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CONSIDERACOES SORBRE METODOLOGIAS DE CONTAGEM DE ALGAS DO
PERIFITON

e
BICODG, D.C.

RESUMO

Este trabalho & uma sintese dos métodos mais
usualmente empregados na contagem de algas do perifiton.
Inclui métedos "in situ® e do material removido do
substrato, bem como técnicas de separagdo. Sio feitas
algumas consideragoes scbre as vantagens e desvantagens dos
métodos, sobre fixacio do materiml em fungdo da metodologia
de quantificagio e socbre a determinagdo de limites de

contagem. Finalmente, algumas sugesties gerais sdo
apresentadas no sentido de, na medida do possivel, minorar
caertasg deguniformidadas a/fou nortear OH estudos

guantitativos dessa comunidade.

ABSTRACT - SOME CONSIDERATIORS ON THE EHUMERATION METHODS
FOR PERIPHYTIC ALGAE

This article synthesizes the most common methods
for the enumeration of peariphytic algae. It includes "in
aitu” and removal methods, as wall as geparation
technigques. Considerations both for and against each
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mathod, on the fixation of the material in relation to the
guantitative procedure adopted, and on the establishment of
an enumeration limit are presented. Finally, a few general
suggestions are, as far as possible, presented aiming at
decreasing of certain unevennesses and/or guliding of +the
quantitative studies of the periphytic community.

INTRODUCAD

Em oposiciaoc a metodologia de contagem de
comunidades fitoplancténicas, raros s8o o©s trabalhos gue
fazem uma avaliacio critica das fontes e da magnitude de
erros dos métodos empregados no estudo das comunidades de
algas do perifiton. E esta situagdo & particularmente
agravada pela exist&ncia de inumeros métodos diferentes na
guantificagac desta comunidade.

SLADECKOVA (1962) ja havia salientado a
importéancia, para a limnologia em geral, de trabalhos
aestatisticos comparativos sobre as distintas metodologias.
Entretanto, muito pouco foi felto neste sentido e novos
méteodos continuaram a ser propostos, ainda recentemente.

Ezta situagido atual e fruto da histéria
relativamente recente dos estudos schre perifiton em

relagdo a do fitoplancton e, principalmente, dos varios

problemas inerentes a analise de uma comunidade tao
complexa e haterogénea,

Uma revisaoco mais ampla sobre a metodologia
empregada no estudo do perifiton foi feita por SLADECKOVA
11962) . Maiszs recentemente, DELEBECQUE (1985) fez uma

avaliagfo de determinados métodos e técnicas de remocio com
base no estudo do perifiton de Nuphar fufea (L.) Smith e

Nuymphaea afba L. Apesar des trabalhos acima, informactes
importantes e especificas sobre a contagem desta comunidade
encontram-se dispersas em literatura, ou naoc-publicadas.
Este fato, juntamente com a inexisténcia de bibliografia
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nacional no assunte, levaram & realizagdo deste trabalho.
Devido & amplidic dc tema, pretende-se apresentar apenas oOs
métedos gue vém sendo mais usualmente empregados no estudo
das algas do perifiten, com os saus problemas, vantagens e
desvantagens. Fogem de presente objetivo as gquastdes
relacionadas com oe procedimentos de coleta e amostragem.

OBSERVACAC DO MATERIAL

Ji de inleioc, o primeirc problema reside na
observagio de uma comunidade gue sa desenvolve aobre
substratos tic heterogénecs, de diferentes espessuras e

Areas, vivos e inertes. Duas possibilidades existem,
dependendo das condigdes particulares: o exama *"in situ" do
material, diretamente sobre o substrato, ou apbs sua
remocac.

METODOS “IM SITO"

0 exame "in situ" tem a vantagem de assegurar A2
observacfio de toda a comunidade com um wminimo de perdas,
bem como a anAdlise da microdistribuicio original das algas.
Este tipo de informagdo 2, muitas vezes, necessaria pois
reflete a relagdo das algas com o substrato, principalmente
tratando-sa de substratos vivos (GODWARD, 1934; CATTANEQ,
1978).

A guantificac@oc diretamente scbre o substrato pode
gser feita através de microscdpioc Sptice comum, microscopio
de flucrescéncia e microscdpic eletr@nico de varredura.

A eficliéncia destas técnicas vai depender do grau
de desenvolvimento do perifiton, que pode impedir a
visualizacio das camadas mais inferiores da comunidade.
ainda, para o aexame a0 microscépio comum, hé outro
raguisita basico: o substrato deve possuir certa
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tranasparéncia para permitir a pAsSsSAgem da lu= do
microscopio.

As condigbes para a contagem ao microscoOopic comum
podem ser conseguidas com © uso de certos tipos de
Bubstratos artificiais tais como de laminas de vidro, e
mesmo de hospedeiros menores ou de partes deles.

Quando a aglomeracgaoc dos organlismeos e/ou do
depfasito orginico e inorginico do perifiton dificultam a
visualizacao, pode-se empregar técnicas adicionals de
clareamento.

Bons resultados 3j& foram obtidos através da
imersdo de hospedeiros como lemma e Spiccdeffa em formalina
A 3% durante um ou mais dias (BOWKER & DENNY, 1980;
AGUJIARD, comunicagéo pessoall ; ou utilizando-se
cloralhidrato para a extragao de clorofila {REHERON apud
SLADECKOVA, 19682}, ou clorox em combinagac com lugol, como
corante (CARTER, 1982); ou pre-tratamento Com EDTA
(DELBECQUE, 1985).

0 método do microscHpio de fluorescéncia baseia-se
na fluorescéncia primaria da clorofila a. Uma avaliagao do
measms fol felta poer JONES [(L974) . gue cohssrvoun Jque &
combinacdo de diferentes filtros € a imersaoc de pedras em
solugas especial possibllitavam a distingdoc dos varios
grupos de algas. E gue o metodo fornece estimativas rapidas
e confidveis da densidade e da microdistribuigic de algas
epiliticas. Entretanto, para tecido foliar, DELBECQUE
(1985) 5o phde distingfir a nivel especificoe as algas
maiores, de contorno caracteristico como, por exemple, o de
Covconeds, devide a fluorescéncia das bactérias., Assim,
recomenda o metodo apenas para o© estudo de determinadas
espécies.

0 microscopioc eletrdnico de wvarredura tem sido
mais utilizado para o estudo da arquitetura do perifiton,
devido ao seu poder de resclugfio @ &4 sua profundidade de

campo.
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METODOS BASEADOS NA REMOCAD

Como muitas vezes os métodos "in situ" ndc sdc
viaveis, principalmente nos substratos densamante
revestidos, muita aten¢do vem sendo dada as técnicas de
separagdo. Todavia, a remogic do perifiton continua sendo
um dos malores obsticules para as medidas quantitativas
desta comunidade. Em parte, este problema deve-se & grande
variacido na textura, mor fologia e topografia dos
substratos; e, noutra parte, acs diferentes mecanismos e
graus de fixacao exibidos pelas algas perifiticas (HO,
1979).

Com a rema¢io, as algas mals frigeis, bem como as
filamentosas, coloniais & agregadas, podem mer danificadas,
alem de, na maloria dos procedimentos, perder—-se a
configuraglo original do perifiton. Mas, a maior critica @&
gue dificilmente a separacaoc & completa, podendo levar a
dados guantitativos imprecisos. E por conta disto, muitas
técnicas continuam sendo propostas ainda recentemente,

As técnicas de separacgao mecanica consistem,
basicamanta, de simples agitacgio IMOsS, 1976} ; jates de
Agua {(HICKMAN & KLARER, 1973); wvarias formas de raspagem
com escova, pincel, EspEtula de metal, entre outras |BOWHEER
& DEMNY, 1983); & de tratamento por ultrassom (HICEMAN apud
ROBINSON, 19B3).

Uma combinacdco entre as técnicas de separacdo
mecinica e guimica consiste na agitagédc com FAR {(HO, 1979;
GONS, 19B2),

As técnicas de separacgac gulmica estac baseadas na
hidrdlise Aacida das algas ligadas ao substrato por
substincias mucopolissacarideas. Enzimas como celulase,
pectinase, mutanase, entre outras, e substi3ncias guelantes
como o EDTA também podem agir nastas ligaghes (DELBECQUE,
1985) .

Uma técnica denominada "stomaching" foi proposta
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recentemente por BOWKER et alii (1988} . Consiste na
aolocagdo da amostra dentro de uma bolsa plastica, gue &
inserida em uma miquina, onde & wvigorosamente batida em sua
superficie externa por pas de metal. BSegundo os autores,
nesta técnica o hospedeiro — Cfadophona glomerata (L.)
¥fitz. — permanece relativamente intacte e a suspenséao
obtida de algas & passivel de guantificacac.

Finalmente, deve-se mencionar a técnica de remociaoc
pelo filme superficial, gue & totalmente distinta das
demais. B a Gnica em gque a posigloc mitua dos elementos do
perifiton e a impressdo do substrato s8c mantidas. 0O
principio desta técnica consiste na solidificac@o de uma
substincia liquida sobre o substrato, apdés © gue ela &
puxada, obtendo-se uma pelicula translficida juntamente com
o perifiton aderido.

Sphkatincias como mascara facial (CATTANEO, 1978;
CATTANED & EALFF, 1978} ; "Cyclon-lac” {DELBECQUE, 1985)
entre outras, tém sido utilizadas. Pode-se, ainda, aplicar
um pré-tratamento com EDTA para facilitar o desprendimento
das algas mais firmemente aderidas (DELBECQUE, 1985).

Obviamente, pela técnica do filme superficial
também ha ¢ inconveniente da wisuwalizacdec de uma comunidade
densamente desenvelvida., Todavia, tem a vantagem de
possibilitar o estudo da configuracio original do perifiten
mesmo em substratos espessos, onde hE 1impedimente da
passagem da luz. Além disso, €& muito #itil para estudos
egpecificos da parte da comunidade mais firmemente aderida,
o gue pode ser feito apds remogdo por agitagdo do perifiten
mais frouxamente aderido (CATTANEG, 1978).

Sobre a eficiéncia das técnicas de separacgaao,
exigtem dados conflitantes em literatura e rarcs s8o0 o8
trabalhos que fazem uma abordagem comparativa entre a=s
diferentes técnicas,

Através da agitagdo manual combinada com FAA, ha
dados de 98% de remocac [(GOUGH & WOELKERLING, 19768) e de
apanas 6 a 6BR (CATTANEDQ & HALfF, 1980} para macrofitas
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aguaticas.

ainda, para Cfadophona gfomerata L. Kitz, foi
obeervada remocio de 12 a 36% pela técnica acima e de 100%
pela de "stomaching” (BOWRER et alii, 1986).

Com relacioe @& técnica do filme super ficial,
CATTANED (1978B) observou a nao-remocio de apenas 5% das
epifitas firmemente aderidas.

Uma abordagem comparativa mals ampla destas
tacnicas fol feita por DELBECQUE (1985). O autor considerou
gue a do filme superficial pode ser usada em combinagdo com
poutras, mas gue dependendo da estrutura foliar do
hospedeiro a remoglo ndo & completa; que as anzimas nao
facilitam a remocdo principalmente das mespécies prostradas;
e qua a capacidade do EDTA de remaover a matriz ndo-wviva do
agregade de detritos do perifiton & superior a das aenzimas
e da agitagac com FRA, com OS melhores resultados obtidos
em pH baixo (pH = 4,7).

No caso particular da remogdoc do perifiton de
Cfadophora glomeraia L. Kbltz., BOWRER et alii (1986)
racomendam a tecnica do vetomaching” como a mais rapida e
eficiente.

Resultado interessante feoil obtido por JONES
(1874), gue conseguiu remogdc de 100% para uma especie de
diatomacea apilitica pelos procedimentos usuais de
raspagem. Apesar da remocac total, obtave dados
guantitatives subestimados com relacio aos da conatem "in
situ" por epifluoraescéncia, devido ao tratamento posterior
A remocidoc gue provocou guebra das fristulas.

METODOS DE CONTAGEM

Grande desuniformidade existe na metcdologia de
contagem. Diferengas baslcas devem-—se, principalmente, &
guantificacdc do material "in situ®™ ou removido do
substrato. Mas, mesmo am cada uma destas gituacies nac se
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estd dando o mesmo tratamento.

Na contagem do perifiton removido, trés métodos
desenvolvidos para o estudo de comunidades fitoplanctdnicas
estio sendo empregados, gue Edo os de McNABBE (1960), onde a
concentracao e a guantificacio BAD felitasn na
membrana-filtro de "Millipore" (BROWN & AUSTIN, 1971; HO,
1979} ; © de Segdwick-Rafter (GOUGH & WOELKERLING, 1976); e
o de Uterm8thl, através de microscipio invertido (CATTANEQD,
1987} .

A gquantificacido do material "in situ”, bem como a
do removide pela técnica do filme pguperficial, tem s=sido
feita, basicamente, ao microscopio Optico COMmLUMm. Mo
primeiro caso, o hospedeiro ou parte dele pode ser colocado
entre la&mina e laminula, Juntamente com a solucaoc
preservativa (AGUJARO, comunicagdo pesscal) oo com o
fixador e mais algumas gotas de glicerol a 98% (BOWEER &
DEWNNY, 1%80). Ainda, conforme o tipc de substrato, um dos
lados pode ser raspado @ o outro examinado sob  laminula
(SLADECKOVA, 1962). No segundo caso, © filme transparente
embebido com o perifiton & montado em Permount, entre
lamina & laminula (CATTANEOQ, 1978).

Laminas semi-permanentes podem ser preparadas com
o material "in situ", selando-se a laminula com esmalte de
unha ou balsame do Canada, o gue possibilita o re-estudo
taxondmico e mesmo guantitativo do material.

Finalmente, microscHpio de fluorescéncia tem sido
mails utilizado na gquantificacdo "™in situ" de perifiton
sobre pedras (JONES, 1974).

O aumento recomendado para a contagem do material

ao microscopic comum, principalmente pelos métodos "in
gitu", & de pele menos 1000X. Este aumentc permite a
visualizagdo da parte da comunidade mails firmemente

aderida, gque & dificultada pelo substrato ac fundo e pelos
detritos orginicos e inorginicos do perifiton.

0 sistema de contagem do material removido ou
diretamente sobre o substrato tem sido feito principalmente
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por transectos ou pOr Campos aleatorios.

UEHLINGER (1964} e SANDGREN h ROBIRSON (1984)
realizaram estudos estatisticos gsobre a enumeragdoc do
fitoplAncton pelo método de UtermBhl. Ambos recomendam,
enfaticamente, a contagem pelo siatema de campos
aleatorios, em especial pelo fregfiente padrao de
distribuicic ndo ao acasc das algas no sedimento destas
cEmaras circulares. E mesmo para distribuigio ac acaso,
UEHLINGER (1964} observou gue este sistema de contagem
fornece valores mais proximos da densidade real da camara.

Especial atengio deve ser dada a esta recomendagao
na guantificagdo do perifiton, principalmente pelos métodos
"jn situ”. £ sabido gue as algas perifiticas raramente
estio distribuidas ao acaso, especialmente em densidades
populacicnais maiores, onde a agregagaoc & inevitavel (HO,
1979).

o tipe de distribuigio das algas a também
importante na determinagidoc do nimerc minimo de individuos a
ser contadec ou da drea minima do substrato a ser amostrada,
para se obter estimativas confliaveis.

Os autores gue utilizam os métodos usuais para o©
fitoplincton adotam, na maloria, as mesmas recomendagces
para o perifiton, ou seja, contagem de 30 campos aleatorios
na membrana-filtre, conforme método da presenca/auséncia de
McHNABB (1960); e de até 100 individuos da espécie mais
comum, pelc méetodo de Uterm®&hl (LUND et alii, 1958).
Entretanto, a precisdc destes métodos & fungao da
digtribuigdo aleatoria dos individues na membrana ou no
gedimentoc da cAmara, o gue deve Ser devidamente testado
(Ver HO, 197%; BROWN & AUSTIN, 1971).

i determinacio do limite de contagem pelos metodos
"in situ" tem sido mais problematica e, com poucas
excagbes, sem um estudo preliminar. Alguns hbaselam=-se am um
nimero minimo de individuos (BROWN, 1976), mas a maioria
numa Area minima (JONES, 19743 CATTANEQ, 1978; BOWKER &
DENNY, 19280).



Embora mais empiricos, existem dois metodoa
simples & extremamente praticos para a determinacic da Area
minima & gue podem ser aplicados para todos os métodos de
contagem, independente da remogdoc ou ndoc do material. O
primeiro baseisa-sa na menor Fflutuacido da media cumulatisa
calculada a cada campe ou de cince em cincg campos
aleatorios |[ELLIOT, 1377). O outro, racomandado por
BOUDODRESQUE (1971) para estudes de fltobentoe marinho,
consiste no metodo graficeo da area por espacias
adicionadas. A A&rea minima & determinada agsim que
praticamente cesse a adicdo de espécies com o aumento da
Aresa examinada. Segundo CAIN & CASTRO apud BOUDORESQUE,
1971), esta Area & atingida guandoc um aumento de 10% de
Area corresponder a um aumento inferior a 10% de especies
adicionadas. Nas Fig. 1 e 2, os métodos sfo respectivamente
exemplificados com base em uma comunidade de algas epifitas
sobre escamas de Ricciccarpos nafarna (L.) Corda. Ambos os
metodos podem também ser utilizados conjuntamente e &
interessante notar gue fornecem resultados semelhantes. Nos
exemplos, a estabilizagdo mais rApida ocorreu nas escamas
mals jovens e o coposto deu-se com as mails wvelhasy e a
partir da amostragem de um nimero proximo de campos.

Finalmente, os dados guantitativos podem ser
expressos em termos de individuos, area ou volume celular,
dependends do propbsite do trabalho. ROBINSON {1983)
mencicna gque, nem sempre, a= madidas de biovolume esio
indicadoras precisas da biomassa e gue, para algas
eplfitas, a Area superficial celular esta malhor
correlacionada com taxas de assimilagdo.

Decidida a unidade guantitativa, os resultados
podem sar expresscos em peso seco ou em aArea superficial do
substrato. Embora o primeiroc poesa ser mals facil e
precisamente determinado, seu uso & extremamente limitado e
problematico na comparacio de densidades de populagdes
perifiticas. Isto porgue a relagioc entre a aArea superficial

e 0 peso seco & extremamente varidvel de macrofita para
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micr&fita (GOUGH & WOELKERLING, 1976).

FIXACKDO DO MATERIAL

Atencgioc dave ser dada A& preservacioc do material em
fungic do método de contagem a ser utilizado.

O perifiton removido tem sido fixado com formalina
a 3-4% ou com FAAR para contagens em membrana-filtroc ou
cBmara de Segdwick-Rafter, ou com lugocl acético, conforme
matodo de Uterméhl. Para contagens "in situ”, tem-se
empregadoc mais freglientemente formalina a 3-4%. Todavia,
sampre gue posslvel, & recomandivel examinar amostra fresca
para facilitar o reconhecimentc de certas espécles durante
a contagem. A comunidade mais firmemente aderida & composta
por uma grande variedade de algas diminutas e frageis,
cujas caracteristicas taxondmicas, em certos casos até
meemc a nivel genérico, podem ser danificadas com o
fixador.

CONSIDERACOES FINAIS

Como um método pode ser adeguado em uma dada
condicio e inpatisfatério em cutras, e pela inexisténcia de
metodologiae unificadas, especial atencglo deve ser dada as
condigdes particularas de cada investigagdo. Apesar desta
problemiatica, algumas sugestdies gerais podem ser feitas
para a guantificacdo de algas perifiticas, como segue: a}
sampre gue possivel, analisar material viveo, principalmente
os mais frageis, e proceder & sua identificacdo previamente
A enumeracio da comunidade; b) estudos preliminaras séo
necessdrios para a escolha do método de contagem e, quando
preciso, da técnica de remogl8o; c¢) dar preferé@ncia aos
métodos "in situ" Bempre gque as condigbes permitirem; d)
e=tudos preliminares edc também necessirios na determinaclo
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do nimerc de raéaplicas e da Area minima a sear guantificada
do substrato, ou do sedimentoc concentrado pelos métodos
menclionados para o fitoplancton; e) enumeragio por campos
aleatdrios &8 recomendada; f) a guantificagdoc em termoe de
individucs, Area ou wvolume celular & fungio do propdsito do
trabalheo; g} maior esforgo deve ser despendidoc no sentido
de expressar os dadoe guantitatives por unidade de
drea-padric do substrato; e hl na utilizaglo de esubstratos
artificiais, estudos preliminares adicionainm s8c
necessarios na mscolha do tipo de substratoc, nimero de
réplicas, tempo de exposigaoc, entre outros.

Finalmente, eatudos egtatisticos sobra a
reprodutilidade dos métodos quantitativos, bem como sobre a
comparabilidade entre os mesmos s8c urgentes. Dastes
estudos depende uma futura uniformizag8c das andlises
guantitativas.
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