chironomi on Chironomidae larvae observed in vivo through DIC (a, d)
and bright field (e, h); a) Posterior region of Chironomus decorus group larva showing ciliates in the ventral tubules (arrows);
b, c) detail of ventral tubules with ciliates; d) detail of R. chironomi showing the stalk (S) and the macronucleus (Ma); e-g)
lateral view of R. chironomi showing the macronucleus; and h) superior view of R. chironomi showing the macronucleus. Bars

(a, d) = 50 um; and (e, h) = 25 um.

Figure 2. Schematic drawings of Chironomus decorus group
larva showing the localization of the ventral (VT) and anal
tubules (AT). The ciliates are living on the ventral tubules.

784

Rhabdostyla present on Foissner and Berger’s list of
indicator ciliates (1996), and it is an indicator species
of the a-mesosaprobity zone, i.e., heavily polluted en-
vironments. The high abundance of Chironomus lar-
vae in organically enriched environments increases
the living substrate (basibiont) availability, favoring
colonization by the ciliates of the species R. chironomi
(epibiont).
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Abstract

The present work describes a mirror-image doublet morph found in a Brazilian strain of the stichotrich ciliate
Gastrostyla setifera (Engelmann, 1862) Kent, 1882, obtained from a sample of water and sediment from an urban
freshwater stream in the city of Juiz de Fora (Minas Gerais, Brazil). The doublet measured 63 x 49 um, and had two
components where the right one has upside-down arranged adoral membranelles with a set of small oblique
membranelles at its proximal (posterior) end. The fronto-ventral-transverse ciliature comprised 34 cirri, mostly related
to the left component, as well as two marginal rows. On the dorsal surface there were eight dorsal kineties and six
caudal cirri. Dorsomarginal kineties were lacking. The macronucleus comprised one irregular-shaped transverse
nodule and two smaller roughly ellipsoid longitudinal nodules.

© 2007 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: Allomorphism; Ciliate; Doublet; Gastrostylidae; South America; Stylonychinae

Introduction

Doublets are morphs that occur in ciliates where one
individual develops two major cellular components and
survives with, effectively, a double body. They can be of
the homopolar type if the components are united by
their opposing dorsal surfaces, or of mirror-image type
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(also called “jumelles”), a rare condition when the two
components are joined laterally (Berger 1999; Frankel
1989). According to Shi and Frankel (1990), doublets
can be interpreted as a developmental modification with
consequent perpetuation of fused normal cells.

In stichotrich ciliates, mirror-image doublets possess
one cell component whose pattern of ciliature is rather
similar to that of the normal individual (singlet) and a
second component bearing apparently inverted somatic
and oral ciliatures (Frankel 1989; Jerka-Dziadosz 1983;
Shi and Frankel 1990). These morphs may occur
spontaneously or be induced by exposure to UV light,
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a laser beam, an intense electric field or microsurgery,
with the implantation of the oral primordium from a
normal cell in divisional morphogenesis (Banchetti et al.
1997; Berger 1999; Totwen-Nowakowska 1965).

The present paper describes the morphology of a
mirror-image doublet from a strain of Gastrostyla
setifera (Engelmann, 1862) Kent, 1882, a rare limnetic
species (Berger 1999), found in a sample collected from
an urban freshwater stream in the state of Minas Gerais,
Brazil. In spite of the paper by Shi et al. (2003), few
contributions on the morphology of this species have
been published so far (for a review, see Berger 1999).

We believe this work is the first report of a mirror-
image doublet of a species of the genus Gastrostyla
Engelmann, 1862, as well as the second record of
G. setifera from Brazilian territory (Paiva and da Silva-
Neto 2005).

Material and methods

Samples of water with bottom sediments were
collected in the year of 2005 from the Sdo Pedro stream
(UTM = 668 307, 7591 772), an urban freshwater body
located in the city of Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil.
After transfer to the laboratory, ordinary limnetic
cultures were made from small aliquots of the samples,
as explained in Foissner et al. (2002). Specimens
were isolated with micropipettes and identified through
living observations (phase and Nomarski contrasts
at 100-1000 x magnification) and after protargol pre-
parations made following the protocol described
by Dieckmann (1995). The doublet was found in a
protargol-impregnation slide containing numerous sing-
lets. The cells presented in this work were photographed
at 400-1000 x and measured at 1000 x magnification.
Schematic drawings of live specimens are reconstructions
made from data of both live individuals and specimens
on protargol slides. Drawings of protargol-impregnated
specimens were made at 1000 x magnification with
the aid of a camera lucida. The terminology adopted
follows mainly Shi and Frankel (1990), Berger (1999)
and Shi et al. (2003). The slide containing the doublet
and other voucher protargol slides with several speci-
mens of G. setifera were deposited in the collection
of Laboratério de Protistologia, Departamento de
Zoologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro.

Results

Morphology of normal (singlet) interphasic cells
(Figs 1-3, 7-10)

The overall morphology of singlets is very similar to
that of the Chinese population of G. setifera studied by

Shi et al. (2003), so we considered both conspecific.
Nevertheless, some variation was observed in the cirral
pattern of the population from Minas Gerais and in
another strain of G. setifera from southern Brazil
(work in preparation), and which were not reported in
the Chinese study, e.g. two buccal cirri originating
from ventral anlage II (Figs 1, 2). As such discussion will
be the focus in a future paper from our group, we
present here a brief description of the normal interphasic
cells of G. setifera from Minas Gerais: Gastrostyla
measuring about 145 x 65um, dorsoventrally flattened
with ellipsoid outline, narrowed in the posterior
region. Cell rigid and without cortical granules, with
granulous cytoplasm greenish in the middle region of the
organism (often dark at low magnification) but
clear at posterior and anterior ends. One contractile
vacuole located adjacent to the left margin of the cell,
above the equatorial region (Fig. 1). Food vacuoles
usually located close to cell margins. Sometimes may
ingest large prey, such as diatoms (Fig. 10). Adoral zone
of membranelles (AZM) conspicuous with about 55
membranelles and paroral and endoral membranes
apparently crossing over one another in their median
region. Fronto-ventral-transverse (FVT) ciliature
formed by, on average, three frontal cirri, six fronto-
ventral, two buccal, ten ventral and five transverse
cirri split into two sets. One left and one right
marginal cirral rows, bearing 23 and 32 cirri respec-
tively. The dorsal ciliature comprises four dorsal
kineties, of which kineties 1, 2 and 4 each bear one
caudal cirrus, plus two dorsomarginal kineties, num-
bered 5 and 6 in Figs 3, 8. Nuclear apparatus formed by
two macronuclear nodules measuring about 25 x 12 ym
each and two spheroid micronuclei measuring 4-5 pm in
diameter (Figs 1-3, 7-10).

Morphology of mirror-image doublet
(Figs 4-6, 11-15)

Only one doublet was found in a sample of more than
30 cells. It measures 63 um long (length of the left
component) and 49 um wide. Most of the structures of
the left component are similar to those from singlets. In
this component’s oral apparatus, the AZM has 35
adoral membranelles that are conspicuously similar
to those of other stylonychine ciliates (Foissner and
Al-Rasheid 2006; Grim 1972), and arranged in the same
manner as in singlets (Figs 4, 5, 12).

Conversely, the inverted right component is shorter,
measuring 54 um in length, has a reduced and appar-
ently inverted ventral ciliature in relation to the left one,
the most noticeable feature being the position of the
adoral membranelles, which are flipped about 180° to
the right, resulting in an upside-down orientation that
gives a false impression that they are mirror-inverted
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Figs 1-6. Schematic drawings of Gastrostyla setifera from life (1, 4) and after protargol impregnation (2, 3, 5, 6). 1. Ventral view of
singlet. 2, 3. Infraciliature of ventral and dorsal sides and nuclear apparatus of singlet. Arrows point to the two buccal cirri. Kineties
5 and 6 are dorsomarginal. 4. Ventral view of doublet. 5, 6. Infraciliature of ventral and dorsal sides and nuclear apparatus of
doublet. Arrow marks anomalous proximal adoral membranelles (see text for details). AZM — adoral zone of membranelles; BC —
buccal cirrus; CC — caudal cirri; CV — contractile vacuole; eM — endoral membrane; FC — frontal cirri; FVC — frontoventral cirri; LC
— left component; LCM — marginal cirral row of the left component; LMR — left marginal cirral row of singlet; Ma — macronuclear
nodule; mi — micronucleus; pM — paroral membrane; PpC — postperistomial cirri; RC — right component; RCM — marginal cirral
row of right-hand component; RMR - right marginal cirral row of singlet; TC — transverse cirri; VC — ventral cirri; 1-8 — dorsal
kineties. Scale bars: Figs 1-3: 30 um; Figs 4-6: 10 um.

(see Frankel 1989). This right component has 29 adoral The paroral and endoral membranes measure 20 and
membranelles, and the five most proximal (posterior) 19 um, respectively, in the left component and 10 and
ones are quite clearly oriented in a different direction 9um in the right one. In the left component they

compared with the others (Fig. 11). virtually intercept each other at their median region,
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Figs 7-10. Photomicrographs of protargol-impregnated singlets of Gastrostyla setifera. 7. Ventral side. 8. Anterior region of dorsal
side, showing dorsal kineties. Kineties 5 and 6 are dorsomarginal. 9. Details of the adoral zone of membranelles. Arrows show the
typical orientation of singlet’s adoral membranelles. 10. Specimen with ingested diatoms (asterisks). AZM — adoral zone of
membranelles; LMR — left marginal cirral row; RMR — right marginal cirral row; 1-6 — dorsal kineties. Scale bars: 30 pm.

forming the “Oxytricha pattern” (Berger 1999). The
undulating membranes of the right component also
appear to cross each other, close to their proximal ends,
displaying opposing curvatures (Fig. 5).

The ventral cirral pattern in the G. setifera doublet
bears little resemblance to that of a singlet and the cirri
in the central region of the doublet are rather difficult to
classify unambiguously into standard types. In addition
to the ciliature in the left component, which resembles
that of a normal cell, a deviant reduced ventral ciliature
is found in the right component. In the frontal set of this
right component, only the two leftmost cirri seem to be
entirely differentiated, to judge from the size and shape
of their bases. A single buccal cirrus is present to the left
of the short undulating membranes. Below the peri-
stome level there is a scrambled set of postperistomial
and ventral cirri followed by a reduced array of at least
two transverse cirri. A total of 34 FVT cirri were
counted, which is less than twice that in an average
singlet ventral set of cirri. Apparently, this is due to the
right ciliature being reduced in relation to the left. Both

components have a row of marginal cirri, equivalent to
the left marginal row of singlet cells that has 19 cirri in
the left component and that on the right is shorter, with
only 14 cirri. Conventional right marginal cirral rows
are lacking. The whole doublet has eight dorsal kineties;
each component bears three caudal cirri that are located
at the posterior end of their kineties 1, 2 and 4, as in
normal cells, but there are no dorsomarginal kineties.

The macronucleus is formed by a large transverse
irregular-shaped nodule that is shared by both compo-
nents and two additional roughly ellipsoid smaller
longitudinal nodules located about in the middle region
of each component (Figs. 6, 15). Micronuclei and
contractile vacuoles could not be observed in the
doublet.

Discussion

Compared with descriptions of other doublets found
in the literature, the mirror-image doublet of G. setifera



R.J.P. Dias et al. /| European Journal of Protistology 43 (2007) 179-184 183

Figs 11-15. Photomicrographs of protargol-impregnated doublet of Gastrostyla setifera. 11. Details of the oral apparatus of right
component, showing upside-down adoral membranelles (arrows) and anomalous membranelles (asterisk). 12. Details of the oral
apparatus of the left component showing normal orientation of adoral membranelles (arrows). 13. Frontal and transverse cirri.
14. Ventral cirri (encircled). 15. Dorsal side. BC — buccal cirrus; CC — caudal cirri; DK — dorsal kineties; FC — frontal cirri; Ma —
macronucleus; pM — paroral membrane; TC — transverse cirri. Scale bars: 30 pm.

agrees with the more or less symmetrical arrangement of
the cortical structures described in mirror-image doublet
morphs of Pleurotricha lanceolata (Grimes et al. 1980),
Paraurostyla weissei (Jerka-Dziadosz 1983, 1985) and
Stylonychia mytilus (Shi et al. 1990; Shi and Frankel
1990; Tchang and Pang 1977, 1981). Furthermore,
irregularities in the length of the adoral membranelle
bases in the right component were also reported in the
fine-structure study of the Pa. weissei doublet by Jerka-
Dziadosz (1983) and through protargol impregnation by
Shi and Frankel (1990) in S. mytilus. As far as we know,
the anomalous position of the most proximal five
membranelles in our specimen (Figs 5, 11) was never
reported before. The apparently inverted orientation of
adoral membranelles in the right component charac-
terizes a typical mirror-image doublet (Grimes et al.
1980; Jerka-Dziadosz 1983, 1985; Shi et al. 1990; Shi and
Frankel 1990). It affects the cell movement and results in

an impossibility to participate in food collection (Jerka-
Dziadosz 1983; Shi and Frankel 1990). Separate studies
on the functionality of the anomalously located
proximal membranelles must be conducted in order to
find out whether or not they may interfere in the feeding
behavior of the doublet.

The absence of conventional right marginal cirral
rows was also reported in mirror-image doublets of PL
lanceolata, Pa. weissei and S. mytilus (Grimes et al.
1980; Jerka-Dziadosz 1983, 1985; Shi and Frankel 1990)
(Figs 5, 11-14). Because of this, the dorsomarginal
kineties that are present in singlets of G. setifera did not
develop in the doublet, since these structures are formed
in association with the right marginal row anlage
(Shi et al. 2003).

Because of their frequency of occurrence, Ricci et al.
(2000) considered the possibility of homopolar doublets
in the stichotrich Oxytricha bifaria not being a mere
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product of abortive binary fission, but an allomorphic
state granting some adaptative value, such as conjugant
pairs, giants and cysts. They found, for instance, that
homopolar doublets may be more frequent than giant-
sized cells (Ricci et al. 2000).

The chance of mirror-image doublets representing
some advantage under certain conditions has scarcely
been discussed, probably because these are likely to
consume more energy than singlet morphs, due to the
non-feeding right component, and because naturally
formed doublets are rarely observed. Grimes et al.
(1980) reported that mirror-image doublets in PL
lanceolata are capable of encystment and excystment.
This suggests an unexplored behavioral complexity
present in these morphs that awaits future investigations
on their possible significance.
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ABSTRACT
The objective of this work was to study the ciliated protozoa community at three points that

receive different levels of domestic sewage along Sao Pedro Stream in the municipality of Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brazil, to determine the influence of organic pollution on this community
and assess the feasibility of using ciliates as water quality indicators. Four physical-chemical
parameters of the water samples were evaluated: dissolved oxygen content, electrical
conductivity, pH and temperature. Point 1 was located in a rural region that receives a low
sewage load, while Points 2 and 3 were located in populated regions receiving high sewage loads.
We found 22 ciliate species, of which 18 are included in the saprobic system and are considered
bioindicators. These showed beta-mesosaprobic environments at Point 1 and alfa-mesosaprobic
to polisaprobic environments at Points 2 and 3. The low levels of dissolved oxygen and the high
electrical conductivity values at Points 2 and 3, together with the strong similarity between the
ciliate taxocenoses of these points and the weak similarity between Point 1 and the other two,
confirm the high sewage loads received at the latter two points. The combination of the biological
indicators and physical-chemical analyses therefore showed itself to be an efficient method of
evaluating water quality, and has excellent potential to support decisions on conservation of
headwaters and reclamation of degraded environments in lotic systems.

Key words: Ciliated protozoa, watercourses, organic pollution, water quality.

RESUMO
Influéncia das caracteristicas ambientais sobre distribuic¢éo dos ciliados
(Protozoa, Ciliophora) em um corrego urbano no sudeste brasileiro

O objetivo deste trabalho foi estudar a comunidade de protozodrios ciliados em trés pontos, que
recebem diferentes niveis de langamento de esgoto doméstico, ao longo do coérrego Sdo Pedro,
Juiz de Fora, MG, a fim de se determinar a influéncia da polui¢do organica sobre a composi¢ao e

distribuicao desta comunidade e avaliar a viabilidade da utilizacdo dos ciliados como indicadores



da qualidade agua. Foram aferidos quatro parametros fisico-quimicos da dgua amostrada. O
ponto 1 localizou-se em uma regiao rural recebe baixa carga de esgoto, enquanto os pontos 2 ¢ 3
estavam localizados em regides com ampla ocupag¢ao humana, recebendo altas cargas de esgoto.
Nos encontramos 22 espécies de ciliados, sendo que 18 estdao incluidas no sistema saprdobio e sao
consideradas bioindicadoras de ambientes beta-mesosaprobio no ponto 1 e alfa a polisaprobio nos
pontos 2 e 3. Os baixos valores de oxigénio dissolvido e os altos valores de condutividade elétrica
registrados nas estagdes 2 e 3, juntamente com a similaridade entre a taxocenose de ciliados
destas as estagOes ¢ a baixa similaridade entre a estagdo 1 ¢ as demais, confirmaram as altas
cargas de esgoto recebidas nestas estagdes. A unido do método bioldgico com a analise fisico-
quimica mostrou-se, portanto, um eficiente método na avaliagdo da qualidade de 4gua, e
apresenta grande potencial de utilizacdo em tomadas de decisdes relativas a conservacao de
nascentes e recuperacio de ambientes degradados em sistemas loticos.

Palavras-chave: Protozoarios ciliados, aguas correntes, poluigdo organica, qualidade da agua.

INTRODUCTION

Studies of the effect of pollution on freshwater environments were traditionally based on
observing the physical and chemical characteristics of the water (NORRIS & THOMS, 1999).
However, these parameters, analyzed in isolation, do not provide enough evidence to completely
evaluate water quality. The current trend is to analyze not only changes in the physical-chemical
characteristics, but also the responses to these changes by the organisms that live in these
environments. Biological data along with physical and chemical characteristics of the water are
an important tool to evaluate water quality in rivers and streams and have contributed to efforts to

control emissions of organic pollutants in urban lotic systems (SUEHIRO & TEzucA, 1981;



GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO & GROLIERE, 1991; MADONI, 1993; FERNANDEZ-LEBORANS
& NOVILLO, 1996; SoLA et al., 1996; MADONI & BASSANINI, 1999).

In this context, ciliated protozoa stand out because the disturbances caused by pollution
can significantly alter the aquatic food chain, and thus the composition and abundance of these
protozoa (CzAPIK, 1982; PRIMC, 1988; PRIMC-HABDIJA et al., 1998; MADONI & BASSANINI,
1999).

The use of ciliated protozoa as bioindicators has advantages over the use of other
organisms. The high sensitivity of these protists to changes in their surroundings, allied with their
short generation time, enables them to reveal the response to environmental contamination much
more quickly. Besides this, they are widely distributed geographically, being essential
components of nearly all environments, and can be obtained in statistically acceptable numbers
and be easily maintained in the laboratory (SPARAGANO & GROLIERE, 1991; PICCINNI &
GUTIERREZ, 1995; FERNANDEZ-LEBORANS & NOVILLO, 1996).

Their great sensitivity to physical and chemical factors can be explained by the fact that
many protozoa have specific demands in relation to the characteristics of the medium in which
they live, such as the quantity of dissolved organic matter, temperature, pH, electric conductivity
and amount of dissolved oxygen (NOLAND, 1925; KUDO, 1966; SLEIGH, 1988). Among these
characteristics, the quantity of organic matter and dissolved oxygen in the water, in characterizing
organic pollution, define pollution zones that are associated with particular species of protozoan
indicators (FOISSNER & BERGER, 1996). Four main zones of pollution are distinguished:
polysaprobity (very heavily polluted), alfa-mesosaprobity (heavily polluted), beta-mesosaprobity
(moderately polluted) and oligosaprobity (clean or very slightly polluted) (STREBLE & KRAUTER,

1987; FOISSNER & BERGER, 1996).



In recent years various studies have examined the composition, distribution and dynamics
of ciliate communities in lotic systems, as well as their value as water quality indicators (MADONI
& GHETTI, 1981; SUEHIRO & TEzZUCA, 1981; WIACKOWSKI, 1981; CzAPIK, 1982; PRIMC,1988;
GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO & GROLIERE, 1991; MADONI, 1983, 1984, 1993; FERNANDEZ-
LEBORANS & NOVILLO, 1996; SoLA et al., 1996; PrRiMmC-HABDIIA et al., 1998; MADONI &
BASSANINI, 1999).

This work studies the community of ciliated protozoa at points with different raw
domestic sewage levels along Sao Pedro Stream (Southeast Brazil) to determine the influence of
organic pollution on the composition and distribution of this community and evaluate the use of

ciliates as water quality indicators.

MATERIAL AND METHODS
Study area and sampling stations

The watershed of Sao Pedro Stream, located in the southwest part of the urban area of the
municipality of Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil (Fig. 1), includes Sao Pedro Dam, which is
responsible for 9% of the city’s water supply. The stream itself extends for 13,250 m
(watercourse) and 10,750 m (straight line), traversing various districts of the municipality. Its
headwaters are located at an altitude of 875 m above sea level (LATUF, 2004).

The collections were done monthly, always in the morning, at three points (Fig. 1) along
the stream, to obtain samples with different levels of untreated sewage. Point 1 (UTM=663036,
7590303) is located in a rural region and receives a low sewage load, while Points 2
(UTM=668307, 7591772) and 3 (UTM=668645, 7592804) are located in considerably populated

regions, receiving high sewage loads.



The water and sediment samples were obtained manually, using dredges with capacity of
300 ml, in the center of the streambed at each collection point. Glass jars were lowered to the
bottom, recovered and capped. The samples were then put in Styrofoam containers to maintain
their physical conditions and taken to the Microscopy Laboratory of the Postgraduate Program in
Animal Behavior and Biology of Juiz de Fora Federal University.
Physical and chemical parameters

Monitoring of the physical and chemical properties of the water at the sampling points
was done with portable equipment at the collection sites, recording the following parameters:
dissolved oxygen content, electrical conductivity, pH and water temperature.
Processing the samples and identifying the ciliates

Of the samples taken to the lab, we placed fractions of approximately 20 mL in Petri
dishes to observe the organisms under a stereoscopic microscope with transmitted light, on the
day of collection. We sorted the ciliates from these portions with micropipettes (made in the
laboratory) and transferred them to moist chambers (TUFFRAU, 1959) for observation in vivo until
eight hours after their collection, under an optical microscope (light and dark field), in order to
make preliminary identifications. Observation of live ciliates is of great taxonomic importance in
classifying genera and species (FOISSNER & BERGER, 1996). We prepared cultures to carry out
further identification techniques, adding grains of unpolished rice in fractions of other samples.
The rice grains served as a source of carbon for the bacteria present, encouraging excystment of
the ciliates. We carried out the following silver impregnation techniques: protargol (DIECKMANN,

1995) and “dry” silver (KLEIN, 1958; FOISSNER, 1991).



Statistical treatment

We used the Mann-Whitney nonparametric test to verify differences between the mean
values of the physical and chemical parameters among the three collection stations.

We used cluster analysis, with Euclidian distance and UPMGA, to examine the similarity
among these parameters at the three collection points, as well as the data showing presence or
absence of the ciliate community at the points. To determine the degree of similarity among the
ciliate communities of the three sampling stations, we calculated the qualitative similarity indices

of Jaccard and Sorensen (MAGURRAN, 1988).

RESULTS AND DISCUSSION
Physical and chemical analysis

Dissolved oxygen is one of the most important gases in the dynamic and characterization
of aquatic ecosystems (ESTEVES, 1988; VON SPERLING, 1996). The low average oxygen values
obtained at Points 2 (3.02 mg/l) and 3 (2.04 mg/l), when compared with the high average values
at Point 1 (6.49 mg/l) (Fig. 2), indicate high organic pollution loads at the stations in the urban
area (Stations 2 and 3). There was a significant difference (Mann-Whitney test, p < 0.05) between
the mean O, values from Point 1 in relation to Points 2 and 3, and no significant difference
(Mann-Whitney test, p < 0.05) between the mean O, values of Points 2 and 3.

The electrical conductivity of a solution is considered an important variable in
characterizing water bodies and detecting sources of pollution (ESTEVES, 1988). The low
conductivity levels at Point 1 and high values at Points 2 and 3 confirm the high sewage loads
received at the latter two collection spots (Fig. 3). There was a significant difference (Mann-

Whitney test, p < 0.05) between the mean electrical conductivity values from Point 1 (78.6



uS/cm) vis-a-vis Point 2 (286.4 uS/cm) and Point 3 (293.0 uS/cm), and no significant difference
(Mann-Whitney test, p < 0.05) between these average values from Points 2 and 3.

The water temperature was nearly the same at all three collection points: 1 (22.4° C), 2
(22.5° C) and 3 (23.2° C), with no significant difference (Mann-Whitney test, p > 0.05) among
them (Fig. 4).

Point 2 (7.41) and Point 3 (7.46) had lower pH values than Point 1 (8.11) (Fig. 5). In lakes
where there is an upper aerobic layer and another anaerobic layer at the bottom, anaerobia can
cause elevation of the pH as a consequence of photosynthetic action. It is interesting to note that
phenomena like those that keep the pH slightly base in polluted waters can also be occurring in
lotic systems, such as Sdo Pedro Stream, in stretches that receive high domestic sewage loads.
These effluents flow in constantly, forming a layer of activated mud on the bed. This layer can be
washed away during extremely rainy periods, but it accumulates again in short order (BRANCO,
1986). There was a significant difference (Mann-Whitney test, p < 0.05) between the mean pH
values for Point 1 in relation to Points 2 and 3, and no significant difference (Mann-Whitney test,
p < 0.05) between these mean values for Points 2 and 3.

The similarity between collection stations 2 and 3, regarding physical and chemical

parameters, is shown in Figure 5.

Biological analysis
Table 1 presents the ciliated protozoa taxa that were identified from Sao Pedro Stream
during the study. Over the 11 months of collection at the three stations, samples were identified

of 22 taxa, distributed in 20 genera, with 13 being identified at the species level.



The species Coleps sp., Spirostomum minus Roux, 1901, Frontonia leucas (Ehrenberg, 1833),
Urocentrum turbo Ehrenberg, 1838, Stylonychia pustulata Miiller, 1786 and Vorticella sp.
occurred at all the sampling stations. The species occurring at only one station were: Halteria sp.
at Station 1, Podophrya fixa Miiller, 1786 at Station 2; and Stentor coeruleus Ehrenberg, 1830,
Tokophrya lenarum Stein, 1859 and Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940 at Station 3. Of the 22
taxa recorded, 17 occurred at Stations 2 and 3.

The smaller number of species registered at Station 1 (6 species) in comparison with
Stations 2 (18 species) and 3 (20 species) (Table 1) can be related to the low abundance of
species typical of clear water and headwaters, making them harder to find in samples collected
from that station. FOISSNER (1997), studying the ciliate fauna of four clear water rivers in
Germany, attributed the low abundance of ciliates encountered to a possible shortage of nutrients
in these environments.

The degree of similarity among the ciliate taxocenoses at the three sampling stations
studied is shown in Table 2 and Figure 7. As expected, there was a close similarity between
Stations 2 and 3 and low similarity between these two and Station 1.

All the species recorded in this study, except Halteria sp., prefer benthonic habitats.
According to FENCHEL (1987), lotic systems such as rivers and streams do not contain
populations of planktonic protozoa because these are subjected to continuous washings.
However, ciliated protozoa can establish themselves in the sediment or on solid surfaces such as
rocks, aquatic plants (periphyton ciliates) or benthonic animals (epizooic ciliates).

The species Stentor coeruleus and Blepharisma sinuosum were recorded only in the
cultures kept in the laboratory (Table 1), because they possibly were encysted in the samples
analyzed on the collection day, due to the unfavorable environmental conditions. In the cultures,

with favorable food supply, the excystment of these species occurred. However, we did not



investigate these species in the ecological study because they had not been registered on the
collection day. The excystment mechanism is important because it permits the ciliated protozoan
populations to resist predation, unfavorable physical and chemical conditions and food shortages
(TAYLOR, 1983).

The saprobic system for evaluating water quality, and more specifically for assessing
organic pollution, developed by KOLKWITZ & MARSSON (1908, 1909) and KOLKWITZ (1950), is
widely used in biological classification of flowing waters. The original lists of indicator species
has been revised and extended by various authors (SLADECEK, 1973; SLADECEK et al., 1981;
FOISSNER, 1988, FOISSNER et al., 1995), who have added data on the water quality and revised
taxonomic errors (PAIVA & SILVA-NETO, 2004).

Among the ciliate species found in Sdo Pedro Stream, 18 are included in the sabrobic
system and are considered bioindicators: Caenomorpha sp., Lagynus sp., Loxodes striatus
(Eugelmann, 1862) Penard, 1917, Metopus sp., Paramecium caudatum Ehrenberg, 1838,
Plagiopyla sp. and Spirostomum teres Clapére et Lachmann, 1958 are indicators of polysaprobic
environments; Euplotes eurystomus Wrzesmiowski, 1870, Podophrya fixa, Stentor coeruleus
and Tokophrya lenarum of alfa-mesosaprobic environments; Coleps sp., Spirostomum minus and
Stentor polymorphus Ehrenberg, 1830 of alpha-mesosaprobic to beta-mesosaprobic
environments; Frontonia leucas, Urocentrum turbo and Stylonychia pustulata of beta-
mesosaprobic environments; and Halteria sp., which indicates oligosaprobic to alpha-
mesosaprobic environments (Table 1).

Figure 8 shows the presence of indicator species of alpha- mesosaprobic and polysaprobic
environments at Stations 2 and 3 and the occurrence of an indicator species of an oligosaprobic
environment only at Station 1. Among the eight species included in the saprobic system that

occurred exclusively at Stations 2 and 3 (Table 1), only E. eurystomus is an indicator of an alpha-



mesosaprobic environment. The others are indicators of a polysaprobic environment. These
saprobity levels correspond to Class III and IV waters, with low or no oxygen content,
characterizing polytrophic environments, meaning extremely polluted (STREBLE & KRAUTER,
1987).

At Station 1, the presence of a large number of indicator species of a beta-mesosaprobic
environment indicated moderate pollution. Among the species that occurred at all the collection
stations (Table 1), S. minus, F. leucas and U. turbo have been reported along rivers with different
saprobic levels (WIACKOWSKI, 1981; CzAPIK 1982, MADONI & GHETTI, 1982; SPARAGANO &
GROLIERE 1991, SoLA et al. 1996, MADONI & BASSANINI 1999), which shows the ample
ecological valence that is characteristic of this species.

Various authors, studying rivers in France (SPARAGANO & GROLIERE, 1991), Spain (SOLA
et al., 1996), Italy (MADONI & GHETTI, 1981; MADONI, 1993; MADONI & BASSANINI, 1999) and
Poland (WIACKOWSKI, 1981), have demonstrated an increased proportion of polysaprobic and
alpha-mesosaprobic species and a decrease in beta-metosaprobic and oligosaprobic species with
increasing pollution loads caused by anthropic impacts. These studies allow evaluation of the
efficiency of a treatment station, observation of the natural self-purifying process and also
diagnosis of pollution sources along lotic systems. MADONI (1993) demonstrated the efficiency of
using ciliate protists as water quality indicators in the Parma River, comparing data collected in
1978, when the system received untreated sewage, and in 1989, after a treatment station was
operating. In 1989, the collection stations located at the headwaters were more polluted than
those in urban regions, where the saprobic index was significantly lower, demonstrating the
treatment station’s effectiveness.

The species Coleps sp., Epistylis sp. and Vorticella sp. have not been classified as to

saprobity because they have only been identified at the genus level. On the lists of indicators



contained in the works of FOISSNER (1988) and FOISSNER & BERGER (1996), the genera Coleps
Nitzsch, 1817, Epistylis Ehrenberg, 1830 and Vorticella Linnaeus, 1767 indicate environments
that vary from oligosaprobic to alpha-mesosaprobic. The presence of Epistylis sp. only at Stations
2 and 3 and the greater frequency of Vorticella sp. at these stations as well, corroborate that
peritrichds ciliate are strongly related to organic pollution (ANTIPA, 1967; BURBANCK & SPOON,
1967; HENEBRY & RIDGEWAY, 1979).

The indicator species of polysaprobic environments recorded at Stations 2 and 3, located
in the urban area of Sdo Pedro Stream, have been reported by various authors in eutropic lakes
(FINLAY, 1981,1982; LAYBOURN-PARRY et al., 1990), at sewage treatment stations (SALVADO et
al., 1995) and in polluted rivers and streams (MADONI & GHETTI, 1981; SUEHIRO & TEZUCA,
1981; WIACKOWSKI, 1981; CzAPIK, 1982; SoLA et al., 1996; MADONI & BASSANINI, 1999).

In his guide to freshwater protozoa, PATTERSON (1996) classified the species of the genera
Metopus (Claparéde et Lachman, 1850), Caenomorpha Perty, 1852, Plagiopyla Stein, 1860,
Spirostomum Ehrenberg, 1833 and the species L. striatus as anoxic benthonic ciliates. FOISSNER
& BERGER (1996) included Caenomorpha spp., Metopus spp., Plagiopyla nassuta, Loxodes spp.
and Lagynus elegans in a community called “Metopetum”, composed mainly of strictly anaerobic
organisms, which do not have mitochondria and present sulphurous bacteria as symbionts, being
“infallible” indicators (Czapik, 1982) of the presence of sulphurated hydrogen in the water.
Heterotropic sulphurous bacteria occur principally at the surface of sediment, where the reducing
conditions are more favorable, and appear in great densities in highly polluted environments.
(ESTEVES, 1988).

The availability of food is an important biotic factor that controls the distribution of
ciliated protozoan populations in the various ecosystems (NOLAND, 1925; SLEIGH, 1988). Several

studies have shown the effect of pollution on the trophic relationships of the community of



ciliated protozoa in flowing waters (WIACKOWSKI, 1981; CzAPIK, 1982; PRIMC, 1988; PRIMC-
HABDUIA et al., 1998; MADONI & BASSANINI 1999).

In oligosaprobic waters, ciliates mainly feed on algae, while only a few feed on bacteria
and cyanobacteria. As the level of saprobity increases the trophic relationships are significantly
altered. These changes start with a decrease in the number of algivorous ciliates and an increase
in the number of bacterivorous species (WIACKOWSKI, 1981; CzAPIK, 1982; MADONI &
BASSANINI 1999). Organic pollutants cause an increase in phosphates and other nutrients, altering
the structure of bacteria communities, inducing changes in the ciliate fauna, which depend
directly on these bacteria for food (PRIMC, 1988).

Among the species that occurred at all the collection stations (Table 1), only S. minus is
exclusively bacterivorous. F. leucas and S. pustulata are omnivorous and U. turbo can feed on
both bacteria and diatoms. The species of the genus Coleps are mostly omnivorous and some
species of the genus Vorticella can feed on algae and bacteria (FOISSNER & BERGER, 1996). The
omnivorous feeding habits of some ciliate species enable them to occur both in headwaters and
polluted stretches of rivers and streams, as demonstrated in various studies (CzZAPIK 1982,
SPARAGANO & GROLIERE 1991, PACKROFF & ZWICK 1996, SOLA et al. 1996, MADONI &
BASSANINI 1999).

In the present work, Halteria sp., which occurred only at Station 1, is algivorous,
indicating an environment with little impact. This corroborates the data obtained by CzZAPIK
(1982), who recorded species with this feeding habit at well preserved spots along a river
polluted by domestic sewage.

Of the ten species recorded exclusively at Stations 2 and 3 (Table 1), 70% are indicators
of polysaprobic environments, and the majority are preferentially bacterivorous. Among the

bacterivorous ciliates, the most specialized are those that feed on sulfurous bacteria, indicating



highly degraded environments (CZzAPIK, 1982). The species Caenomorpha sp., Lagynus sp.,
Metopus sp. and Plagiopyla sp. registered in the present work are examples of this group of
ciliates.

The study of the physical and chemical characteristics of Sdo Pedro Stream, such as low
levels of dissolved oxygen and high electrical conductivity values recorded at Stations 2 and 3
(Figures 2 and 3), as well as the high similarity among the ciliate taxocenoses at these stations
and the low similarity between Station 1 and the other two (Fig. 7), confirm the high sewage
loads at these stations, along with the high sensitivity of the ciliate populations to changes in
organic pollution and the saprobic condition in flowing waters.

The combination of the biological method (ciliate community) with the traditional method
(physical and chemical analysis), therefore, is an efficient way to evaluate water quality and has
great potential for use in reaching decisions on preservation and recuperation of degraded lotic

systems.
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LEGENDS TO THE FIGURES

Fig. 1. Map of the Sdo Pedro Stream showing the sampling stations (P1=Station 1; P2=Station
2; P3= Station 3) on the urban area of Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil (from Latuf, 2004).

Fig. 2. Variation of dissolved oxygen concentration from three points along Sao Pedro stream,
from August 2002 to June 2003.

Fig. 3. Variation of pH from three points along Sdo Pedro stream, from August 2002 to June
2003.

Fig. 4. Variation of conductivity (uS/cm) from three points along Sdo Pedro stream, from August
2002 to June 2003.

Fig. 5. Variation of temperature from three points along Sao Pedro stream, from August 2002 to
June 2003.

Fig. 6. Dendrogram of cluster analysis, showing the similarities among stations (S1, S2 and S3)
on the basis of physycal and chemical qualities

Fig. 7. Dendrogram of cluster analysis, showing the similarities among stations (S1, S2 and S3)
on the basis of ciliate taxocenoses.

Fig. 8. The number of species indicators of polisaprobity, alfa-mesosaprobity, alfa to beta-
metasoprobity beta-metasoprobity and oligosaprobity environmentals at the three stations (S1, S2
and S3).



TABLES AND FIGURES

Table 1. Ciliate protist taxa, number recorded at stations 1 (S1), 2 (S2) and 3 (S3), saprobity levels (S)
and main food source (Mf).

Protist ciliates S1 S2 S3 S* Mf *
Caenomorpha sp. - 5 5 p-i Ba, Sb
Lagynus sp. - 1 3 p-i o)
Loxodes striatus - 3 4 p Al, Ki, Cy
Metopus sp. - 5 5 p-i Ba, Al, FI
Paramecium caudatum - 11 11 p-a Ba, Al
Plagiopyla sp. - 4 2 p-i Ba, Sh, Al, Fl
Spirostomum teres - 5 5 p Ba, Sb, Al, Ki
Euplotes eurystomus - 3 4 a o)
Podophrya fixa - 1 a R
Stentor coeruleus - + a 0
Tokophrya lenarum - 1 a R
Coleps sp. 3 4 5 a-b -
Spirostomum minus 5 6 6 a-b Ba
Stentor polymorphus - 3 1 a-b Ba, Al, Ki
Frontonia leucas 8 5 5 b 0]
Urocentrum turbo 4 7 9 b Ba, Ki
Stylonychia pustutala 2 7 7 b )
Halteria sp. 2 - 0-a Al
Blepharisma sinuosum - - + - -
Epistylis sp. - 3 1 - -
Prorodon sp. - 2 3 - -
Vorticella sp. 1 5 9 - -
Legend: p=polisaprobity; i= isosaprobity; a= alfa-mesosaprobity; b= beta-mesosaprobity; o=

oligosaprobity; Al= algae; Ba= bacteria; Cy= cyanobacteria ; Fl= heterotrophic flagellates; Ki=
diatoms; O= omnivorous; R= predator ; Sb= sulphur bacteria. + = species recorded only in the
cultures kept in the laboratory. * Fonte: Foissner & Berger (1996)

Table 2. Qualitative similarity indices of Jaccard and Sorenson between the station pairs 1 and 2
(S1-S2), 1 and 3 (S1-S3) and 2 and 3 (S2-S3).

Qualitative similarity index

Stations Jaccard Sorenson
S1-S2 0,32 0,48
S1-S3 0,29 0,44

S2-S3 0,81 0,89
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Fig. 6. Dendrogram of cluster analysis, showing the
similarities among stations (S1, S2 and S3) on the basis of
physycal and chemical qualities

Number of species

N |

0-

p a ab b o
S1

Il polisaprobity [ alpha-mesosaprobity

Figure 7
UPGMA S3
S2
S1
T T T T T T 1
4,8 4,0 3,2 2,4 1,6 0,8 0
Euclidean

Fig. 7. Dendrogram of cluster analysis, showing the
similarities among stations (S1, S2 and S3) on the basis of
ciliate taxocenoses.

Iu

a ab b o

Figure 8

a ab b o

S2 S3

O alpha to beta-mesosaprobity

@ beta-mesosaprobity O oligosaprobity

Fig. 8. The number of species indicators of polisaprobity, alfa-
mesosaprobity, alfa to beta-metasoprobity beta-metasoprobity and
oligosaprobity environmentals at the three stations (S1, S2 and

S3).



ANEXO II: Reagentes das técnicas ciliatologicas



Reagentes da técnica proposta por DIECKMANN (1995):
a. Bouin aquoso
15 partes de solucdo saturada de &cido picrico
5 partes de formaldeido 37%
1 parte de acido acetico glacial
b. Albumina glicerinada ( 2 a 4 meses de estabilidade)
15 ml de albumina de ovo
15 ml de glicerol concentrado (98%-100%)
c. Permanganato de potassio 0,2%
0,29 de permanganato de potassio
100 ml de &gua destilada
d. Acido oxalico 2,5%
2,59 de &cido oxalico
100 ml de &gua destilada
e. Acido oxalico 3%
3g de acido oxalico
100 ml de &gua destilada
f. Cloreto de ouro 0,5%
0,5g de ouro puro
100 ml de &gua destilada
g. Tiosulfato de sédio 2%
29 de tiosulfato de sédio
100 ml de &gua destilada
h. Protargol 0,4%
0,49 de proteinato de prata
100 ml de &gua destilada
i. Hidroquinona
875 ml de agua destilada
11,5¢g de &cido bérico
2,5g9 de hidroquinona
179 de sulfito de sédio

125 ml de acetona



Reagente da técnica proposta por KLEIN (1958):
Nitrato de Prata 3%

3g de nitrato de prata

100 ml de &gua destilada

Reagentes da técnica proposta por FOISSNER (1991):
a. Nitrato de Prata 1%
1g de nitrato de prata
100 ml de 4gua destilada
b. Revelador
20 ml da solugdo A
1 ml de solucéo B
1 ml da solugéo C
c. Solugdo A ( estavel por varios anos)
1000 ml de agua de torneira (temperatura de 40 °C)
10g de Acido Bérico (HsBO3)
10 g de Borax (Na,SOs)
5¢g de Hidroguinona
100g de Sulfito de Sédio Anidro (Na,Sos)
2,5¢ de Metol
d. Solucéo B (validade 6 meses)
100 ml de &gua destilada
0,4 g de Metol
5,29 de Sulfito de Sodio Anidro
1,29 de Hidroquinona
10,49 de Carbonato de Potésio (K,CO,)
0,49 de Brometo de Potéssio (KBr)
e. Solucéo C (estavel por varios anos)
100 ml de Hidroxido de sédio (NaOH)
100 ml de 4gua destilada
f. Fixador (estavel por varios anos)
25¢ de Tiossulfato de Sédio (Na, S,03 . 5H,0)
100 ml de &gua destilada
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