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RESUMO - O presente estudo teve como objetivos principais *realizar inventario das espécies de
protozoarios ciliados presentes em um trecho do ribeirdo José Pereira (Itajuba, Minas Gerais),
“selecionar espécies (cultivo e curva de crescimento) para uso em ensaios ecotoxicol6gicos e
%realizar ensaios de exposicdo aguda preliminares com duas substancias de referéncias (NaCl e
NH,CI) para duas espécies que melhor se mantiveram nos cultivos Laboratoriais. As coletas foram
realizadas mensalmente durante o periodo de outubro de 2014 a outubro de 2015. As amostras
foram levadas para o laboratorio para posterior montagem dos cultivos e observacdo das espécies.
Foram registrados 48 morfotipos de ciliados ao longo de um ano de estudo e manteve-se duas
espécies do género Paramecium em meio de cultivo Cerophyl por todo o periodo experimental. A
espécie Euplotes cf. affinis foi caracterizada utilizando observacdes in vivo, técnica do prata a seco,
protargol, bem como sua posicao filogenética foi elucidada, pela primeira vez na literatura, com
base em informacdes do marcador molecular 18S-rDNA. Dados obtidos ressaltam a necessidade de
se aumentar o esforco amostral em ecossistemas neotropicais para melhor entendimento da
diversidade de ciliados. Foram selecionados as espécies Paramecium caudatum e Paramecium
bursaria para cultivo em laboratério e informagdes sobre as curvas de crescimento, por serem
espécies de facil manutencdo. Além disso, com base na literatura, estes organismos tem sido
utilizados como organismos-teste nos ensaios ecotoxicologicos. A curva de crescimento mostrou
que sdo necessarios cerca de dois para triplicar a quantidade de P. caudatum e dois dias e meio a
trés dias para triplicar a quantidade de P. bursaria. Nos testes de toxicidade, os resultados
demostraram que P. caudatum € mais tolerante comparado a P. bursaria a ambas as substancias
(NaCl e NH4CI) utilizadas, sendo consideradas neste estudo Otimas espécies para estudos
ecotoxicoldgicos.

Palavras-chave: Brasil, ciliados, Ciliophora, sistema I6tico, exposi¢do aguda.

ABSTRACT - This study had as mains aims to * realize inventory of species of ciliates protozoa
found in site of the José Pereira river (Itajuba, Minas Gerais), ? to select species (cultivation and
growth curve) for use in testing ecotoxicological and, * to realize preliminary acute exposure tests
with two reference substances (NaCl and NH,CI) for two species best remained in laboratory crops.
The samples were collected monthly during the period from October 2014 to October 2015. The
samples were taken to the laboratory for later assembly of crops and observations of species. Were
recorded 48 morphotypes of ciliate along an year of study and remained two species of the
Paramecium genus in culture medium Cerophyl for all the experimental period. The Euplotes cf.
affinis species was characterized using in vivo observations, dry silver technique, protargol as well
as its phylogenetic position was elucidates for the first time in the literature, based on information
from the molecular marker 18S-rDNA. Data obtained highlights the need to increase the sampling
effort in neotropical ecosystems for better understanding of ciliates diversity. Were selected the
Paramecium caudatum and the Paramecium bursaria species for cultivation in the laboratory and
information on the growth curves, being easy maintenance. Moreover, based on the literature, these
organisms have been used as test organisms in ecotoxicological assays. The growth curve showed
that are necessary about two triple the amount of P.caudatum and two and a half days to three days
to triple the amount of P.bursaria. In toxicity tests, the results showed that P. caudatum is more
tolerant compared to P.bursaria to both substances (NaCl and NH,CI) used, being considered in
this study great species for ecotoxicological studies.

Key words: Brazil, ciliates, Ciliophora, lotic system, acute exposure.
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1 INTRODUCAO

Protozoarios ciliados sdo organismos eucariontes unicelulares, heterétrofos, com cerca de
8.000 espécies conhecidas, sendo 5.600 de vida livre, das quais algumas apresentam distribuicéo
restrita a certas regides geograficas. Dentre os grupos de microeucaritos unicelulares, os ciliados
sdo os mais especializados e diversificados e 0s que apresentam maior complexidade em sua
organizacdo. Compartilhando uma origem comum, sdo organismos monofiléticos, cujas
autoapomorfias sdo o dimorfismo nuclear, o tipo de reproducdo sexuada por conjugacdo e a
complexa infraciliatura (PUYTORAC, 1994; ADL et al., 2012). Os ciliados de vida livre ocupam
diversos ambientes tais como o0s marinhos, os dulciaquicolas e os terrestres (SLEIGH, 1988).

Estudos sobre inventarios e sistematica de microeucariotos ciliados (Alveolata, Ciliophora)
sdo tradicionalmente baseados em caracteres morfologicos. Entretanto, ferramentas moleculares
(18S-rDNA) tém sido utilizadas para auxiliar a compreensdo sobre diversidade e sistematica destes
organismos (UTZ et al., 2010). Estudos sobre inventérios de ciliados, principalmente aqueles que
utilizam uma abordagem multidisciplinar (morfologia, ecologia e informacdes genéticas) (MODEO
et al., 2003), sdo importantes para futura aplicacdo em programas de monitoramento e conservagao
do ambiente (REGALI-SELEGHIM; GOLDINHO; MATSUMURA-TUNDISI, 2011).

Os protozoérios ciliados sdo encontrados em grande quantidade em ambientes dulcicolas
naturais e artificiais tais como sistemas de tratamento bioldgico de &gua e esgoto (MADONI et al.,
1993, 1996; AMANN; LEMMER; WAGNER, 1998). Além disso, respondem mais rapidamente as
contaminagdes ambientais que outros organismos, devido a sua alta taxa reprodutiva, facilidade de
cultivo e manutencdo em laboratdrio, alta sensibilidade as mudancas do meio, e grande variedade de
ocupacdo de nichos (MADONI; BASSANINI, 1999; MADONI, 2005). Alguns estudos tém
investigado a eficiéncia desses organismos como indicadores de qualidade de agua em diversos
ecossistemas limnicos (SOLA et al., 1996; PRIMC, 1998; MADONI, 2005), sendo raro estudos
deste &mbito no Brasil (DIAS; WIELOCH; D’AGOSTO, 2008).

A escassez de agua, a recuperacdo de sua qualidade e o desenvolvimento de tecnologias
para o gerenciamento dos recursos hidricos sdo alguns dos grandes desafios que o desenvolvimento
econémico enfrentard neste século. Portanto, faz-se necessario investigar maior nimero possivel de
novas metodologias de avaliacdo da qualidade dos ambientes aquaticos brasileiros, tal como 0 uso
dos ciliados dulcicolas, a fim de se avaliar e de se propor métodos para sua conservagdo e
recuperacdo (MARQUES; BARBOSA, 2001).

A abordagem ecotoxicoldgica é utilizada como uma ferramenta para 0 monitoramento da
qualidade da agua, sendo a ciéncia que estuda os efeitos causados pelos agentes fisicos, quimicos e

bioldgicos sobre os organismos vivos, particularmente sobre as populagdes e comunidades em seus
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ecossistemas (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). A avaliagdo dos efeitos toxicos de varios
compostos sobre os organismos-teste permite a mensuracdo dos efeitos antropogénicos nos
ecossistemas aquaticos (CALLISTO; MORENO; BARBOSA, 2001; MADONI; ROMEO, 2006).
Neste contexto, 0s experimentos com protozoarios ciliados tornam-se uma ferramenta valiosa para
se inferir sobre os possiveis disturbios provocados por acdes antropogénicas nos ecossistemas
aquéticos (FERNANDEZ-LEBORANS; NOVILLO, 1995). Estudos utilizando protozoarios
ciliados como organismos-teste nos ensaios ecotoxicolégicos (MADONI, 2000; NALECZ-
JAWECKI, 2004; MADONI; ROMEO, 2006; MIRANDA; MARTINS, 2013) demonstraram a
necessidade de se realizar mais experimentos com intuito de se estabelecer com maior precisao as
faixas de mortalidade dos ciliados, com a finalidade de utiliza-los como descritores das
caracteristicas ambientais. Portanto, conhecer a diversidade e a estrutura funcional das comunidades
de protozoarios ciliados nos permite avaliar os efeitos que as atividades antrdpicas exercem sobre 0
ecossistema, a heterogeneidade das espécies e o equilibrio da cadeia alimentar (HENEBRY;
RIDGEWAY, 1979).

O uso de protozoarios ciliados em estudos ecotoxicolégicos vem aumentando devido a
capacidade destes organismos em refletir rapidamente os efeitos causados pela poluicdo em
ecossistemas aquaticos. A obtencéo dos dados do ciclo de vida, com base nas curvas de crescimento
em condi¢bes controladas de laboratério, nos permite conhecer o exato momento em que a
populacdo protozoarios de ciliados podera ser utilizada nos ensaios, bem como avaliar a
sensibilidade destas espécies frente a diferentes substancias, com base nos valores de efeito letal
(Concentracdo letal a 50% da populacdo — CL50%). Nesse sentido, a presente proposta inicialmente
constou de um inventario das espécies de protozoarios ciliados encontradas num sistema lético
neotropical no Sul do Estado de Minas Gerais, bem como de curvas de crescimento dos ciliados
Paramecium caudatum e Paramecium bursaria 0s quais se mantiveram nos cultivos laboratoriais e

posteriormente a utilizacdo destes em ensaios de exposi¢do aguda.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microeucariontes unicelulares ciliados (Alveolata: Ciliophora)

Os protozoarios foram observados pela primeira vez no inicio do século XVIII pelo
holandés Anthony van Leeuwenhoek, com auxilio de um microscopio primitivo que ele mesmo
construiu. Leeuwenhoek chamou estes organismos de “animaculos” e, mesmo nao possuindo
formacéo cientifica foi ele o responsavel pelas primeiras observacdes sobre protozoarios ciliados
(DOBELL, 1960; FORD, 1991). Na época, os protozoarios j& haviam sido classificados como
plantas e animais pelo fato de apresentarem caracteristicas atribuidas a ambos. O termo Protozoa,
como taxon, foi introduzido por Goldfuss (1818) para denominar o sub-reino que incluia os
protozoarios. Inicialmente englobava alguns organismos como 0s briozoarios e posteriormente,
ap6s modificagdo por von Siebold (1845), passou a incluir apenas organismos unicelulares.

Esses organismos anteriormente constituiam o Reino Protista (HAECKEL, 1866).
Atualmente apresentam uma classificacdo diferente devido as analises moleculares que os levaram a
serem inseridos num grupo polifilético contendo diversos grupos inseridos no superfilo Alveolata
Cavalier-Smith (1991), dentre os quais os ciliados, dinoflagelados e os apicomplexa s&o
caracterizados pela presenca de alvéolos na estrutura da membrana (ADL et al., 2012). O filo
Ciliophora Doflein (1901) constitui um agrupamento monofilético de microeucariotos, reunidos
pelo dimorfismo nuclear, infraciliatura complexa e reproducdo por conjugacdo (LYNN, 2008).
Possuei alta diversidade e todo tipo de simetria, grande e variavel complexidade estrutural e
adaptacOes para todos os tipos de ambientes e suas respectivas condi¢des. Existem muitas espécies
parasitas, comensais e mutualistas. Embora grande parte dos protozoarios exista como um individuo
solitario ha variadas formas em coldnia, variando em tamanho de um micrometro até uns poucos
milimetros em alguns dinoflagelados, amebas e ciliados (FOISSNER, 1988, 1996; LYNN;
CORLISS, 1991; FOISSNER; HAWKSWORTH, 2009). De acordo com Kudo (1966), os ciliados
sdo o grupo de protistas mais diversificado e especializado, sendo estes 0s que apresentam maior
complexidade em sua organizacao.

O filo Ciliophora possui 14 classes e cerca de 8.000 morfo-espécies descritas, incluindo
aproximadamente 200 formas fosseis e 3.000 espécies simbidticas que podem variar entre 10um e
4.500um (GAO et al., 2016). Estes autores reorganizaram apenas as classes, ndo havendo alteracGes
nas ordens e subclasses, mantendo-se a classificagdo proposta por Lynn (2008).

As estruturas ciliadas sdo organelas celulares estruturalmente idénticas aos flagelos,
utilizadas para locomocéo. Estas podem cobrir a superficie do corpo ou estarem restritas a regido
peristomial (citostoma) ou a certas faixas. Em quase todas as espécies, os cilios sdo fundidos em

uma membrana ondulante ou em membranelas menores, sendo ambas usadas para impulsionar os
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alimentos para o citéstoma. Algumas especies apresentam cilios fundidos, formando tubos
enrijecidos, os cirros, que sdo frequentemente usados pelos ciliados rastejantes para a locomogéo
(HAUSMANN; HULSMANN, 1996). Os cilios podem ser também empregados de maneira menos
usual, numa forma tigmotéactil de adesdo a superficies (CORLISS, 1979). A ciliatura somética e a
ciliatura oral passaram a possuir grande valor taxonémico na identificacdo de géneros e espécies
entre os Ciliophora devido as técnicas de impregnacgdo pela prata propostas por Chatton e Lwoff
(1930), Klein (1958), Tuffrau (1967), Foissner (1991) e Dieckmann (1995). Juntamente com a
infraciliatura, outros caracteres tais como: forma do corpo, morfologia do citéstoma, presenca ou
ndo de extrussomas, tipo de extrussoma, morfologia do aparato nuclear, formato e numero de
vacuolos pulsateis, pelicula, coloragdo e pigmentos do citoplasma, inclusdes citoplasmaticas, padrao
de reorganizagédo cortical (morfogénese) tem sido amplamente utilizados na taxonomia do grupo
(CORLISS, 1979, 1986; FOISSNER, 1992, 1993, 1994; FOISSNER; BERGER, 1996; LYNN,
2008). Os ciliados possuem vacuolos contracteis com poros permanentes para a realizacdo de
balanco hidrico e um citéprocto por onde sdo excretados residuos celulares. Alguns ciliados
apresentam coloracdo, que é 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 também
formas assimétricas (CORLISS, 1979; PUYTORAC et al., 1987). Segundo Corliss (1979), Lynn e
Small (2002), o macro e o microndcleo encontram-se separados por um involucro nuclear. O
macronucleo possui a funcdo de regular o metabolismo do organismo, seu formato pode variar de
ovoide, que ocorre geralmente em ciliados menores, a moniliforme ou, até mesmo subdividido em
dois ou mais nddulos através do citoplasma, a perda deste é considerada letal para o organismo, no
entanto, alguns amicronucleados podem se reproduzir por fissdo binaria (RAIKOV, 1996). O
micronucleo tem por fungdo as atividades genéticas, podendo variar em tamanho de 1,5 e Sum e
podem apresentar formato esférico ou ovdide (CORLISS, 1979; LYNN; SMALL, 2002).

A reproducdo assexuada nos ciliados, que ocorre por fissdo binaria é um processo que
resulta em duas células-filhas semelhantes. J& na reproducdo sexuada, por conjugacao, ocorre a
reversibilidade da unido entre os conjugantes e a substituicdo do macrondcleo, sendo esta uma
caracteristica exclusiva dos ciliados (GRELL, 1973; CORLISS, 1979). De acordo com Puytorac et
al. (1994); Lynn e Small (1997), o processo de conjugacgdo envolve uma troca direta de genes sem
que estes estejam acondicionados em 6vulos. Posteriormente, dois ciliados compativeis se fundem
ao longo de uma superficie compartilhada, a membrana entre eles desaparece e ocorre a troca mitua
de material genético. A conjugacdo é precedida por divisdes meidticas de um microndcleo e é
seguida pela reconstituicdo da condi¢do nuclear normal, que pode ou ndo envolver uma fisséo.

Os ciliados sdo, em sua maioria, de vida livre (PUYTORAC et al., 1994), podendo ser
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encontrados em diferentes ambientes aquaticos (agua doce, salobra, salgada, bromélias) e edaficos
(solos superficiais, musgos, liquens) (CORLISS, 1979, JOPPERT et al., 1995; FOISSNER;
AGATHA; BERGER, 2002; FOISSNER, 2003a; LYNN, 2008). S&o organismos atuantes na cadeia
trofica como predadores de bactérias e de outros protistas como, diatoméaceas, flagelados,
tecamebas, outros ciliados e até mesmo micrometazoarios (FENCHEL, 1987). O registro destes
organismos em diversos habitats é influenciado por sua notével tolerancia ou adaptabilidade as
varias condicOes fisicas e quimicas apresentadas pela natureza em seus ambientes. Se os fatores
ecologicos, 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).

Diversos autores como Taylor (1981), Finlay et al., (1996), Finlay (2002), Esteban e Finlay
(2003), Fenchel e Finlay (2004) justificam o cosmopolitismo para grande parte dos ciliados devido
a elevada abundéancia de individuos por populacédo, curto tempo entre geracdes, e alta capacidade de
dispersdo dos cistos que podem ser transportados pelo vento, agua, insetos, entre outros animais.
Segundo Foissner (1999), cerca de 30.000 espécies de ciliados ainda ndo foram descobertas,
sugerindo que a distribuicdo geogréafica de grande parte destes organismos é endémica. Foissner
(2006) ressalta inimeras razbes do porque é tdo dificil a obtencdo de dados confiaveis sobre a
diversidade e distribuicdo geografica de protistas: subamostragem (muitos encistados), pouco

volume de amostras e escassez de taxonomistas bem treinados.

2.2 Ciliados de vida livre ocorrentes no Brasil

Estudos sugerem que 89% da diversidade de protozoarios permanece desconhecida e
ressaltam a necessidade de conhecer estes organismos visto que possuem importantes fungfes nos
diversos ecossistemas e sdo negligenciados em programas de conservagdo (COTTERILL; AL-
RASHEID; FOISSNER, 2008; FOISSNER; HAWKSWORTH, 2009). Os primeiros trabalhos sobre
levantamento de ciliados realizados no Brasil referem-se a ciliados marinhos planctdnicos
encontrados entre gréos de areia (FARIA; CUNHA, 1917; CUNHA; FONSECA, 1918; FARIA,
CUNHA,; PINTO, 1922; PINTO, 1925). Foissner (1997) encontrou 139 espécies de ciliados em
localidades brasileiras, entre as quais, descreveu uma nova espécie encontrada em amostras de solo
Lamtostyla granulifera (Spirotrichea).

Dentre os estudos de levantamento de protozoarios ciliados desenvolvidos em ambientes
dulciaqtiicolas, destacam-se os trabalhos de Hardoim e Heckman (1996) realizado no Pantanal
mato-grossense, e de Arantes et al. (2004), no reservatério de Salto Grande no municipio de

Americana, Sdo Paulo. Paiva e Silva-Neto (2004a) contribuiram com um trabalho de cunho
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taxonémico em estudo realizado as margens da lagoa de Cabilnas, no estado do Rio de Janeiro,
onde descreveram uma nova espécie, Oxytricha marcili. Em amostras de sedimento de um rio
localizado no Estado de Minas Gerais, Paiva e Silva—Neto (2004b) descreveram uma nova espécie
Apoamphisiella foissneri.

Dias e D’Agosto (2006) realizaram estudo no corrego Séo Pedro, no municipio de Juiz de
Fora, Minas Gerais, onde registraram e descreveram alteracbes morfologicas, bem como o0s
mecanismos de ingestio de acordo com o tipo de alimento em Frontonia leucas
(Hymenostomatida). Os autores relacionaram o tipo de alimento ingerido as diferentes condigdes
ambientais. Dias (2007), no mesmo local, identificou 42 espécies de ciliados e caracterizou
morfologicamente uma espécie nova Apoamphisiella sp. (Spirotrichea, Amphisiellidae).

Regali-Seleghim, Goldinho e Matsumura-Tundisi (2011) fizeram levantamento de
protozoarios ciliados de agua doce no estado de S&o Paulo, registrando um total de 417 espécies.
Dentre os organismos encontrados, observaram-se dois novos registros para o Brasil e América do
Sul respectivamente: Neobursaridium gigas Balech, 1941 e Loxodes rex Dragesco, 1970. No
mesmo ano Buosi et al. (2011) realizaram estudo de identificacdo do impacto do enriquecimento de
nutrientes na diversidade da comunidade de ciliados associados as raizes das macréfitas aquaticas.
Os autores encontraram um total de 85 espécies, dentre as quais cerca de 25% ocorreram
exclusivamente no tratamento fertilizado. Bagatini et al. (2013) inventariaram taxons de ciliados
em corpos d’agua doce do estado de S&o Paulo, associando a variacdo na abundancia dos
géneros/espécies de maior incidéncia em relacdo as variaveis ambientais. Foram identificados 74
géneros, sendo o Ciliophora dominante. A subclasse Stichotrichia ocorreu em todos os ambientes,
predominando em cinco deles, especialmente pela ocorréncia o género Halteria. Chitolina et al.
(2013) realizaram a caracterizacdo morfoldgica de duas espécies de ciliados encontrados em um
riacho na cidade de Alvorada, Rio Grande do Sul, Tokophrya lemnarum e Multifasciculatum
elegans.

Safi et al. (2014), em estudo realizado no lago de Guaiba, localizado ao Sul do Brasil,
préximo a cidade de Porto Alegre, registraram 22 morfotipos de ciliados peritriqueos, sendo 0s
géneros Epystilis e Vorticella os mais diversos e abundantes.

Debastiani et al. (2016) investigaram padrBes de diversidade e abundancia na comunidade
de protozoarios ciliados em cdrregos urbanos pertencentes a bacia do alto rio Parana, onde foram
encontrados 84 espécies distribuidas em 24 ordens.

Ciliados epibiontes possuem um importante papel ecoldgico nos ecossistemas de dgua doce
(BALDOCK, 1986). Dias, D’Avila e D’Agosto (2006) fizeram um levantamento da presenca de
ciliados peritriqueos e suctoria associados a espécie de molusco Pomacea lineata. Este molusco

constitui de um micro-habitat para a comunidade de protozoarios ciliados, demonstrando uma
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complexa relagéo trofica.

Dias et al. (2009a) registraram a ocorréncia do ciliados peritriquios Rhabdostyla sp.
colonizando oligoquetas da espécie Limnodrilus hoffmeisteri encontrados em um corrego poluido
ao sudeste do Brasil. Em outro trabalho desenvolvido por Dias et al. (2009b), no cérrego da fazenda
do Sagrado Coragdo de Jesus, municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, foi relatado o primeiro
registro do ciliado Trichodina heterodentata infestando girinos da espécie Rhinella pombali. Dias et
al. (2010), realizaram um estudo ecoldgico em um riacho urbano no Sudeste do Brasil da relagdo de
ciliados perigriquios (Carchesium polypinum) associado a uma espécie de molusco. O estudo
mostrou que a alta infestacdo pode estar relacionada a preferéncia desses ciliados por locais com
alto grau de eutrofizacdo, sugerindo que estes organismos podem ter uma importancia ecolédgica em
sistemas aquaticos.

Cabral et al. (2010) investigaram a ocorréncia de ciliados em larvas de Chironomidae
em um corrego localizado ao sudeste do Brasil. A ocorréncia de epibiontes sobre as larvas foi
considerada espacial e temporalmente heterogénea, onde os possiveis fatores relacionados partem
de uma compreensdo de fatores ecoldgicos que se associam a esta ocorréncia, sendo necessario o
estabelecimento desta relagdo como indicador de qualidade de agua em sistemas I6ticos.

Mendonca (2012) identificou 32 taxons de ciliados epibentbnicos, dos quais 28 foram
identificados em nivel de espécie, descrevendo uma nova espécie Strobilidium longicinetium e um
novo registro da espécie Diaxonella trimarginata para regido neotropical.

Sartini (2012) avaliou a influéncia da poluicdo orgéanica sobre a composicdo e estrutura da
comunidade de protozoarios ciliados em um sistema Iético no municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais. Foram encontrados 19 espécies de peritriqueos, sendo que a espécie Carchesium polypinum
ocorreu com maior frequéncia e abundancia em locais com elevado grau de polui¢do. Além disso,
avaliou em outra etapa do estudo a composic¢do e estrutura da comunidade, e a distribuicdo espacial
de peritriqueos epibiontes sobre a concha de moluscos da espécie Physa acuta, onde 60% dos
organismos analisados estavam colonizados por pelo menos 7 espécies de peritriqueos, sendo a
espécie Epistylis sp. considerada mais dominante.

Azevedo et al. (2014) registraram pela primeira vez um protozoario epibionte Epistylis sp.
aderido uma espécie de crustaceo Ergasilus chelangulatus coletado no Rio dos Veados no estado de
S&o Paulo. O crustaceo foi registrado pela primeira vez neste local, ampliando sua distribuicéo

geografica.
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2.3 Classificacdo dos ciliados
Neste estudo foi utilizada classificagdo proposta por Lynn (2008), visto que 0s protozoarios
ciliados tém sido classificados de maneiras diferentes a medida que aumenta o conhecimento sobre
suas caracteristicas juntamente com o aprimoramento das técnicas ciliatoldgicas. Tal classificagédo é
descrita em seguida.
Filo Ciliphora Doflein, 1901
Sub-filo Postciliodesmatophora Gerassimova e Seravin, 1976
Classe Karyorelictea Corliss, 1974
Ordem Trachelocercida Jankowski, 1978
Ordem Loxodida Jankowski, 1980
Ordem Protoheterotrichida Nouzarede, 1977
Classe Heterotrichea Stein, 1859
Ordem Heterotrichida Stein, 1859
Sub-ordem Heterotrichina Stein, 1859
Sub-ordem Coliphorina Jankowski, 1964
Ordem Peritromida Jankowski, 1978
Sub-filoIntramacronucleatalL.ynn, 1996
Classe Spirotrichea Butschli, 1889
Sub-classe Protocruziidia de Puytorac, Grain e Mignot, 1987
Ordem Protocruziida Jankowski, 1980
Sub-classe Phacodiniidia Small e Lynn, 1985
Ordem Phacodiniida Small e Lynn, 1985
Sub-classe Hypotrichia Stein, 1859
Ordem Stichotrichida Faure-Fremiet, 1961
Ordem Euplotida Jankowski, 1980
Sub-ordem Kiitrichida Tuffrau e Fleury, 1994
Sub-ordem Discocephalina Wicklow, 1982
Sub-ordem Euplotina Jankowski, 1979
Ordem Plagiotomida Albaret, 1974

Sub-classe Licnophoria Lynn, 2003
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Ordem Licnophorida Corliss, 1957
Sub-classe Oligotrichia Butschli, 1887

Ordem Halteriida Petz e Foissner, 1992

Ordem Strombidiida Jankowski, 1980

Ordem Strobilidiida Jankowski, 1980

Ordem Tintinnida Kofoid e Campbell, 1929
Classe Armophorea Lynn, 2002

Ordem Metopida Jankowski, 1980

Ordem Armophorida Jankowski, 1964

Ordem Odontostomatida Sawaya, 1940

Ordem Clevelandellida de Puytorac e Grain, 1976
Classe Litostomatea Small e Lynn, 1981
Sub-classe Haptoria Corliss, 1974

Ordem Haptorida Corliss, 1974

Ordem Cyclotrichiida Jankowski, 1980

Ordem Pleurostomatida Schewiakoff, 1896

Sub-classe Trichostomatia Butschli, 1889

Ordem Vestibuliferida de Puytorac et al., 1974

Ordem Archistomatida de Puytorac et al., 1974

Ordem Blepharocorythida Wolska, 1971

Ordem Entodiniomorphida Reichenow Doflein e Reichenow, 1929

Ordem Reikostomatida Jankowski, 2007
Classe Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974
Sub-classe Hypostomatia Schewiakoff, 1896

Ordem Gymnozoida Jankowski, 2007

Ordem Chlamydodontida Deroux, 1976

Ordem Dysteriida Deroux, 1976
Sub-classe Rhynchodia Chatton e Lwoff, 1939

Ordem Rhynchodida Chatton e Lwoff, 1939

Sub-ordem Ancistrocomina Jankowski, 1980

20



Sub-ordem Sphenophyrina Jankowski, 1980
Sub-ordem Hypocomatina Deroux, 1976
Sub-classe Chonotrichia Wallengren, 1895
Ordem Chilodochonida Batisse, 1994
Ordem Exogemmida Jankowski, 1972
Sub-ordem Lobochonina Jankowski, 1967
Sub-ordem Spirochonina Jankowski, 2007
Ordem Cryptogemmida Jankowski, 1978
Sub-classe Suctoria Claparede e Lachmann, 1859
Ordem Vermigemmida Jankowski, 1980
Ordem Podophryida Jankowski, 1967
Ordem Exogenida Collin, 1912
Ordem Tachyblastonida Jankowski, 1978
Ordem Ephelotida Raabe, 1964
Ordem Endogenida Collin, 1912
Ordem Evaginogenida Jankowski, 1978
Ordem Neotenea Jankowski, 1978
Classe Nassophorea Small e Lynn, 1981
Ordem Synhymeniida de Puytorac et al., 1974
Ordem Nassulida Jankowski, 1968
Sub-ordem Nassulopsina de Puytorac, 1994
Sub-ordem Parahymenostomatina Grain et al., 1976
Ordem Colpodidiida Foissner, Agatha e Berger, 2002
Ordem Microthoracida Jankowski, 1967
Classe Colpodea Small e Lynn, 1981
Sub-classe Colpodia Foissner, 1985
Ordem Colpodida de Puytorac et al., 1974
Ordem Bursariomorphida Fernandez-Galiano, 1978
Ordem Sorogenida Foissner, 1985

Ordem Bryophryida de Puytorac, Perez-Paniagua e Perez-Silva, 1979



Ordem Cyrtolophosidida Foissner, 1978
Sub-classe Bryometopia Foissner, 1985
Ordem Bryometopida Foissner, 1985
Classe Prostomatea Small e Lynn, 1985
Ordem Prostomatida Schewiakoff, 1896
Ordem Prorodontida Corliss, 1974
Classe Contofragmea Jankowski, 1980
Ordem Plagiopylida Jankowski, 1978
Ordem Trimyemida Jankowski, 1980
Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974
Sub-classe Peniculia Faure-Fremiet in Corliss, 1956
Ordem Peniculida Faure-Fremiet in Corliss, 1956
Sub-ordem Frontoniina Jankowski, 1980
Sub-ordem Lembadionina Jankowski, 1980
Sub-ordem Urocentrina Jankowski, 1980
Sub-ordem Parameciina de Fromentel, 1874
Sub-classe Hymenostomatia Delage e Herouard, 1896
Ordem Tetrahymenida Faure-Fremiet in Corliss, 1956
OrdemOphryoglenida Canella, 1964
Ordem Scuticociliatida Small, 1967
Sub-ordem Loxocephalina Jankowski, 1980
Sub-ordem Philasterina Small, 1967
Sub-ordem Pleuronematina Faure-Fremiet Corliss, 1956
Ordem Parastomatida Jankowski, 2007
Ordem Hysterocinetida Jankowski, 1973
Ordem Thigmotrichida Chatton e Lwoff, 1922
Sub-classe Apostomatia Chatton e Lwoff, 1928
Ordem Foettingeriida Jankowski, 1980
Ordem Colliniida Jankowski, 1980
Ordem Conidophryida Jankowski, 1980
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Sub-classe Astomatia Schewiakoff, 1896
Ordem Hoplitophryida Jankowski, 1980
Ordem Anoplophryida Poche, 1913
Ordem Haptophryida Jankowski, 1980
Sub-classe Peritrichia Stein, 1859
Ordem Sessilida Kahl, 1933
Sub-orderm Vorticellina de Fromentel, 1875
Sub-ordem Operculariina Jankowski, 1980
Ordem Mobilida Kahl, 1933
Sub-ordemUrceolariina Jankowski, 2007

Sub-ordem Trichodinina Jankowski, 1980

2.4 Biomonitoramento em ambientes l6ticos: protozoarios ciliados

Nas Ultimas décadas, 0s ecossistemas aquaticos tém sido alterados em diferentes escalas
como consequéncia negativa de atividades antropicas (ex.: mineracdo, canalizacdo, construcdo de
represas, eutrofizacdo artificial) (POMPEU et al., 2005; CASATTI et al., 2006). Os rios integram
tudo o que acontece nas areas de entorno, considerando-se o uso e ocupacéo do solo (CALLISTO;
MORETTI; GOULART, 2001).

A escassez de agua, a recuperacdo de sua qualidade em funcdo dos respectivos usos e 0
desenvolvimento de tecnologias para o gerenciamento dos recursos hidricos sdo alguns dos grandes
desafios que o desenvolvimento econémico enfrentard no proximo século. Portanto, faz-se
necessaria a utilizacdo de programas de biomonitoramento com diferentes abordagens, a fim de se
avaliar a qualidade dos ambientes aquaticos brasileiros e de propor métodos para sua conservacao e
recuperacdo (MARQUES; BARBOSA, 2001). Dados biol6gicos juntamente com variaveis fisicas e
quimicas representam um instrumento importante para avaliar a qualidade da agua em rios e
cérregos e tém contribuido para controlar as emissdes de poluentes organicos e outros
contaminantes presentes em sistemas l6ticos urbanos (SUEHIRO; TEZUKA, 1981; GROLIERE et
al., 1990; SPARAGANO; GROLIERE, 1991; MADONI, 1993; FERNANDEZ-LEBORANS;
NOVILLO, 1996; SOLA et al., 1996; MADONI; BASSANINI, 1999; MADONI, 2005; MADONI;
BRAGHIROLLI, 2007).

Neste sentido faz-se necessario analisar ndo s6 as mudancgas nas caracteristicas fisicas e
quimicas da agua, mas também as respostas a essas mudancas por parte dos organismos que vivem
nesses ambientes (MADONI; BASSANINI, 1999; MADONI, 2005). Os métodos que se baseiam
nas respostas das comunidades biolégicas tém sido considerados como as melhores formas de
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monitoramento e avaliacdo do grau de deterioracdo dos recursos hidricos. O biomonitoramento
analisa, portanto, comunidades bioldgicas que dependem das condi¢Ges ambientais e s&o sensiveis 0
bastante para mostrar os efeitos da poluicio (GROLIERE et al., 1990; MARQUES; BARBOSA,
2001).

Os organismos considerados indicadores de poluicdo em ambientes dulcicolas variam desde
bactérias, algas bentdnicas, protozoérios, invertebrados a peixes (STRUBLE; KRAUTER, 1987).
As comunidades de protozoérios ciliados de vida livre surgem como uma ferramenta fundamental
no auxilio e determinacdo da qualidade de 4gua e podem ser usados como bioindicadores robustos
em ecossistemas de dgua doce (JIANG et al., 2007; SHI et al., 2009; TAN et al., 2010; SHI et al.,
2012). O seu curto ciclo de vida permite a deteccdo de impactos em curta escala de tempo. Esses
organismos respondem diretamente a mudancas no perfil quimico e sdo sensiveis a dosagens muito
pequenas de contaminantes (SPARAGANO; GROLIERE, 1991). Além disso, apresentam relativa e
ampla distribuicdo geografica, sendo componentes essenciais de ambientes aquaticos-dulcicolas e
podem ser obtidos em quantidades estatisticamente aceitaveis (PICCINNI; GUTIERREZ, 1995).
Estes organismos apresentam exigéncias especificas em relacdo as caracteristicas do meio, como a
quantidade de matéria organica dissolvida, temperatura, pH, condutividade elétrica e concentracdo
de oxigénio dissolvido (SLEIGH, 1988).

A maioria das espécies de protozoéarios ciliados apresenta predilecdo por ecossistemas que
recebem elevada carga de esgoto doméstico (HENEBRY; RIDGEWAY, 1979). Entretanto, algumas
espécies sdo encontradas somente em areas que séo referéncia. Portanto, estudos que investiguem a
diversidade destes protistas sdo de grande interesse em estudos de biomonitoramento.

O uso de organismos como descritores das caracteristicas ambientais passa primeiramente
pelo conhecimento das espécies e das condicbes ambientais de seus respectivos habitats,
informacdes essas que podem ser obtidas por meio de um estudo taxonémico e ecoldgico mais
detalhado. Posteriormente, estudar a sensibilidade dos protozoarios ciliados a um grande nimero de
substancias toxicas, pode fornecer um padrdo de medida para identificar a intensidade e o potencial
de danos ecolégicos causados por descargas antropogénicas de poluentes nas aguas de superficie
(MADONI; ROMEO, 2006).

2.5 Ensaios ecotoxicoldgicos utilizando protozoarios como organismos-teste

O termo ecotoxicologia foi utilizado pela primeira vez pelo francés Rene Truhaut (1969
apud Moriarty, 1983), sendo definida, inicialmente, como a ciéncia que estuda os efeitos dos
poluentes nos organismos e suas consequéncias na estrutura e funcionamento das populagdes,

comunidades e ecossistemas.
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Nem sempre um poluente se comporta como um agente tdxico, muitas vezes é necessario
supor a geracdo de niveis indesejaveis de uma determinada substancia no ambiente. As mudangas
biol6gicas expressas por diversos organismos, populacdes ou até mesmo comunidades sdo
utilizadas como sinais de possiveis alteracbes que o ambiente sofre devido as atividades humanas
(ESPINAS; VANEGAS 2005; ORREGO et al., 2005; CAPO, 2007).

Os primeiros ensaios ecototoxicoldgicos foram realizados entre 1863 e 1917, mas somente
na década de 1930 foram implementados com organismos aquéticos, tendo por objetivo estabelecer
a relacdo de causa e efeito de substancias quimicas e despejos liquidos (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006). No Brasil, a primeira iniciativa dos estudos na area de ecotoxicologia
iniciaram-se partindo do trabalho realizado por Rocha et al. (1971) no qual a tilapia foi utilizada
como organismo-teste para avaliar os efeitos do efluente de uma inddstria na regido do Rio Atibaia
no estado de S&o Paulo (FESB - CETESB, 1971).

Os ensaios de toxicidade podem ser classificados como de efeitos agudos ou crénicos, sendo
que estes se caracterizam quanto aos efeitos que uma determinada substancia pode causar no
organismo em um determinado tempo de exposi¢do. O efeito agudo € um ensaio de curta duragdo
em altas concentracfes, em que se avalia normalmente a mortalidade ou imobilidade dos
organismos. J& os de exposicdo cronica tratam-se de um ensaio com exposi¢do prolongada em
concentragdes subletais, que abrange parte do ciclo de vida do organismo onde é possivel avaliar
efeitos nos parametros reprodutivos, crescimento e deformidade dos organismos (BORRELY,
2001).

Uma forma utilizada para estimar se um ou mais agentes contaminantes causam efeitos
toxicos sobre 0s organismos viventes nos ecossistemas aquaticos € realizar 0s ensaios
ecotoxicoldgicos com amostras ambientais dos diferentes compartimentos (dgua ou sedimento). Em
paralelo, realiza-se a quantificacdo dos possiveis contaminantes, mediante analises quimicas e,
posteriormente, conforme os resultados pode-se comparar os efeitos e teores com os limites
permitidos pela Resolugio CONAMA 357 de 17 de margo de 2005, em que determina o
enquadramento dos corpos aquaticos, bem como estabelece os padrdes de lancamento para
efluentes industriais e domésticos.

O compartimento sedimento tem se mostrado como um importante indicador da satde dos
ecossistemas aquaticos. Segundo Zagatto e Bertoletti (2008) trés abordagens tém sido utilizadas
para a avaliacdo da qualidade dos sedimentos: analises fisicas e quimicas (informa o grau de
contaminagdo), andlises da estrutura das comunidades bentonicas, e os bioensaios de toxicidade
(efeitos do contaminante sobre a biota). Analises quimicas oferecem poucas informagGes sobre 0s
possiveis efeitos sobre as comunidades bioldgicas. Por sua vez, 0s ensaios ecotoxicologicos

permitem avaliar os efeitos interativos de misturas complexas presentes no sedimento sobre os
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organismos aquaticos que por vezes ndo sdo detectados pelas quantificagbes quimicas como
prejudiciais (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

A elevada complexidade deste compartimento ambiental, por exemplo, em relacdo a
composicao mineraldgica, tamanho de particula, distribuicdo e o teor de matéria organica faz com
que a caracterizacdo quimica muitas vezes nao consiga estimar corretamente o potencial toxico dos
sedimentos, pois podem afetar a disponibilidade dos contaminantes presentes nos corpos d’agua.
Mediante tal situacdo, faz-se necessaria a realizacdo de uma abordagem quimica-biolégica as quais
podem fornecer informacdes valiosas sobre a biodisponibilidade de poluentes, bem como dos
efeitos tdxicos das misturas presentes no ambiente (CAJARAVILLE et al., 2000).

Programas de biomonitoramento tém realizado bioensaios de exposi¢do aguda ou crbnica
utilizando organismos que se caracterizam por ciclos de vida relativamente complexos. No Brasil,
por exemplo, ensaios com amostras de agua e sedimento contaminados sao realizados com 0s
microcrustaceos Daphnia similis ABNT-NBR 12713 (ABNT, 2016) e Ceriodaphnia silvestrii
ABNT-NBR 13373 (ABNT, 2011), algas ABNT- NBR 12648/2011 (ABNT, 2011) e peixes ABNT-
NBR 15088/2011 (ABNT, 2011). Tais resultados sdo eficazes, porém existe a necessidade de
aperfeicoamento no que se refere ao tempo de duracao destes ensaios.

Em 2011, a resolugdo CONAMA 375/2005 foi alterada e completada pela resolugédo
CONAMA 430/2011 que dispde de condicdes e padrdes de lancamento de efluentes e, trds em seu
artigo 4°, paréagrafo XlI1 a definicdo de testes ecotoxicoldgicos e os métodos utilizados para detectar
e avaliar o efeito de um agente toxico sobre as comunidades presentes nos ambientes aquaticos.

O uso de organismos-teste com curto ciclo de vida, tal como protozoarios ciliados, podera
fornecer resultados mais rapidos (ROMEO et al., 2005; MADONI; ROMEO, 2006). Estes
organismos sdo considerados como importante componente do ambiente aquatico, tendo por funcgéo
a ponte entre o fluxo de substancias bioldgicas e de energia a partir de um nivel da cadeia trofica
para outros mais superiores (SHERR et al., 1988; HAUSMANN; HULSMANN; RADEK, 2003;
REHMAN et al., 2008), desempenhando um papel importante na purificacdo e regulacdo global da
comunidade aquética. Tem sido demonstrado, por exemplo, que os ciliados melhoram a qualidade
dos efluentes por meio do seu envolvimento na regulacdo da biomassa bacteriana, pela remocéo da
maior parte das bactérias dispersas (MADONI, 1994, 2002, 2003; SALVADO et al., 1995). No
entanto, apesar de sua reconhecida importancia nos ecossistemas aquaticos, poucos trabalhos tem
sido realizados para identificar as espécies adequadas para uso nos ensaios ecotoxicologicos uma
vez que 0s protozoarios sdo considerados modelos bioldgicos confiaveis e, consequentemente
6timos candidatos para esta finalidade (GILRON; LYNN, 1998; NENDZA, 2002; BELKIN, 2003;
GUTIERREZ et al., 2003; DELMONTE CORRADO et al., 2005). No Brasil, os trabalhos

utilizando protozoarios ciliados sdo escassos, ressaltando assim a necessidade de investigacdo da
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diversidade biologica de protozoarios ciliados em ambientes pouco explorados e posterior estudo
dos mesmos para uso potencial em ensaios de toxicidade (WANICK et al., 2008; ALVES, 2010;
MIRANDA; MARTINS, 2013; BITENCOURT, 2014; MANSANO et al., 2016).

Este complexo conjunto de organismos interage, muitas vezes incluindo espécies que sédo
sensiveis, resistentes ou intermediarias em sua tolerancia a poluentes. Este grau de tolerancia pode
fornecer um critério para identificacdo da intensidade e do potencial de dano ecolégico causado pela
acdo antrépica de poluentes descarregados em &guas de superficie.

Alguns estudos realizados em amostras de aguas poluidas por metais pesados tém revelado
mudancas na dindmica das comunidades de protozoarios (CAIRNS et al., 1980; FERNANDEZ-
LEBORANS; NOVILLO, 1993, 1996). Neste contexto, ensaios ecotoxicologicos utilizando
protozoarios ciliados tornou-se uma ferramenta valiosa para a deteccdo de distdrbios ambientais e
para a avaliacdo do estado tréfico (CAIRNS; PRATT, 1989). Parker (1979) utilizando cloreto de
mercurio, chumbo e zinco, avaliou o efeito de toxicidade aguda de Uronema marinum.
Posteriormente, Chapman e Dunlop (1981) exp6s o ciliado Tetrahymena pyriformisa a
concentragdes de cadmio e zinco associada a adi¢do de calcio e magnésio. Neste estudo os autores
realizaram os experimentos ap6s conhecimento das taxas de crescimento das populacdes ao final da
fase log. Yoshioka, Ose e Sato (1985), utilizando o mesmo organismo avaliou o efeito tdxico de 57
produtos quimicos que sdo normalmente encontradas em ambientes aquéaticos no Japdo. Os autores
demonstraram que T. pyriformis poderia ser utilizado para detectar os produtos quimicos de baixas
concentracdes com rapidez e eficacia. Twagilimana et al. (1998) avaliaram a sensibilidade do
ciliado Spirostomum teres em 14 produtos quimicos puros, sendo oito substancias organicas e seis
inorgénicas. Os autores constataram que bioensaios sdo de faceis e adequados para avaliagdo de
risco e deteccdo precoce de efeitos toxicos sobre a comunidade em ambientes de agua doce.

Trabalhos realizados por Madoni (1994, 2000, 2003), Madoni et al. (1992), Madoni et al.
(1996), Madoni e Romeo (2006) salientam a importancia do uso dos protozoarios ciliados em
ensaios de toxicidade. Tal grupo de organismos possui um elevado potencial de aplicagdo como
organismos-teste em estudos ecotoxicoldgicos de ecossistemas aquaticos e efluentes contaminados.
Por isso sdo utilizados como bioindicadores de qualidade de dgua por possuirem algumas vantagens
sobre outros organismos. Como por exemplo, a alta sensibilidade destes organismos as mudancas
em seus arredores, aliado com o seu tempo de geracdo curto, nos permite revelar a resposta a
contaminacdo ambiental muito mais rapidamente (SPARAGANO; GROLIERE, 1991; PICCINNI;
GUTIERREZ, 1995; FERNANDEZ-LEBORANS; NOVILLO, 1996).

Henglong Xu et al. (2004) verificaram a toxicidade da amonia e seus efeitos sobre a inibi¢éo
do crescimento do ciliado Euplotes vannus. A tolerancia de E.vannus foi considerada maior quando

comparada a larvas ou juvenis de outros metazoarios sendo que, o0s resultados tambem
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demonstraram que ciliados, como predadores bacterianos sdo susceptiveis a desempenhar um papel
positivo na manutencdo e melhoria da qualidade da agua em ambientes aquéaticos com altos niveis
de amdnia. Martin-Gonzalez et al. (2006) estudaram o efeito citotéxico dos metais pesados como
cadmio, zinco e cobre nos ciliados Drepanomonas revoluta, Uronema nigricans e Euplotes sp.
isolados a partir de uma estagéo de tratamento de &guas residuais de um centro urbano na Espanha.
Rao et al. (2006) avaliaram a toxicidade rapida de um inseticida organo fosforado em Paramecium
caudatum com énfase na morfologia, comportamento e tempo de geragdo. Alves (2010) realizou um
estudo biologico de linhagens desta mesma espécie avaliando tambem seu efeito toxico quando
exposto a diferentes concentracdes do agrotoxico Fipronil.

Estudo realizado por Wanick et al. (2008) com a espécie Paramecium bursaria expondo 0s
ciliados a seis diferentes concentragdes de cAdmio mostrou que, estes organismos sao sensiveis a
este metal, quando comparado a outros ciliados ja estudados. Amanchie e Hussain (2010)
estudaram os efeitos tdxicos de agrotoxicos em Paramecium caudatum e Oxytricha fallax,
demonstrando que o efeito agudo em concentra¢fes mais elevadas dessas substancias causa um
aumento acentuado na mobilidade das células nos dois primeiros minutos de exposi¢do, mas
diminuem ap6s 30 minutos. Os autores mostraram que houve mudancas na forma, tamanho, cor e
largura das espécies, deformidades tais como inchago, encurtamento do eixo longitudinal com
escurecimento de citoplasma, bem como o alargamento do vacuolo contrétil, destacando a reducéao
do comprimento de P. caudatum.  Klimek et al. (2012) realizaram um estudo sobre o efeito toxico
do nitrogénio amoniacal em Stentor coeruleus e Coleps hirtus isolados a partir de uma estacao de
tratamento de lodo ativado no sul da Pol6nia. S. coeruleus é raramente encontrado no lodo ativo.
Tal observacdo demonstra que a concentracdo de ions de amoniaco é aparentemente um fator que
evidencia a ocorréncia destes protozoarios sem lama ativada.

Miranda e Martins (2013) isolaram o ciliado Paramecium caudatum da represa do
Monjolinho, na cidade de Sao Carlos, Sdo Paulo. Os organismos cultivados em laboratorio foram
utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos preliminares com 17 metais pesados sob a forma de ions de
cloreto (aluminio, arsénio, béario, cadmio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, estanho, estréncio, ferro
(11), litio, manganés, mercuario, molibdénio, niquel, e zinco). O resultado indicou que P. caudatum
possui baixa tolerancia as substancias utilizadas, destacando-se apenas pela maior tolerancia ao
Litio. Os autores sugerem a necessidade de continuidade com intuito de estabelecer com maior
precisdo as faixas de mortalidade. Bitencourt (2014) avaliou a sensibilidade de duas espécies de
ciliados marinhos, Euplotes vannus e Euplotes crassus e a atividade de biorremediagdo em
consorcios bacterianos quando expostos concentragdes elevadas de cobre e zinco. Os organismos se
mostraram resistentes as substancias, entretanto a resisténcia dos mesmos esta associada a atividade

bacteriana e aumento da biomassa na presenga de nitrogénio.
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Diante da importancia dos protozoarios ciliados para 0s ecossistemas aquaticos e a
capacidade que possuem em refletir os efeitos da poluicdo, faz-se necessario o aumento de estudos
que avaliem a sensibilidade e estabelecam com maior precisdo as faixas de concentracao letal que
afetam a comunidade de protozoarios ciliados, sendo assim possivel estabelecer um padrdo de
medida capaz de identificar o potencial e a intensidade dos danos causados pelas a¢Ges antropicas
sobre 0s ecossistemas aquaticos (MADONI, 2000; NALECZ-JAWECKI, 2004; MADONI;
ROMEOQ, 2006; WANICK et al., 2008; MIRANDA; MARTINS, 2013; MANSANO et al., 2016).
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CAPITULO |

INVENTARIO DE CILIADOS (ALVEOLATA, CILIOPHORA) BENTONICOS EM UM
ECOSSISTEMA LOTICO NEOTROPICAL E CARACTERIZACAO
MULTIDISCIPLINAR DE Euplotes cf. affinis Dujardin 1841 (SPIROTRICHEA,
EUPLOTIDAE)

RESUMO: Ao longo de um ano de estudo em trés pontos amostrais em um ecossistema l6tico
neotropical (Ribeirdo José Pereira-ltajuba-MG) foram registradas 48 morfoespécies de ciliados,
sendo que Paramecium caudatum e Paramecium bursaria foram cultivadas em laboratério. Este
estudo constitui o primeiro inventario de ciliados dulcicolas na regido Sul do estado de Minas
Gerais. A espécie Euplotes cf. affinis foi caracterizada usando dados morfologicos (observaces in
vivo e impregnagdo pela prata), ecoldgicos e moleculares (18S-rDNA). A espécie apresenta
tamanho médio de 40-70um in vivo, possui forma eliptica, macronlcleo em forma de 3 e
micronucleo posicionado na extremidade anterior do macronucleo, vactolo contratil localizado a
direita do corpo, zona adoral de membranela composta de 18-30 fileiras abrangendo
aproximadamente 70% do comprimento do corpo, nove cirros frontoventrais, cinco cirros
transversos, dois cirros caudais e dois cirros marginais. Nas analises moleculares Euplotes.cf affinis
se agrupou em um clado juntamente com Euplotes octacarinatus. As topologias obtidas para
espécies do género Euplotes sugerem que o numero de cirros frontoventrais, padrdo de argiroma
doral e padréo de morfogénese divisional néo refletem divergéncia evolutiva no grupo. O presente
estudo corrobora para ampliacdo do conhecimento da diversidade de protozoarios ciliados em

ambientes l6ticos no Brasil.

Palavras-chave: Brasil, biodiversidade, checklist, ciliados, Euplotes affinis.

1 INTRODUCAO

O interesse em se estudar a biodiversidade microbiana nos ecossistemas aquaticos aumentou
muito nos Ultimos anos. Isto pode ser justificado pelas mudancas aceleradas na paisagem causadas,
muitas vezes, por danos relevantes, associadas aos beneficios e importancia que essa microfauna
possui para o ecossistema (FANO; MISTRI; ROSSI, 2003; CUNICO, 2012). Entre as comunidades
aquaticas, os protozoarios ciliados estdo inseridos dentro dos primeiros niveis tréficos e sdo
considerados essenciais na transferéncia de matéria e energia (FENCHEL, 1987).

Os protozoarios ciliados possuem ampla distribuicdo geografica e podem ser encontrados
em diversos tipos de ambientes, tais como agua doce, dgua salobra, associados a outros organismos,

ambientes marinhos, regides polares, desérticas, solos e tanques de bromélia (FENCHEL 1987;
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FOISSNER; AGATHA; BERGER, 2002; LYNN 2008; PETZ et al. 2007; ORSI et al., 2012), sendo
que grande parte da diversidade destes organismos ainda € desconhecida (FOISSNER,;
HAWKSWORTH, 2009).

A utilizacdo dos protozoarios ciliados como ferramenta de avaliacdo tem se destacado em
programas de biomonitoramento, pois estes possuem a capacidade de refletir os efeitos das
atividades antropicas sobre o ambiente (TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI;RODRIGUEZ,2003;
DEBASTIANI et al., 2016). Participam de uma complexa rede alimentar e atuam como um elo
entre a producdo bacteriana e os produtores secundarios, desempenhando fungfes no processo de
remineralizacdo, controlando a densidade de bactérias e sua composicdo morfoldgica e taxonémica
por meio da predacdo (BERNINGER et al., 1991; BERNINGER et al., 1993; JURGENS; GUDE
1994; JURGEN; ARNDT; ZIMMERMANN, 1997). Os ciliados tem a capacidade de acumular ions
metalicos como zinco, cadmio e cobre que se ligam as proteinas e podem ser utilizados em
processos de biorremediacdo e sdo também utilizados como organismo-teste em ensaios
ecotoxicoldgicos (TWAGILIMANA et al., 1998; NALECZ-JAWECKI, 2004; MADONI; ROMEO,
2006; GUTIERREZ et al., 2011). Segundo Petrelli et al. (2012) os ciliados podem também ser uma
fonte de metabdlitos secundarios, uma vez que suas moléculas podem desenvolver atividades
antivirais e antimicrobianas. Os ciliados sdo ainda considerados organismos fundamentais nos
processos de purificacdo em &guas residudrias e em sistemas de tratamento bioldgico, pois suas
funcbes sdo semelhantes a processos de despoluicdo de sistemas naturais (CURDS, 1992).

Os estudos taxonémicos de protozoarios ciliados permitem o conhecimento da diversidade
bioldgica destes organismos (FOISSNER; BERGER 1996; REISS; SCHMID-ARAYA, 2008;
DOPHEIDE et al., 2009) associado ao seu potencial biotecnoldgico de fornecer informacdes sobre a
salde dos ecossistemas devido seu curto ciclo de vida que permite respostas rapidas a mudancas
ocorridas dentro do sistema aquatico (MADONI; GHETTI, 1981; FOISSNER, 1988; MADONI,
1993; FOISSNER, 1997; PASCOE et al., 2000; NICOLAU et al., 2001; XU et al., 2002).

Estudos voltados para identificacdo desses organismos sao importantes, pois seus resultados
apresentam n&o s6 valores de cunho cientifico, mas também educacional e econémico (CORLISS,
2001). Desta forma, diversos autores ressaltam a necessidade de melhoria nos estudos que
envolvem a taxonomia de protozoérios ciliados, pois muitos trabalhos de cunho ecoldgico que
incluem esses organismos apresentam identificacbes superficiais (FOISSNER, 1994, 1999;
FINALY; FENCHEL, 1999; MITCHEL; MEISTERFELD, 2005). Esta questdo pode ser resolvida
por meio do aperfeicoamento da taxonomia de ciliados de vida livre associado a suas caracteristicas
morfoldgicas e moleculares, bem como aumentar o esforco amostral em locais pouco estudados
levando em consideracao a especificidade de algumas espécies quanto ao seu habitat (MITCHEL;

MEISTERFELD, 2005). Regali-Seleghim, Goldinho e Matsumura-Tundisi(2011) afirmam que
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grande parte dos trabalhos de levantamento da microfauna de protozoarios de ambientes l6ticos
foram feitos na América do Norte e na Europa, sendo assim, hd desconhecimento desses
organismos em muitas outras partes do mundo. Nesse sentido, 0 aumento de estudos que envolvam
0 levantamento da fauna de ciliados sdo necessarios para o conhecimento das caracteristicas
consideradas essenciais para a diferenciacdo de espécies que possam ser utilizadas em estudos que
demonstrem as relacdes troficas existentes, permitindo assim, a sustentabilidade dos ecossistemas
(MEDEIROS; ARAUJO, 2013; ARAUJO; LOBATO JUNIOR, 2013).

Estudos como os de Wiackowski (1981), Czapik (1982), Hul (1987), Primc (1988),
Fernadez-Leborans e Novilo (1996), Madoni e Bassanini (1999), Madoni (2005) demonstram 0s
efeitos da poluicdo sobre as comunidades de diferentes niveis troficos presentes em aguas correntes,
entre elas os protozodarios ciliados. A determinacdo de zonas de poluicdo estd relacionada com a
quantidade de oxigénio dissolvido e de matéria organica associada com as espécies de protozoarios
que podem indicar os niveis de poluicdo (FOISSNER; BERGER, 1996). Streble e Krauter (1987),
Foissner e Berger (1996) definem essas zonas: polissaprobia (agua extremamente poluida), alfa-
mesossaprobia (agua muito poluida); betamesossaprébia (dgua moderadamente poluida) e
oligossaprébia (4gua ndo poluida ou levemente poluida).

De acordo com Kolkwitz e Marsson (1908; 1909), Madoni e Bassanini (1999), Madoni
(2005) o sistema saprdbio é uma importante ferramenta para avaliar a qualidade da agua por meio
da poluicdo organica, sendo altamente utilizada para classificar biologicamente aguas correntes.
Nesse sentido, ao propor um sistema de grupos funcionais permite-se analisar as mudancas na
estrutura da comunidade de protozoarios apontando vantagens na utilizacdo deste método, pois o
reconhecimento dos grupos funcionais elimina a confuséo decorrente da identificagdo de alguns
grupos taxonémicos (PRATT; CAIRNS, 1985).

Os protozoarios ciliados do género Euplotes Ehrenberg, 1830 constituem um grupo bastante
diverso, contendo cerca de mais de 150 espécies descritas (BERGER, 2001). Podem ser
encontrados em ambientes diversificados, sdo organismos onivoros, mas ha também o relato de que
os ciliados deste género se alimentam de outros ciliados (BEERS, 1954; DOLAN; COATS, 1991,
JIANG et al., 2010). Sdo caracterizados pelo tamanho e forma do corpo, 0s nimeros e disposicao
dos cirros ventrais (divididos em cirros frontoventrais, transversos e caudais), nimero e arranjo da
zona adoral de membranela, forma do macronucleo, nimero de cinércias dorsais e tipo de argiroma
(KLEIN, 1926; TUFFRAU, 1960; BORROR, 1972; CARTER, 1972). Com base nessas
caracteristicas, mais de 30 novas espécies foram descritas dentro deste grupo nas ultimas décadas
(BERGER; FOISSNER 1989; AGATHA et al., 1990;. VALBONESI; LUPORINI, 1990;
SONG,1995; COPPELLOTTI; CISOTTO, 1996; SONG; BRADBURY, 1997; SONG;

PACKROFF, 1997; SONG; WILBERT, 1997, 2002; VALBONESI; APONE; LUPORINI, 1997
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LOBBAN et al., 2005; SCHWARZ; STOECK 2007; WILBERT; SONG, 2008; JIANG et al., 2010;
SHAO et al., 2010; PAN et al., 2012) dentre essas espécies, a espécie Euplotes affinis encontrado
no presente estudo, em paises como Austria e Eslovaquia (Europa Central). Atualmente, dados
moleculares, em especial sequéncias do gene 18S-rDNA, tém sido utilizados para correta
identificacdo dos ciliados (CHEN; SONG; WARREN, 2000; BERNHARD et al. 2001; PETRONI
et al., 2002; LI; SONG, 2006) e em estudos filogenéticos (SCHLEGEL; ELWOOD; SOGIN, 1991,
KUSCH; HECKMANN 1996; JEROME; LYNN 1996; LYNN et al., 1999).

O presente estudo teve por objetivo identificar as espécies de protozoarios ciliados
encontradas em um ecossistema l6tico na regido Sul do estado de Minas Gerais e apresentar a
caracterizacdo morfoldgica (observagdes in vivo, prata a seco, DAPI e protargol) e molecular (18S-
rDNA) de Euplotes cf. affinis. Este estudo constitui o primeiro registro de ciliados na regido Sul do

Estado de Minas Gerais e a primeira investigacdo da posicéo filogenética de Euplotes affinis.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de Estudo

As coletas de sedimento foram realizadas na sub-bacia do ribeirdo José Pereira inserida na
bacia do Rio Sapucai que ocupa uma &rea total de 3.671 ha, localizada ao sul do estado de Minas
Gerais, no municipio de Itajub&d/Minas Gerais/Brasil (Figura 1). O ribeirdo faz parte de um
importante manancial hidrico caracterizado por serras com vegetacdo tipica de Mata Atlantica que
abriga a Reserva Bioldgica Serra do Toledos, considerado um dos mais importantes remanescentes
florestais protegidos da regido. Segundo Lima (2012), a regido oeste da sub-bacia abrange parte da
zona urbana do municipio de Itajuba e a regido leste a zona rural. A bacia do Rio Sapucai ja sofreu
um total de 74 eventos de cheia, tendo o maior deles ocorrido no ano de 1874 e o ultimo em 2000,
atingindo as planicies de inundacao da cidade de Itajuba e demais municipios localizados a jusante
(PINHEIRO, 2005).

Para a realizagdo do estudo, foram selecionados trés pontos de coleta (45°27°31” ¢ 45°20°
57W e 22°23°18” e 22°26°57”S) ao longo de um trecho de 1 km na area urbana do ribeirdo José
Pereira, regido com intensa poluicdo organica com despejo de esgoto domestico in natura (Figura
2). As coletas foram realizadas neste trecho do ribeirdo com intuito de se obter maior nimero
possivel de espécies de protozoarios ciliados, visto que ambientes enriquecidos com matéria
organica constituem intensa fonte de bactérias que é a principal fonte de alimento para estes
organismos. Tal informagéo pode ser comprovada pelos dados obtidos por Thomaz da Silva (2015)

contidos na Tabela 1, com énfase aos valores de coliformes totais.
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Figura 1 - Pontos de coleta no ribeirdo José Pereira, municipio de Itajuba, Minas Gerais, Brasil; a, b, ¢ e d= pontos utilizados ao longo do trecho.
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Figura 2 - Mapa mostrando a regido de Itajuba (MG) e toda sub-bacia do ribeirdo José Pereira
(Thomaz da Silva, 2015) indicando o trecho utilizado para as coletas (45°27°31” e 45°20° 57W e
22°23°187€22°26°57”S).
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2.2 Coletas e processamento de amostras

Para estudo do inventario de ciliados no ribeirdo José Pereira/ltajuba/MG, foram
realizadas coletas mensais de amostras de sedimento entre os meses de outubro de 2014 a
outubro de 2015, todas pela manhd. Foram coletadas tréplicas, com o auxilio de uma draga de
Van Veen. As amostras foram transferidas para frascos plasticos de 500 mL devidamente
identificados e transportados para o Laboratério de Microscopia da Universidade Federal de
Itajuba para o0 seu processamento e analise.

Das amostras conduzidas ao laboratorio, trés aliquotas de cada ponto amostral, de
aproximadamente 20 mL, foram colocadas em placas de Petri para observacgéo dos ciliados in
vivo. Tal procedimento foi realizado no dia da coleta. Os organismos foram triados com a
utilizacdo de uma micropipeta e, posteriormente, observados sob microscépio Optico para
realizacdo das fotomicrografias. De acordo com Foissner e Berger (1996), a observacéo dos
ciliados in vivo é de grande importancia para classificagdo de géneros e espécies.

Parte das amostras referentes a cada sub-amostra foram separadas em trés placas de
Petri para realizacdo de culturas. O meio de cultivo foi composto de agua mineral e gréos de
arroz com casca macerados. O arroz é utilizado como fonte de carbono para as bactérias que
séo fonte de alimento para numerosas populacgdes de ciliados (MADONI, 2005).

Posteriormente, 0s organismos que apresentaram maior namero nas culturas foram
triados para cultivo em placa de polipropileno de 24 pocgos contendo meio Cerophyl
(SONNEBORN, 1957) e a medida que houve aumento populacional, foram transferidos para
placas de Petri (fundo plano, parede simples 1,2mm — 100 x 15m), contendo agua mineral e
arroz com casca, permitindo assim o aumento no nimero de organismos. Os cultivos foram
mantidos em sala livre de contaminagdo, em bancadas sob temperatura ambiente (+25°C).

O trecho amostrado do ribeirdo José Pereira possui elevada carga organica (poluicdo
por esgoto domético in natura) tal como demostrado pelos dados fisicos e quimicos da &gua
obtido em estudo recente desenvolvido na mesma estacdo amostral (THOMAZ DA SILVA,
2015) (Tabela 1). No presente estudo ndo foram aferidas variaveis fisicas e quimicas da agua

em virtude de ja terem sido aferidas no trabalho de Thomaz da Silva (2015).
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Tabela 1 - Caraterizacdo da area em amostras de agua do trecho estudado na sub-bacia
do Ribeirdo José Pereira-ltajubd/MG.

Variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas Dados obtidos em outubro de 2014
Oxigénio dissolvido (mg L™) 54
pH 73
Temperatura (°C) 20
Condutividade ( puS.cm™) 80
SélidosTotais dissolvidos - idem, unidade. mg.L™ 40
DBO (mg L™) 1
DQO (mg L™ 5,3
Clorofila a (ug L™) 0,008
Fosforo dissolvido (mg L™) 102,3
Fosforo total (ug L) 0,93
Amédnia (mg L™ 0,02
Nitrito (mg L™) 0,35
Sélidos totais (mg L™) 275
Carbono total (mg L) 20,5
Nitrogénio total (mg L™) 1,9
Coliformes. Total - NMP/(1:100ml) 6867

Fonte: Thomaz da Silva (2015)

2.3 Inventério dos protozoarios ciliados

A identificagdo dos ciliados encontrados no ribeirdo José Pereira foi realizada
com base no guia ilustrado elaborado por Foissner e Berger (1996) e literatura
complementar (FOISSNER, 1991, 1992; FOISSNER, BERGER; KOHMANN, 1994;
FOISSNER et al., 1995). Os registros fotograficos dos espécimes in vivo foram
realizados com auxilio de uma cadmera fotografica acoplada a um microscopio Olympus
BX 51. Para confirmacdo de algumas espécies foram realizadas medidas in vivo,
coloracdo do macro e microndcleo com DAPI — DNA specific fluorescent probe
(KAPUSCINSKI, 1995) e técnicas ciliatoldgicas, como prata a seco (KLEIN, 1958) e
protargol (DIECKMANN,1995). As principais caracteristicas usadas na identificacdo dos
ciliados foram: forma do corpo, posicdo e numero de vacuolos contréateis, ciliaturas oral e

somatica, posicdo e forma do macronucleo e inclusdes e coloracdo do citoplasma.
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2.4 Caracterizacdo multidisciplinar do euplotideo Euplotes affinis

Para caracterizagdo multidisciplinar do ciliado euplotideo (Euplotes affinis), além das
observacdes in vivo realizadas com auxilio de microscépio Olympus BX 51, foram utilizadas
as técnicas de impregnacao prata a seco (KLEIN, 1958), impregnacao pelo proteinato de prata
(DIECKMANN, 1995) e sequéncia do marcador molecular 18S-rDNA (Anexos A, Be C). A
referida etapa foi desenvolvida no Laboratorio de Protozoologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora.

As amostras de ciliados para extracdo de DNA total foram fixadas em etanol absoluto
e, posteriormente, a extracdo foi realizada com o kit DNeasy® Blood and Tissue (QIAGEN)
seguindo as orientacdes do fabricante. O DNA gendmico extraido foi estocado em freezer -
20°C. As reacoes de amplificagdo do 18S-rDNA foram realizadas em termociclador “Applied
Biosystems Gene Amp® PCR System 97007, em eppendorfs de 200uL, em um volume final
de 25uL, contendo 16,125uL de H,O; 5uL de tampéo 10X; 1,5uL de MgCl; (25mM); 0,25uL
de dNTP (10mM); 0,5uL de cada iniciador (10uM); 0,125uL de Taq Platinum® (5U/uL);
1,0uL de DNA genbémico purificado. Os primers utilizados para amplificacdo dos genes
foram euk A e euk B (MEDLIN et al., 1988). A ciclagem utilizada foi: 1) um ciclo de 94°C
por 2min; seguido de 2) 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos (desnaturacéo das fitas de DNA),
3) um ciclo de 50°C por 30 segundos (anelamento dos iniciadores) e um ciclo de 72°C por 2
min (polimerizacdo da fita de DNA); terminando com 4) um ciclo de 72°C por 7 minutos para
a finalizacdo na polimerizacdo de eventuais fitas inacabadas. As reacfes de sequenciamento
foram montadas utilizando o fluido das reacdes de PCR utilizando o Kit “GFX PCR DNA and
gel band purification” e sequenciadas em um 3130 Genetic Analyzer (Applied Biossystems)
de acordo com as especificades do fabricante.

Os data sets para as analises filogenéticas foram gerados a partir de sequéncias do
género Euplotes presentes no GenBank (NCBI). O alinhamento foi realizado no programa
ARB (LUDWIG et al., 2004) e posteriormente, inspecionado manualmente para a exclusdo de
regibes de natureza ambigua e de sequéncias correspondentes aos iniciadores. AS
reconstrucdes filogenéticas foram realizadas empregando-se 0 método de reconstrucdo
filogenética maxima verossimilhanca, realizada no programa PhyML versédo 3.0 (GUINDON
et al., 2010) usando o modelo evolutivo GTR+G+I, como sugerido pela analise realizada
usando o programa modeltest 2.0 (DARRIBA et al.,, 2012;GUINDON;GASCUEL,2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigdo da microfauna de ciliados

Foram registrados nas amostras do sedimento do ribeirdo José Pereira distintos grupos de
micro-organismos, tais como: amebas nuas e com carapaca, flagelados, microalgas, ciliados,
rotiferos, tardigrados, microcrustaceos, anelideos e larvas de insetos. Dentre estes micro-
organismos, foram inventariadas 48 morfoespécies de ciliados em amostras visualizadas no dia de
coleta e nos cultivos mantidos em laboratorio (Figura 3). Estes organismos foram classificados de
acordo com Lynn (2008) e estdo distribuidos nas classes Karyorelictea (n=1), Heterotrichea (n=6),
Spirotrichea (n=15), Litostomatea (n=2), Phyllopharyngea (n=2), Colpodea (n=1), Prostomatea
(n=1),0ligohymenophorea (n=20) (Quadro 1). A classe Oligohymenophorea apresentou maior
namero de espécies distribuidas nas sub-classes: Peniculia, Hymenostomatia e Peritrichia. A
composi¢do da ciliatofauna nos trés trechos do ribeirdo José Pereira foi a mesma em todo o periodo
amostral, por isso foi apresentada lista Gnica com as espécies encontradas.

Quadro 1 - Espécies de protistas ciliados encontrados no Ribeirdo José Pereira, municipio de
Itajubd, Minas Gerais.

Classe Karyorelictea Corliss, 1974
\ Ordem Loxodida Jankowski in Small e Lynn, 1985
\ Loxodes striatus Engelmann, 1862
Classe Heterotrichea Stein, 1859
‘ Ordem Heterotrichida Stein, 1859
Blepahrisma sinuosum Padmavathi, 1959
Spirostomum minus Roux, 1901
Spirostomum teres Claparéde e Lachmann, 1858
Stentor polymorphus Muller, 1773
Stentor roeselii Ehrenberg, 1835
Stentor sp. 1
Classe Spirotrichea Butschli, 1889
Sub-classe Hypotrichia Stein, 1859
Aspidisca cicada Ehrenberg, 1830
Euplotes aediculatus Pierson, 1943
Euplotes eurystomus Wrzesniowski, 1870
Euplotes sp. 1
‘ Sub-classe Stichotrichia Small e Lynn, 1985
Tetmemena pustulata Miller, 1786
Morfotipos 1-9
‘ Sub-classe Oligotrichia Butschli, 1887
‘ Halteria cf. grandinella Dujardin, 1841
Classe Litostomatea Small e Lynn, 1981
‘ Ordem Haptorida Corliss, 1974
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‘ Dileptus sp.

‘ Ordem Pleutostomatida Schewiakoff, 1896

| Litonotus sp.

Classe Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974

Sub-classe Suctoria Claparéde e Lachmann, 1859

Ordem Endogenida Collin, 1912

Tokophrya lemnarum Stein, 1859

Morfotipo 1

Classe Colpodea Small e Lynn, 1981

‘ Sub-classe Colpodia Foissner, 1985

‘ Ordem Colpodida de Puytorac et al., 1974

‘ Colpoda sp.

Classe Prostomatea Schewiakokk, 1896

‘ Coleps hirtus

Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974

‘ Sub-classe Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Frontonia leucas Ehrenberg, 1833

Lembadium lucens Maskell, 1887

Paramecium aurelia-complex O.F. Miller, 1773

Paramecium bursaria Ehrenberg, 1831

Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833

Urocentrum turbo Muller, 1786

Sub-classe Hymenostomatia Délage e Hérouard, 1896

Glaucoma frontata Ehrenberg, 1830

Morfotipo 1

Morfotipo 2

‘ Ordem Scuticociliatida Small, 1967

‘Cyclidium cf. glaucomaO. F. Muller, 1773

‘ Sub-classe Peritrichia Stein, 1859

Carchesium polypinum Linnaeus, 1758

Epistylis sp.

Opercularia sp.

Pseudovorticella sp.

Vorticella convallaria-complex Linnaeus, 1758

Vorticella campanula Ehrenberg, 1831

Vorticellasp.1-4
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Figura 3 - Protozoérios ciliados encontrados no Ribeirdo José Pereira/ltajuba/MG. a) Loxodes striatus;b)Blepharisma
sinuosum; c¢) Spirostomum minus; d) Spirostomum teres; e) Stentor roeseli; f) Euplotes aediculatus; g) Euplotes
eurystomus; h) Hypotrichia morfotipo 4; i) Hypotrichia morfotipo 1; j) Hypotrichia morfotipo 7; k) Hypotrichia
morfotipo8; 1) Tetmemena pustulata; m) Hypotrichia morfotipo 9; n) Dileptus sp.; 0) Cyrtophorida morfotipo 1; p)
Coleps hirtus. Barras: 20 um.
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1; u) Frontonia leucas; v) Glaucoma frontata; x) Lembadium lucens; w) Paramecium aurelia-complex; y) Paramecium
bursaria; z) Paramecium caudatum; a’) Pseudovorticella sp.; b”) Urocentrum turbo; c¢’) Vorticella campanula; d’)
Vorticella convallaria-complex; e”) Vorticella sp.1. Barras: 20 um.
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No Brasil, os primeiros trabalhos sobre protozoarios ciliados de ambientes dulcicolas foram
realizados por Cunha no inicio do século XX (CUNHA, 1913; 1915; 1916; 1918), havendo poucos
estudos recentes sobre inventario destes micro-organismos em aguas continentais (WIELOCH,
2007; DIAS; WIELOCH; D’AGOSTO, 2008; MENDONCA, 2011; REGALI-SELEGHIM,
GOLDINHO E MATSUMURA-TUDISI, 2011). O presente estudo contribuiu para ampliar o
conhecimento sobre a diversidade de protozoarios ciliados no Brasil, visto que, como ja
mencionado, este é o primeiro trabalho realizado na regido sul do estado de Minas Gerais. Ainda,
estudos desta natureza podem ser Uteis, pois além de permitirem o entendimento das relaces
tréficas nos ambientes aquéticos, podem subsidiar programas de biomonitoramento que avaliam a
qualidade da agua, bem como a manutencéo e conservacdo das espécies que podem ser utilizadas
estudos com aplicagbes potencialmente Gteis (MADONI; ROMEO, 2006; REGALI-SELEGHIN;
GOLDINHO; MATSUMURA-TUNDISI, 2011).

Coterill, Al-Rasheid e Foissner (2008) estimam existir cerca de 40.000 espécies de ciliados
de vida livre, sendo que apenas 4.500 espécies (~11%) foram descritas. Fenchel e Finaly (2004),
Foissner (2006), Foissner e Hawkswoth (2009) ressaltam que ndo ha investigacdo detalhada sobre a
diversidade de ciliados na América do Sul havendo a necessidade de se aumentar o esfor¢o amostral
quanto aos estudos taxondmicos de protozoarios ciliados, visto que ainda existem muitos ambientes
que ndo foram explorados e que tais estudos podem contribuir para as atividades de monitoramento
ambiental e possam ser utilizados para a conservacdo dos protozoarios e 0 manejo adequado dos
ecossistemas (MITCHELL; MEISTERFELD, 2005; COTERILL; AL-RASHEID; FOISSNER;
CHAO; KATZ, 2008; REGALI-SELEGHIM, GOLDINHO E MATSUMURA-TUDISI, 2011;
ARAUJO; LOBATO JUNIOR, 2013; MEDEIROS; ARAUJO, 2013).

Atualmente, estudos sobre monitoramento ambiental usando abordagem integrada, ou seja,
aquela que integra caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas da agua, tem sido considerada
método mais eficiente na investigacdo da qualidade da agua(FAUSTINO, 1996; BRAGA et al.,
2005). O esforgo amostral por meio do levantamento de dados sobre a diversidade de protozoarios
ciliados associado com o desenvolvimento de métodos que avaliem a qualidade da agua séo
utilizados para classificar e caracterizar o ambiente quanto a seu nivel de poluicdo (LOBO et al.,
1995; NAVAS-PEREIRA; HENRIQUE, 1996; SOUZA; SPERLING, 1999; BICUDO; BICUDO
2004; LEVEQUE; BALIAN; MARTENS, 2005). Os protozoarios ciliados podem refletir
rapidamente os efeitos causados pelas contaminagfes ambientais, sendo altamente sensiveis as
mudangas no meio, possuem alta taxa reprodutiva e facilidade de cultivo em laboratorio,
caracterizando os protozodrios ciliados como 6timos indicadores de qualidade de agua (SOLAet al.,
1996; PRIMC-HABDIJA et al., 1998;MADONI; BASSANINI, 1999; MADONI, 2005).
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O indice saprobio consiste em avaliar a tolerancia dos organismos em relagdo a carga
orgénica do ambiente, no intuito de indicar diferentes niveis de qualidade de agua (MADONI;
BASSANINI, 1999; MADONI, 2005; JUNQUEIRA; FERREIRA, 2007). Desenvolvido por
Kolkwitz e Marsson (1908; 1909) e modificado por Kolkwitz (1950) é utilizado para classificar e
caracterizar aguas continentais em zonas de poluicdo: oligossaprobica (agua saudavel, nédo
adversamente afetada pela poluigdo), P-mesossaprobica (agua levemente poluida), a-
mesossaprobica (poluicdo forte), polissaprébica (agua muito poluida com intensa atividade
bacteriana). A lista de espécies de ciliados utilizada na classificacdo das zonas de poluicbes foi
revisada por Sladeck (1973). Estudos recentes no Brasil utilizaram valéncia saprébia dos ciliados
para investigar qualidade de &guas continentais (PAIVA; SILVA-NETO, 2004; DIAS, WIELOCH,;
D"AGOSTO, 2008). Dentre as 48 morfoespécies encontradas no ribeirdo José Pereira, a maioria
indica as classes o ¢ [ mesossaprébio (Figura 5), destacando-se as espécies Loxodes striatus
Engelmann, 1862, Spirostomum teres Claparéde e Lachmann, 1858 e Paramecium caudatum
Ehrenberg, 1833 com predilecdo a ambientes enriquecidos organicamente (Tabela 2).

Em estudo recente sobre qualidade da agua em quatro estacbes amostrais do Ribeirdo José
Pereira, Thomaz da Silva (2015) classificaram aguas deste sistema l6tico como classe |l
(CONAMA 357/05). O trecho amostral do nosso estudo foi amostrado pela autora que ressaltou ser
o0 trecho com os mais elevados valores de temperatura da agua, condutividade elétrica, coliformes
totais, fésforo, nitrogénio total, aménia, clorofila a, e menores valores de pH e oxigénio dissolvido,
trecho com maior nivel de poluicdo da sub-bacia, dados estes corroborados pelo estudo da
ciliatofauna (Figura 4). Os valores de coliformes totais do trecho em estudo quando comparado ao
ponto controle do estudo de Thomaz da Silva (2015) mostra que o trecho utilizado no presente

estudo recebe elevada carga de esgoto doméstico.
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Tabela 2 - Lista das espécies de ciliados encontrados no Ribeirdo Jose Pereira, Itajubd, Minas
Gerais, niveis saprobios (S) e principal fonte de alimento (MF).

Espécies de ciliados S MFE
Loxodes striatus Engelmann, 1862 p Al, Ki, Cy
Spirostomum teres Claparéde e Lachmann, 1858 p Sh, Ba, Al, Ki
Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 p-a Ba, Al
Euplotes aediculatus Pierson, 1943 a 0
Euplotes eurystomus Wrzesniowski, 1870 a 0
Tokophrya lemnarum Stein, 1859 a R
Cyclidium cf. glaucoma O.F. Muller, 1773 a Ba
Carchesium polypinum Linnaeus, 1758 a Ba
Vorticella convallaria-complex Linnaeus, 1758 a Ba
Spirostomum minus Roux, 1901 a-b Ba
Stentor polymorphus Miiller, 1773 a-b 0
Stentor roeselii Ehrenberg, 1835 a-b 0
Stentor sp. 1 a-b **
Aspidisca cicada Ehrenberg, 1830 a-b Ba
Coleps hirtus a-b 0
Halteria cf. grandinella Dujardin, 1841 b-a Ba, Al
Lembadium lucens Maskell, 1887 b-a 0
Paramecium aurelia-complex O.F. Miiller, 1773 b-a Ba
Tetmemena pustulata Mller, 1786 b 0]
Frontonia leucas Ehrenberg, 1833 b 0
Paramecium bursaria Ehrenberg, 1831 b Ba, Al, Ki
Urocentrum turbo Muller, 1786 b Ba, Ki
Vorticella campanula Ehrenberg, 1831 b Ba, Al

Blepahrisma sinuosum Sawaya, 1940
Euplotes sp. 1

Dipleptus sp.

Litonotus sp.

Colpoda sp. 1

Glaucoma frontata Ehrenberg, 1830
Epistylis sp.

Opercularia sp.

Pseudovorticella sp. 1

Vorticella sp.1-4

**

**

**

**

**

**

**

**

**

*%*

**

**

*%*

*%*

**

*%*

**

Classificacdo de acordo com Foissner e Berger (1996). Legenda: p= polissaprébio; a=alfa-mesossaprobio; b=beta-
mesossaprobio; Al= algas; Ba=bactérias; Cy=cianobactérias; Ki= diatomaceas; O=onivoros; R=predador; Sh=bactéria

sulfurosa; **=ndo ha classificacao.
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das espécies encontradas no Ribeirdo José Pereira, Itajuba, Minas Gerais.

Segundo Walsh et al. (2005) corregos urbanos estdo frequentemente expostos a
degradacdo, por meio de atividades poluidoras tais como, despejo de esgoto doméstico e
industrial. O esgoto doméstico contém compostos organicos biodegradaveis, nutrientes e
micro-organismos patogénicos; os efluentes industriais possuem uma diversidade maior de
contaminantes que sdo langados nos cursos d’agua devido aos variados tipos de matéria-
prima utilizados nos processos industriais (MENDONCA, 2012). Curds (1992) ressalta
que os locais que recebem grande quantidade de matéria organica podem apresentar
elevada quantidade de bactérias das quais os protozoarios ciliados se alimentam, sendo a
disponibilidade de alimento um fator importante para o controle das populacdes de ciliados
nos ecossistemas aquaticos.

A eutrofizacdo artificial em corpos d’adgua proveniente de atividades antropicas
pode acarretar em alteracdes na ecologia dos sistemas aquaticos. O aumento da
concentracdo de nitrogénio e fosforo sdo as principais causas desse processo, que podem
levar ao desenvolvimento de algas e o crescimento desordenado de cianobactérias que
podem conter cianotoxinas (THOMAZ; BINI, 1999; TUNDISI, 2003). De acordo com
Richter e Netto (2005) a eutrofizagdo gera aumento nos custos de tratamento da agua de
abastecimento publico, pois todos os elementos utilizados na desinfestacdo da agua terdo
gue ser usados em maior quantidade, o que pode ocasionar em prejuizos a saude humana.

Portanto, avaliar de forma integrada os diversos fatores que afetam os sistemas
aquaticos permite conhecer os efeitos das contaminacdes provenientes de atividades
antropicas, de forma a contribuir para o controle de emissdes dos diversos poluentes em

sistemas I6ticos urbanos e garantir a conservacdo e protecdo dos recursos hidricos
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(SUEHIRO; TEZUKA, 1981; GROLIERE et al., 1990; SPARAGANO; GROLIERE,
1991; MADONI, 1993; FERNANDEZ-LEBORANS; NOVILLO, 1996; SOLA et al.,
1996; MADONI; BASSANINI, 1999; MADONI, 2005; MADONI; BRAGHIROLI,
2007).

Em vista do exposto, estudos sobre a diversidade de protozoéarios ciliados em
sistemas l6ticos sdo necessarios devido a seu enorme potencial para avaliacdo da qualidade
da &gua, que permite conhecer as condic¢Bes de polui¢do e possiveis alteragcdes nos corpos
hidricos (MADONI; GHETTI, 1981; WIACKOWSKI, 1981; CZAPIK, 1982; HUL, 1987;
PRIMC, 1998; GROLIERE et al., 1990; SOLA et al., 1996; MADONI; BASSANINI,
1999; SOUZA; SPERLING, 1999; MADONI, 2005).

O presente estudo corrobora para a ampliagédo do conhecimento sobre a fauna de
ciliados em aguas continentais brasileiras. Entretanto, ainda € essencial aumentar o esforco
amostral no intuito de ampliar os dados sobre a diversidade biolégica de ciliados no Brasil,
visto que tais estudos podem contribuir para programas de biomonitoramento que visem a
conservacao, preservacao e recuperacdo de sistemas aquaticos. Além disso, por meio do
conhecimento de sua diversidade, é possivel conhecer as espécies existentes, o seu ciclo de
vida e estabelecer as melhores condicdes e formas de cultivo, bem como espécies

potenciais para serem utilizadas em testes ecotoxicolégicos como organismo-teste.

3.2 Caracterizacdo multidisciplinar de Euplotes cf. affinis (figs. 6-8, tab. 3)

Diagnose
Euplotideo de agua doce, medindo in vivo 40-70 pm x 24-28 um, corpo ovoide; zona

adoral de membranela (ZAM) ocupando 2/3 do comprimento do corpo, contendo entre 20-30
membranelas; nove cirros fronto-ventrais (CFV) localizados na regido anterior do corpo,
cinco transversos (CT), dois cirros caudais (CC) e dois cirros marginais (CM) localizados na
regido posterior do corpo; macronucleo é alongado e apresenta formato de trés e microndcleo
arredondado posicionado na extremidade frontal do macrondcleo; vacuolo contratil
posicionado direita do corpo préximo aos cirros transversos; argiroma dorsal com padrdo
double-patellae double-eurystomus e ventral com poligonos largos; cinécias dorsais nédo
observadas em detalhe.

Caracterizacdo morfoldgica e comparagao com congéneres

Corpo in vivo medindo 40-70 pm x 24-28 pum, formato ovoide com regido anterior
algumas vezes arredondada e regido posterior classicamente arredondada. Corpo

dorsoventralmente achatado, com razdo comprimento largura 2:1. Abertura do infundibulo
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triangular ocupando 1/3 a 2/3 do corpo. Regido dorsal contendo conspicuas cristas,
observadas in vivo em microscopio com contraste interferencial diferencial. Citoplasma
transparente e/ou ligeiramente esverdeado, com pequenos granulos corticais (2 um), bem com
pequenos granulos semelhantes a corpusculos lipidicos (1-2 pm) e varios vacuolos
alimentares na regido equatorial do corpo (3-4 um). Possui um vaculo pulsatil (6-7 pum)
posicionado sob cirros transversos. Locomocao rapida e rastejante comum em euplotideos.

Zona adoral de membranela (ZAM) ocupando 2/3 do comprimento do corpo e
contendo entre 20-30 membranelas. Membrana paraoral (7 pm) cotendo cinetossomos
arrajandos de forma irregular, finalizando préxima a zona adoral de membranelas.
Apresentam nove cirros fronto-ventrais (CFV) localizados na regido anterior do corpo, cinco
transversos (CT), dois cirros caudais (CC) e dois cirros marginais (CM) localizados na regido
posterior do corpo. Aparato nuclear composto por um macrontcleo alongado em formato de
trés, com inumeros nucléolos esféricos observados em organismos impregnados pelo
proteinato de prata e um micronlcleo arredondado posicionado em uma depressdo na
extremidade frontal/anterior do macronucleo. O sistema de linhas de prata (argiroma),
evidenciado pelo nitrato de prata, na regido dorsal em alguns espécimes foi double-patella e
outra parte dos espécimes impregnados double-eurystomus, ja na regido ventral observou-se
poligonos largos.

A espécie Euplotes affinis foi originalmente descrita por Dujardin (1841) e estudada
em detalhe por Curds (1974) e Foissner et al. (1992). No presente estudo foi caracterizada
uma populacdo com varias caracteristicas semelhantes aquelas apresentadas por Curds (1974)
e Foissner et al. (1992), entretanto, detalhes do argiroma dorsal, formato do corpo e posicao
de alguns cirros que compdem regido ventral diferem ligeiramente das outras populacdes,
assim sendo, utilizou-se cf. para ressaltar que sdo necessarias melhores evidéncias da
morfologia de espécimes impregnados pela prata para correta identificacdo da populacdo
encontrada no ribeirdo José Pereira (Figuras 6-7).

Segundo Tuffrau (1960), E.affinis possui grande semelhanca morfolgica com
Euplotes charon Muller (1773), e que macronucleo de E. affinis se assemelha com aquele das
espécies Euplotes harpaStein, 1959 e Euplotes plumipes(Stokes,1884). Curds (1974) ressalta
a grande similaridade entre E. affinis com E. moebiusii: 3-4 cirros caudais, macronucleo em
forma de trés, dulcicolas com predilecdo para ambientes enriquecidos organicamente e
semelhantes dimensdes corporal. Entretanto o autor ressaltou diferencas que distuinguem
estas espécies: numero de cirros fronto-ventrais, nimero de membranelas na zona adoral de
membranela e argiroma dorsal. Na tabela 4 sdo apresentados dados comparativos entre

Euplotes affinis e seus congéneres.
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Tabela 3 - Comparacéo entre Euplotes affins e seus congéneres.

- Ciliatura Segmentagéo . Sistema A . . x A
Espécies ventral dos EVG Tipo Silverline Género  Habitat Alimentacao Referéncias

agua Kuhl, 1932; Tuffrau, 1960; Curds, 1974; Dujardin,
E. affinis 9-5-2-2 3:3:3:2:1 eurystomus/patella double Euplotopsis  doce F 1841

agua Bonner, 1954; Wise, 1965; Shimomura, 1967; Ruffolo
E. eurystomus 9-5-2-2 3:3:3:2:2 eurystomus double Euplotoides  doce o] 1976;V0ss,1989

agua Hammond, 1937; Hammond et al., 1937; Chatton et
E. patella 9-5-2-2 3:3:3:2:2 eurystomus double Euplotoides  doce o] al., 1940; Voss, 1989
E.charon 10-5-2-(2-4) 3:3:3:3:2 charon double Euplotes  marinho *x Wang et al., 1995; Bi et al., 2000; Chen et al., 2010
E.moebiusi 10-5-2-2 3:3:3:3:2 charon multiplo Euplotes  eurialino B,D,F Klein, 1936, 1938, 1943
E.plumipes 9-5-2-2 3:3:3:2:2 eurystomus double Euplotoides ggléz . Hufnagel et al., 1967

Nota: considerando a sinonimia proposta por Curds (1975).Legenda: F=flagelados; O=onivoros; B=bactérias; D=diatomaceas (Foissner e Berger, 1996).
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Figura 5 - Euplotes cf. affinis in vivo, com destaque para vactolo contratil (1), cirrros fronto-ventrais (2),
zona adoral de membranela e macrondcleo (3), cirros transversos (4), cirros caudais e cirros marginais
(5). Barras:20um.
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Figura 6 - Euplotes cf. affinis impregnado pela prata a seco (1-2), DAPI (3) e protargol (4), evidenciando
plasticidade do argiroma dorsal (1-2) e aparato nuclear (3-4). Setas em (2) indicam cinetossomos das
cinécia dorsal. Legenda: MA= macronucleo, Ml=microntcleo.Barras:20um.

Euplotes affinis foi redescrito por Curds (1975) com um euplotideo medindo
entre 38 um x 26 pum, com nove cirros fronto-ventrais, cinco cirros transversos, 3-4
cirros caudais, 18-20 membranelas na zona adoral de membranela, macronucleo em
forma de 3, argiroma dorsal do tipo double-eurystomus, entretanto, Foissner (1992)
ampliou o estudo morfolégico desta espécie descrevendo a morfologia de uma
populacdo presente em amostras de agua doce na Austria. O autor ressaltou que o
argiroma dorsal de muitos espécimes possui padrdo double-patellae o que confere maior
variabilidade em relacdo ao numero de membranelas na zona adoral de membranela
(18-30).
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O género Euplotes possui em torno de 150 espécies, entretanto, apenas 70 sdo
consideradas validas (TUFFRAU et al., 2000; FOISSNER; AGATHA; BERGER, 2002;
LOBBAN et al., 2005; BERGER 2006; DAI; XU; HE, 2013), o que ressalta grande
polimorfismo apresentado por este grupo de ciliados. O aprimoramento das técnicas de
impregnacdo ao longo dos ultimos anos permitiu a descoberta e a redescricdo de
inimeras espécies desse grupo (PAN et al., 2012; CHEN et al., 2014; JIANG et al.,
2013). A taxonomia das espécies do género se baseia na forma e tamanho do corpo,
organizacdo e numero de cirros ventrais, forma do macrondcleo, numero de
membranelas na zona adoral de membranelas e tipo deargiroma dorsal (TUFFRAU,
1960; CARTER, 1972; CURDS, 1975; FOISSNER et al., 1991).Entretanto, autores
ressaltam que identificar um euplotideo ndo € uma tarefa facil visto a variacdo das
caracteristicas morfologicas e a insuficiéncia de descricGes originais para 0 grupo
(JONES; GATES, 1994), e apresentam como solucdo o cultivo em laboratorio e estudos
moleculares. Estudos moleculares tem se demonstrado bastante Uteis no estudo dos
ciliados, incluindo os euplotideos (FOISSNER; CHAO; KATZ, 2008).

Caracterizacdo molecular e posi¢ao filogenética

A sequéncia do gene SSU rRNA de Euplotes cf. affinis sera depositada no
GenBank (NCBI) e constitui a primeira informacdo molecular desta espécie. A
sequéncia possui 1900pb (pares de base), sendo que o contetdo de GC (guanina-
citosina) representa 43% desse total. O presente estudo apresenta pela primeira vez a
posicdo filogenética de Euplotes affinis (Figura 8).

Borror e Hill (1995) propuseram a reorganizacdo da familia Euplotidae
dividindo o grupo em quatro géneros: Euplotes Ehrenberg, 1830, Euplotopsis,
Euplotoides e Monoeuplotes Jankowski, 1979, usando como caracteristicas importantes:
namero de cirros fronto-ventrais, argiroma dorsal, presenca de endossimbiotes,
ambiente e presencade cristas dorsais. A proposta filogenética apresentada na figura 8
ndo recupera a clara separacdo do grupo em quatro géneros, entretanto, os géneros
Monoeuplotes (em azul) e Euplotoides (em vermelho) parecem constituir grupos
naturais, 0 que nao aconteceu com representantes dos géneros Euplotopsis e Euplotes. A
hipdtese filogenética sugere que Euplotes cf. affinis, designada como espécie-tipo do
género Euplotopsis, provavelmente constitui uma espécie do género Euplotoides, o que
pode ser corroborado pelo padrédo de argiroma dorsal (duble-eurystomus). A proposta

filogenética recuperada neste estudo ressalta a necessidade de investigar novas
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caracteristicas para separar grupos de euplotideos, visto que nimero de cirros fronto-
ventrais, habitat, argiroma e padrdo de morfogénese divisional paracem nao refletir

genuina divergéncia evolutiva em Euplotidae.
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Os géneros Monoeuplotes (10 FVC, argiroma single e marinhos) e Euplotoides (9 FVC,
argiroma double-eurystomus e todos de agua doce) foram recuperados na hipdtese apresentada,
entretanto, este estudo ressalta necessidade de investigar novas caracteristicas para separacdo dos
géneros dentro da familia Euplotidae.Dentre as espécies que possuem esse tipo de padrdo no
sistema Silverline estdo: Euplotes aediculatus, E.daidaleos, E.eurystomus, E.patella, E.woodruffi e
E. plumipes (HAMMOND, 1937; HAMMOND; KOFOID, 1937; CHATTON et al,
1940;BONNER, 1954; WISE, 1965; DILLER; KOUNARIS, 1966; HUFNAGEL; TORCH, 1967,
SHIMOMURA, 1967; DILLER, 1974; RUFFOLO, 1976; WATANABE, 1982; VOSS, 1989;
FLEURY, 1991a, b; PANG; WEI, 1999). A presente proposta sugere ainda nova combinagdo para
espécie Euplotoides affinis n. comb.
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CAPITULO Il

INVESTIGACAO DO USO POTENCIAL DE CILIADOS (PROTISTA, CILIOPHORA) EM
ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS: CURVA DE CRESCIMENTO E EXPOSICAO
AGUDA

RESUMO: A comunidade de protozoarios é considerada 6tima bioindicadora de qualidade de
agua. Neste sentido, foram realizados ensaios preliminares de efeito agudo (24 h de exposi¢éo) com
duas espécies de ciliados: Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 e Paramecium bursaria
Ehrenberg, 1831, com intuito de investigar a potencialidade destas duas espécies atuarem como
organismos-teste. Para tanto, inicialmente, estas espécies foram cultivadas em laboratério em meio
Cerophyl e estabelecidas as devidas curvas de crescimento. Posteriormente, organismos adultos
foram expostos a duas substancias de referéncia: NaCl e NH4CI. Os resultados demonstraram, por
meio da construcdo da curva de crescimento, que ambas as espécies sdo facilmente cultivaveis em
condicdes laboratoriais e apresentam guantidade suficiente de organismos em um curto periodo de
tempo para ser utilizada em ensaios ecotoxicologicos. ApOs exposicdo aguda a diferentes
concentracdes de NaCl e NH,CI, P. caudatum se mostrou mais tolerante enquanto que P. bursaria é

mais sensivel as duas substancias.

Palavras-chave: Ciliophora, concentracdo letal, Paramecium, substancias de referéncia,
sensibilidade.

1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, 0s ecossistemas aquaticos tém sido alterados em diferentes escalas
como consequéncia negativa de atividades antropicas. A constante preocupacao para esta questao
tem requerido constante investimento em estudos para avaliar e manter a qualidade dos recursos
hidricos (COELHO, 2006). A deteccdo dos impactos depende de estudos das comunidades
bioldgicas, associada a evolucdo da diversidade de habitats e a mensuracdo de parametros abidticos
(POMPEU; ALVES; CALLISTO, 2005; CASATTI et al., 2006).

Indicadores bioldgicos tém sido utilizadis em programas de monitoramento da qualidade de
agua por um longo periodo de tempo, 0 que permite a mensuracdo dos efeitos antropogénicos nos
ecossistemas aquaticos (CALLISTO; MORETI; GOULART, 2001; CAMARGO; ALONSO; DE
LA PUENTE, 2004). Os poluentes presentes nos corpos d’agua podem afetar os organismos vivos
de duas formas: sendo toxicos diretamente ou causando mudancgas adversas no habitat (SMITH,
1986). Os organismos em um ecossistema apresentam diferentes niveis de tolerancia aos efeitos dos
poluentes toxicos que estdo condicionados ao grau de exposicdo de cada organismo, a sua

susceptibilidade aos agentes tdxicos, ao ciclo de vida, entre outras causas (ALLOWAY, 1993;
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BRITISH, 1991).

Estudos ecotoxicoldgicos sdo realizados para se avaliar a capacidade inerente do agente
toxico em produzir efeitos adversos nos organismos vivos. Sendo assim, a avaliacdo da toxicidade
de varios compostos pode ser feita por meio dos organismos-teste, que sdo usados como modelos
das respostas de outros seres vivos a esses compostos, devido a relacdo trofica existente
(ZAGATTO, 2006). No Brasil, a primeira iniciativa de utilizacdo de métodos ecotoxicoldgicos se
deu em 1975 por meio de um programa que visava padronizar testes de toxicidade aguda em peixes,
desenvolvido pelo Comité Técnico de Qualidade das 4guas da CETESB, e no ano 2000, fundou-se a
Sociedade Brasileira de Ecotoxicologia (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

O conhecimento da biologia e fisiologia de espécies que podem ser utilizadas em testes
ecotoxicoldgicos é essencial para a padronizagdo de protocolos, que contribuirdo para a mensuragao
dos impactos ambientais em ecossistemas aquaticos (ANDRADE, 2003; SARMA et al., 2005;
BIANCHI et al., 2010).

Os protozoérios ciliados sdo numerosos em ambientes aquaticos e em todos os tipos de
sistemas de tratamento bioldgico de agua e esgoto (MADONI; DAVOLI; CHIERICI,1993;
MADONI et al., 1996; AMANN et al., 1998). O estudo da sensibilidade destes organismos a um
grande numero de substancias toxicas pode fornecer um padrdo de medida para identificar a
intensidade e o potencial de danos ecoldgicos causados por descargas antropogénicas de poluentes
nas aguas de superficie (MADONI; ROMEO, 2006). Conhecer a diversidade e a estrutura funcional
destas comunidades permite avaliar os efeitos que as atividades antrdpicas possuem sobre o
ecossistema, a heterogeneidade das espécies e o equilibrio da dinamica da cadeia alimentar. Neste
contexto, os experimentos com ciliados tornam-se uma ferramenta valiosa para se inferir sobre os
possiveis distrbios provocados por agdes antropogénicas nos ecossistemas aquaticos
(FERANDEZ-LEBORANS; NOVILLO, 1995). Na presente proposta foram isoladas duas espécies
de ciliados do género Paramecium encontradas no ribeirdo José Pereira que se mantiveram em
meios de cultivo especificos para contrucdo de suas respectivas curvas de crescimento e realizacao

de ensaios preliminares de exposic¢éo aguda.

2 METODOLOGIA

2.1 Curvas de crescimento

Para realizacdo da curva de crescimento as espécies Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833
e Paramecium bursaria Ehrenberg, 1831 foram mantidas em placas de polipropileno de 24 pogos
contendo 0,75 mL de meio Cerophyl (SONNEBORN, 1957) (detalhes no anexo D). Cinco ciliados

de cada espécie foram isolados do meio de cultivo, usando micropipetas fabricadas no laboratorio, e
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inseridos em cada poco, sendo utilizadas cinco repeticdes para cada espécie de ciliado. As amostras
foram mantidas em camara incubadora BOD a 27°C.

O crescimento dos organismos foi acompanhado em intervalo de 24 h durante o periodo de
cinco dias. Em cada intervalo de 24 h, ciliados de um pogo foram fixados em Bouin aquoso para
posterior quantificacdo em uma camara de Sedgewick-Rafter (VELHO et al., 2013). Para a
construcdo da curva de crescimento foram realizados célculos de média aritmética do nimero de

organismos encontrados diariamente e o devido desvio padréo.

2.2 Ensaios ecotoxicoldgicos

As espécies Paramecium caudatum e P. bursaria foram aquelas que melhor se mantiveram
no meio de cultura Cerophyl e, portanto, foram selecionadas para realizacdo dos testes. A literatura
utiliza &gua mineral para cultivar os organismos que serdo posteriormente utilizados nos testes,
porém, esta ndo se demonstrou satisfatério para obtencdo de grande quantidade de organismos, ja o
meio Cerophyl (SONNEBORN, 1957), utilizado em cultivos de organismos que se alimentam de
bactérias, foi eficiente para obtencdo de grande quantidade das espécies (P.caudatum e P.bursaria).

Os ensaios ecotoxicologicos foram realizados com a substéncias de referéncia NaCl nas
concentragdes 1, 2, 3, 4 e 5 mg L™t e NH,CI a 10, 25, 50, 100 e 250 mg L™, além do tratamento
controle, sendo estas escolhidas com base na literatura. Foram feitas cinco repeticdes para cada
concentracdo utilizada.

Os testes foram realizados em placas polipropileno de 24 pogos contendo 180uL do meio de
cultura Cerophyl sem bactéria e 20uL da solucdo a ser testada de acordo com a concentracgdo final
desejada. Foram inseridos dez protozoérios ciliados, sendo estes transferidos para as placas com
auxilio de micropipetas de vidro confeccionadas em laboratorio.

As placas foram mantidas em incubadora BOD com fotoperiodo 12/12 h a 25°C, e os
organismos ndo foram alimentados durante os testes. Os valores de mortalidade foram obtidos ap6s
exposicdo aguda (24 h). Os organismos imoOveis ou ndo observados em cada poco foram
considerados mortos. Para obtencdo da CL50% (concentracao letal a 50% da populacgéo) utilizou-se
0 método Probit (BLISS, 1934a, 1934b e 1935) onde o valor de P- igual a zero com um intervalo de

confianca de 95%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curvas de crescimento
Na figura 1 estéo apresentadas as curvas de crescimento das espécies Paramecium caudatum e

P. bursaria mantidas em meio Cerophyl por cinco dias consecutivos.

Curva de crescimento
205 -
Log LTog
3 155 - ‘
E
3
o)
€ 105 - T
= ] — P caudatum
% P. bursaria
O 55 =
5 T T 1
0 1 2 3 4 5
Dias

Figura 1 - Curva de crescimento médio de Paramecium caudatum e Paramecium. bursaria cultivados em meio
Cerophyl (SONNEBORN, 1957) a 27°C.

As curvas apresentadas para as duas espécies ressaltam que em Paramecium caudatum sao
necessarios cerca de dois dias para triplicar a quantidade de ciliados, enquanto em P. bursaria sao
necessarios cerca de quase trés dias. Os resultados ressaltam que ambas as espécies se multiplicam
em quantidades suficientes para uso nos ensaios ecotoxicoldgicos, visto a necessidade de grande
nimero de organismos utilizado nestes ensaios, com melhor desempenho para P. caudatum.

A fase log € considerada 0 momento em que 0s organismos crescem em velocidade maxima
diante da disponibilidade de alimento e de condi¢fes adequadas para a sobrevivéncia. Segundo
Tortora et al. (2000) a fase log é caracterizada pelo inicio do processo de divisdo, periodo de
crescimento logaritmo, isto €, momento em que a reproducdo celular se encontra extremamente
ativa e sensivel as mudancas ambientais. Estudos recentes usando Paramecium caudatum, Alves
(2010) e Miranda e Martins (2013) demonstraram a importancia de se estabelecer as melhores
formas de cultivo em laboratdrio com intuito de se obter maior quantidade destes organismos em
um curto periodo de tempo e conhecer a fase ideal do crescimento para posterior utilizagdo em

testes ecotoxicoldgicos.
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3.2 Ensaios ecotoxicoldgicos
Os resultados da mortalidade das espécies P. caudatum e P.bursaria apos exposi¢ao aguda a
NaCl e NH,CI estdo representados nas Figuras 2, 3, 4 e 5. Os dados ressaltam que a espécie P.

caudatum é mais tolerante e P. bursaria mais sensivel a exposicdo de NaCl (figuras 2 e 4) e NH,CI
(figuras 3 e 5).
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Figura 2 - Valores médios (DP) de mortalidade para Paramecium.caudatum ap6s exposicdo aguda (24 h) ao NaCl.
DP=desvio padréo.

Paramecium caudatum (NH,CI)
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Figura 3 - Valores médios (DP) de mortalidade para Paramecium.caudatum apos exposi¢do aguda (24h) de NH,CI.
DP=desvio padrao.
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Paramecium bursaria (NaCl)
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Figura 4 - Valores médios (DP) de mortalidade para Paramecium bursaria ap6s exposicdo aguda(24 h) NaCl.
DP=desvio padréo.
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60 -

50 -
33
~ 40 .
S
S 30 -
s
520 -

0 - T T T T T 1

10 25 50 100 250 C
Concentracdo (mg L)

Figura 5 - Valores médios (DP) de mortalidade para Paramecium.bursaria apds exposicdo aguda (24 h) ao NH,CI.
DP=desvio padrdo.

Os valores da CL50 encontrados para as espécies de ciliados P.caudatum e P.bursaria estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentracdo letal encontrada a partir do método de Probit (BLISS, 1934a, 1934b e
1935).

Espécies NaCl (mg L™) NH,CI (mg L™)
P. caudatum 216 866
P. bursaria 52 254
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Os dados preliminares de CL50 obtidos neste estudo ressaltam a necessidade de se ampliar
testes usando concentracGes acima dos valores de CL50 encontrados e expor estas duas potenciais
espécies em mais ensaios ecotoxicologicos com outras substancias ainda ndo testadas. Embora P.
caudatum e P. bursaria ja tenham sido utilizados em testes de toxicidade (MADONI, 2000;RA0;
HUSSAIN, 2010; MANSANO et al., 2016) os resultados deste estudo usando, meio de cultivo mais
eficiente, ressaltam grande potencial de uso deste meio para testes com outras espécies de ciliados
bacterivoros.

Estudos ressaltam a sensibilidade e potencial da espécie Paramecium bursaria como
indicadora de qualidade ambiental em ensaios ecotoxicoldgicos (MADONI, 2000; XU et al., 2005;
WANICK et al., 2008). Em estudo expondo P. bursaria a diferentes concentracGes de niquel,
Madoni (2000) ressaltou a grande sensibilidade desta espécie bem como seu potencial como
bioindicadora. Xu et al. (2005), avaliando tolerancia a amonia e nitritos de algumas espécies
ciliados de &gua doce, destacaram elevada sensibilidade de P. bursaria. O valor de CL50
encontrado para amonia neste estudo para P. bursaria foi de 72,86 mg L™ apds um periodo de 12 h
de exposicdo. Os autores explicaram, ainda, que ciliados predadores de bactérias desempenham um
importante papel na manutencdo da qualidade da agua em ambientes aquaticos onde ha elevado
nivel de aménio, tal como ocorre em estacBes de tratamento de esgoto. Wanick et al. (2008)
determinaram o efeito agudo de P. bursaria frente a exposicdo em diferentes concentracfes de
cadmio destacando elevado potencial desta espécie como organismo-teste.

A espécie Paramecium caudatum também tem sido alvo de diversos estudos sobre ciclo de
vida e ensaios ecotoxicologicos (MADONI; ESTEBAN; GORBI, 1992; RAO; HUSSAIN, 2010;
MIRANDA; MARTINS, 2013; MANSANO et al., 2016) visto sua ampla distribuicdo geogréafica
em ambientes dulcicolas e facilidade de cultivo, sendo organismos modelos usados em diversas
pesquisas. Dos estudos que utilizaram P. caudatum em testes ecotoxicoldgicos destaca-se 0
trabalho realizado por Madoni, Esteban e Gorbi (1992), em que P. caudatum demonstrou ser a
espécie mais tolerante as diferentes concentracdes de zinco dentre sete espécies de ciliados
coletadas em estacdes de tratamento de esgoto expostas ao metal. Rao e Hussain (2010) observaram
deformidades (inchago, deformacdo no vacutolo contrétil, escurecimento de citoplasma) na espécie
P.caudatum quando exposta a diferentes concentra¢es de um pesticida (monocrot6fos). Miranda e
Martins (2013), apds padronizagdo do cultivo e realizacdo da curva de crescimento de P. caudatum,
expuseram esta espécie a diferentes concentracdes de dezessete metais de ions cloreto e nitrato de
prata e verificaram grande sensibilidade deste ciliado aos metais testados e uma maior toleréncia ao
litio. Os autores sugerem gue novos estudos sdo necessarios a fim de se estabelecerem com maior
precisdo, as faixas de mortalidade e tolerancia desta espécie. Mansano et al. (2016) avaliaram 0s

efeitos toxicos de dois herbicidas (formas pura e comercial) sobre ciliados da espécie P.caudatum.
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Os testes indicaram que a toxicidade da férmula comercial foi mais toxica do que a sua forma pura,
e autores recomendaram inclusdo destes micro-organismos em futuros estudos ecotoxicoldgicos.

As substancias de referéncia mais usadas em estudos com ciliados s&o NaCl e KClI, visto que
garantem a qualidade analitica dos efeitos agudos e determinam confiabilidade dos testes
(BOHRER, 1995; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). De acordo com Knie e Lopes (2004) o
cloreto de sodio € uma substéncia quimicamente estdvel na &gua e atua nos mecanismos de
osmorregulagdo. Em concentracdes elevadas, mesmo ndo sendo considerada uma substancia
potencialmente tdxica, pode causar problemas na osmorregulacdo, tornando as espécies que
realizam este mecanismo mais vulneraveis, podendo assim, prejudicar a sua reproducdo e
sobrevivéncia (UTZ, 1994). Os testes com NaCl demonstraram que P. bursaria é mais sensivel que
P. caudatum, entretanto, dados apresentados neste estudo para P. caudatum ressaltam necessidade
de novos testes com maior nimero de réplicas para melhor acuracia dos testes futuros com outras
substancias usando esta populacdo de P. caudatum.

A maioria dos estudos presentes na literatura que informam os efeitos da amonia em
organismos aquaticos utilizam peixes (ARTHUR et al., 1987; CONNON et al., 2011; CAMPOS et
al., 2012; BALDISSEROTTO et al., 2014; SCHRAM et al., 2014), crustaceos (CHINNI; KHAN;
SARMA; MANGAS-RAMIREZ, NANDINI, 2003; DUTRA et al., 2016), moluscos, insetos
(ZHEN; LEUNG, 2015) para realizagdo de testes ecotoxicoldgicos. Os estudos que avaliam a
toxicidade da amonia sobre a comunidade de protozoarios ciliados sdo escassos, 0 que leva a
necessidade da realizacdo de testes, visto que a presenca da amoénia nos ambientes aquaticos é
evidente. A aménia é considerada um dos poluentes mais importantes presentes nos ambientes
aquaticos provenientes de fontes naturais, decomposicdo de material organico, excre¢des animais e
fontes antropogénicas, resultante de polui¢do industrial, efluentes doméstico, urbano e sedimento
contaminado (THURSTON; RUSSO, 1986; MARTIN; FEDERICO, 2001; ABEL, 2000;
SPENCER et al., 2008). As concentracfes variam de acordo com a temperatura e o pH da agua,
podendo elevar os valores da forma néo ionizada (NH3) e diminuir a forma ionizada (NH,*), sendo
ambas as formas toxicas para os organismos nos ambientes aquaticos (CAMARGO; ALONSO,
2006). Estudos comprovam que a forma nédo ionizada é mais toxica para 0s organismos aquaticos
devido a sua capacidade de difundir através da membrana celular, causando danos no epitélio
branquial de peixes, prejudicando trocas gasosas, alterando mecanismos osmorregulatérios de
crustdceos e pode até mesmo ser letal para outros invertebrados menores (PASSEL; DAHM;
BEDRICK, 2007; IP; CHEW, 2010; CHEN et al.,, 2011; KLIMEK et al., 2012; ROMANO;
DUTRA et al., 2016). As alteracbes causadas aos organismos aquaticos pela exposi¢do a amonia
pode indicar o nivel desse estresse no ambiente aquatico (SMITH; TILMAN; NEKOLA, 1999;

ISRAELI-WEINSTEIN; KIMMEL, 1998).
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Puigragut et al. (2005) realizaram testes de toxicidade sobre efeitos do nitrogénio amoniacal
sobre a microfauna presente em estacOes de tratamento de esgoto por lodo ativado. O estudo
demostrou que a capacidade de resisténcia dos ciliados a toxicidade do nitrogénio amoniacal deve
ser reavaliada para que o monitoramento em sistemas de tratamento de esgoto seja mais eficiente,
visto que algumas espeécies sdo sensiveis as concentracfes de nitrogénio amoniacal geralmente em
excesso nestes sistemas de tratamento. Klimek et al. (2012) utilizaram duas espécies de
protozoarios ciliados Stentor coeruleus e Coleps hirtus isolados a partir de estacGes de tratamento
de aguas residuais de lodo ativados em testes ecotoxicoldgicos utilizando nitrogénio amoniacal. Os
valores de CL50 encontrados para as espécies Stentor coeruleus e Coleps hirtus foram 43,03 mg L™
e 441,12 mg L 'respectivamente. O estudo demonstrou que o ciliado Stentor coeruleus foi mais
sensivel a exposicdo, considerado um étimo bioindicador de qualidade de agua.

O presente estudo mostra elevada sensibilidade das duas espécies ciliados (P.caudatum e
P.bursaria) a niveis de NH4Cl e ressalta necessidade de trabalhos futuros detalhados sobre efeito da
amoOnia sobre outras espécies de protozoarios ciliados, espécies estas com importancia na eficiéncia
de estacdes de tratamento de esgoto, tal como P. caudatum, bem como no controle das populactes
bacterianas em diversos sistemas naturais.

A liberagdo da amonia no ambiente aquéatico é controlada por meio de normas e critérios
pré-estabelecidos no intuito de proteger e conservar 0 ambiente e 0s organismos nele presentes. Em
governos como o da Nova Zelandia e Austrdlia o controle é realizado por meio do conjunto da
qualidade da 4gua (WQG) onde o valor permitido é de 30mg/L de nitrogénio amoniacal total em pH
8.0, 0 que garante a protecdo de 95% das espécies (ANZECC; ARMCANZ, 2000). No Brasil este
controle é feito por meio da Resolugdo CONAMA 357/2005, sendo que o valor de nitrogénio
amoniacal total permitido em parametros inorganicos na agua doce varia de acordo com o valor do
pH: 13,3 mg L™ N (pH < 7,5), 5,6 mg L™t N (7,5 < pH < 8,0), 2,2 mg L™N (8,0 < pH < 8.,5); 1,0
mg L™t N (pH > 8,5). A complexidade dos compostos presentes nos ambientes aquaticos e a
interacdo dos mesmos induzem a necessidade de se caracterizar os efeitos biologicos através de
andlises fisicas, quimicas e ecotoxicoldgicas, o que permite a avaliacdo do risco ambiental de
maneira mais eficiente (BERTOLETTI, 1990; PINHEIRO, 2010).

O uso de protozoarios ciliados como organismos-teste em programas de biomonitoramento
demonstra o grande potencial desses organismos para avaliacdo da qualidade da agua (FOISSNER,;
BERGER, 1996; MADONI; ROMEO, 2006; MADONI, 2000; MANSANO et al., 2016). Sua
importancia na cadeia tréfica, o facil cultivo e manutencéo em laboratorio, a estabilidade genética, a
ampla distribuicdo geogréfica, o seu curto ciclo de vida permitem a deteccdo de impactos em curta
escala de tempo, a capacidade de responder a alteragbes no perfil quimico, a sensibilidade a

dosagens muito pequenas de contaminantes caracterizam estes micro-organismos Ccomo
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organismos-teste e os classificam como bioindicadores de qualidade de agua (SPARAGANO;
GOILIERE, 1991; PICCINNI; GUTIERREZ, 1995). No anexo A estdo listadas as espécies de
protozoarios ciliados ja utilizadas em testes ecotoxicoldgicos.

Visto a necessidade de aumentar os estudos que avaliem os efeitos de substancias
encontradas nos ecossistemas aquaticos sobre a comunidade de protozoarios ciliados, o presente
estudo contribui para ampliacdo do conhecimento das espécies de protozodrios ciliados potenciais
que podem ser utilizados como organismo-teste, bem como seu ciclo de vida, cultivo de espécies
em laboratorio e as faixas de mortalidade em testes preliminares de toxicidade, a fim de
estabelecerem critérios para mensuracdo de danos causados pelos impactos gerados nos sistemas

aquaticos.

Consideracoes finais:

As perturbacdes que afetam o0s ecossistemas aquaticos provenientes das atividades
poluidoras (despejos industriais e domeésticos, acidentes e crimes ambientais) sdo consideradas
problemas mundiais que merecem a aten¢do de programas de conservacao. Avaliar a qualidade da
agua exige estudos que permitam identificar e mensurar os efeitos causados pelas alteracdes
antrdpicas no intuito de proteger os sistemas aquéticos e as comunidades bioldgicas, além do que, a
protecdo dos sistemas aquaticos afetam o desenvolvimento e a economia do pais. Os  protozoarios
ciliados disp6em de caracteristicas que os classificam como 6timos bioindicadores de qualidade de
agua e sdo capazes de refletir os efeitos causados pelas atividades poluidoras que afeta os
ecossistemas aquaticos.

A ecotoxicologia é uma ferramenta valiosa para avaliar a qualidade da dgua e mensurar 0s
efeitos das atividades poluidoras sobre os ecossistemas aquaticos e pode fornecer padrbes de
medida para identificacdo da intensidade e do potencial dos danos causados pelos poluentes. Diante
do exposto, o presente estudo confirma que as espécies de ciliados P.bursaria e P. caudatum sdo
considerados 6timos indicadores de qualidade de &gua e elucida a necessidade de se aumentar o
esforco amostral quanto ao conhecimento da diversidade biol6gica de protozoarios ciliados em
sistemas l6ticos brasileiros. Além disso, demonstra a necessidade de aperfeicoamento dos estudos
que fornecam informacgdes mais completas sobre os ciliados utilizados como organismos-teste, tais
como as melhores condi¢cdes e formas de cultivo em laboratorio e construcdo da curva de
crescimento para posterior uso em testes ecotoxicoldgicos. Em uma perspectiva futura, aprimorar e
refinar os testes ecotoxicologicos utilizando protozoarios ciliados de forma a se conhecer com
maior precisdo as faixas de mortalidade (CL50) permitira a padronizacdo de protocolos que servirdo

de ferramenta para mensuracdo dos danos causados nos ecossistemas aquéticos, contribuindo para
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programas de monitoramento que visem a recuperacdo, conservacdo e protecdo dos ecossistemas

aquaticos.
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APENDICE A

Lista de protozoérios ciliados utilizados em testes ecotoxicologicos:

Protistas ciliados

Referéncias

Aspidisca cicada [3];[5]
Aspidisca lynceus [5]
Blepharisma americanum [3]
Carchesiumsp. [5]
Coleps hirtus [14]
Chilodonella uncinata [5]
Colpidium campylum [3]
Colpodium colpoda [6];[71
Dexiostoma campylum [6]
Dexiotricha granulosa [7]
Drepanomonas revoluta [5];[9]
Epistylissp. [5]
Euplotessp. [5]
Euplotes aediculatus [7]
Euplotes affinis [3]
Euplotes crassus [16]
Euplotes patella [3]
Euplotes vannus [8];[16]
Glaucoma scintillans [6]
Halteria grandinella [7]
Loxodes striatus [6]
Opercularia coarctata [5]
Opercularia minima [5]
Oxytricha fallax [13]
Paramecium bursaria [6];[12]
Paramecium caudatum [3];[6];[10];[211];[13];[15]
Paramecium putrinum [6]
Podophryasp. [5]
Spirostomum teres [31;[4];[6]
Stentor coeruleus [14]
Tetrahymena pyriformis [2]
Tokophrya quadripartita [5]
Trochilia minuta [5]
Uronema marinum [1]
Uronema nigricans [3]:[9]
Vorticella convallaria [5]
Vorticella octava [5]
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