Y
me

Rotina para quantificacao rapida da densidade da
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{ INTRODUCAO

A avaliacao da composicao e densidade de cianobactérias em ambientes aquaticos € importante | 2 .»
para 0 monitoramento da qualidade da agua, pois estes microorganismos possuem amplas N ol S
estratégias adaptativas, potencial desenvolvimento de floracdes e producao de cianotoxinas, que S
podem causar desequilibrio a esses ecossistemas. Para a obtencao de dados relacionados ao ‘ N ‘
fitoplancton, do qual as cianobactérias fazem parte, sao utilizadas técnicas microscopicas que
demandam estudos altamente especializados e elevado tempo para a obtencao de resultados.
Recentemente, téecnicas automatizadas para a determinacao da densidade algacea comecaram
a ser utilizadas. Uma destas tecnicas € um equipamento de fluxo continuo, denominado . 3
FlowCAM, que determina instantaneamente o numero, tamanho e forma das particulas A &
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Desenvolver uma rotina para quantificacao rapida da espécie de cianobactéria Planktolyngbya Fig. 1. Lagoa Mangueira, RS, Sistema Hidrologico do Taim (SHT).
contorta, atraves do FlowCAM, comparando essa guantificacdo com a do metodo de microscopia

tradicionalmente utilizado.

[ MATERIAL E METODOS ]

Foram utilizadas amostras mensais coletadas na sub-superficie da agua ao longo do ano de
2013, na zona pelagica da lagoa Mangueira, RS. A lagoa Mangueira € uma grande lagoa
costeira situada no sul do Rio Grande do Sul, Brasil, que possui uma profundidade media de 2,6
m, com 90 km de comprimento e 3-10 km de largura (Fig. 1). As amostras foram fixadas com
solucao aquosa de formalina a 3-5%. Para a quantificacao da densidade da P. contorta pelo
metodo tradicional (Utermohl — 1958), foram colocados 2 ml de cada amostra em camaras de
sedimentacao, com tempo de sedimentacao de 2 horas, sendo a contagem realizada com auxilio
de microscopio invertido (Fig. 2). Ja as aliqguotas amostrais de 2 ml quantificadas pelo FlowCAM
(Version 3.2, May 2012; VisualSpreadsheet® 3.4, Portable; Fig. 3) passaram por uma célula de
fluxo, onde sao identificadas automaticamente pelo equipamento. Apos essa identificacao, foram
criados e testados filtros que fazem com gue o software do equipamento identifiqgue somente a
espécie pretendida, no caso, P. contorta, como medidas de tamanho, compacidade, circularidade,
alongamento, dentre outros. Para testar diferencas significativas entre os métodos tradicional e
FlowCAM foi utilizado o teste estatistico Mann-Whitney, e para diferencas entre os metodos e 0s
meses amostrados fol utilizado o teste estatistico multivariado MANOVA. Para analise dos
resultados encontrados atraves do FlowCAM foi realizado o seguinte roteiro (Fig. 4):

Fig. 3. Equipamento automatico de fluxo continuo,
FlowCAM.

Fig. 2. Invertido e camaras de

Microscopio
sedimentacao de 2 ml, 5 ml e 10 ml, respectivamente.

{ RESULTADOS E DlscussAo]

Foram observadas diferencas significativas entre os métodos tradicional e FlowCAM (P = 0,002).
Foram observadas, tambem, diferencas significativas entre o FlowCAM e 0s meses amostrados

1) Cada amostra foi quantificada pelo FlowCAM e forneceu um banco de imagens com dados (P =0,01). Nao foram observadas diferencas significativas entre os meses e os demais metodos
brutos, ou seja, além da P. contorta foram identificadas outras espécies de algas (P > 0,05) (Tradicional, FlowCAM manual com filtro e FlowCAM manual sem filtro). Nos meses
de maio e novembro nédo foram encontrados individuos pertencente a especies estudada pelo

FlowCAM.

Densidade algacea total da amostra identificada através do FlowCAM _ L _ _ . A )
Foi necessario criar um filtro especifico para cada mes, conforme observado na tabela 1. Ate o

momento, os melhores resultados foram obtidos, utilizando-se os filtros: diametro e simetria, que
nao foram selecionados apenas para a identificacao da espécie no més de janeiro/2013.

Janeiro Fevereiro Marco Abril Junho Setembro Outubro
Circularidade Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro
Compacidade Perimetro Simetria Simetria Simetria Simetria Simetria
2) Foi adicionado um filtro criado para a identificacdo da P. contorta pelo FlowCAM PARAMETROS Convexidade Largura Ch2/Ch1 AIEE

Gradiente de
borda
Espessos
geodésicos

Determinacao da densidade de P. contorta usando o filtro selecionado .
Comprimento

Tabela 1. Filtros utilizados na identificacao da P. contorta pelo FlowCAM para cada um dos meses amostrados
ao longo do ano de 2013 na Lagoa Mangueira, RS. Legenda: Ch2/Chl: divisao entre o valor maximo de
florescéncia de duas medicoes.

Como se pode observar, ainda nao foi possivel criar um filtro padréo para identificacao da P.
contorta pelo FlowCAM e, com isso, finalizar a rotina de identificacao rapida, confiavel e
eficiente dessa espécie para a Lagoa Mangueira.

Diferente do resultado encontrado neste estudo, o FlowCAM ja mostrou excelente precisdo em
estimativas de abundancia, espectros de tamanho e densidade da comunidade fitoplanctonica
guando comparados com o0s resultados obtidos por analise microscopica tradicional das
mesmas amostras (Alvares et al. 2014; Wang et al. 2015).

No entanto, a maioria dos estudos realizados foram utilizadas amostras vivas e retiradas de
cultivos unialgais (Dashkova et al. 2016). Alem disso, corantes, como vermelho neutro, azul de
Evans, azul de tripan e SYTOX Green ja foram utilizados para uma melhor identificacao dos
iIndividuos (Matiello et al. 2014).
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3) Selecao manual dos individuos de P. contorta tanto na amostra com o filtro quanto na
amostra sem o filtro

Densidade de P. contorta alcancada
manualmente, apos utilizacao do filtro

Densidade de P. contorta alcancada
manualmente sem a utilizacao do filtro

Fig. 4: Roteiro esquematico para demonstrar a analise dos resultados encontrados atraves do FlowCAM.
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