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RESUMO: Estimativa da densidade valvar de diatoméceas em lAminas permanentes e em cAmaras
de sedimentagio: qual método utllzar? Devido as controvérsias geradas na estimativa da
densidade valvar de diatomdceas (Bacillariophyta) em sedimentos, avaliou-se com-
parativamente os dois métodos preconizados na literatura: a) contagens em transectos
longitudinais em lAminas permanentes; b) contagens em campos aileatérios em cé-
maras de sedimentacdo. O primeiro possul como maior vantagem a possibilidade
de frabalhar com aumentos de 1.000 vezes ou mais, utilizando a objetiva de imersao,
permitindo uma melhor quantificagdo de formas pequenas. A desvantagem deste
método serla a agregacio dos indlviduos sob a laminula. Com relacdo ao uso da
camara de sedimentacdo, a principal vantagem seria uma melhor distribuigcao de
organismos, embora muitas vezes a contagem tenha de ser conduzida sob menores
aumentos. Apés comparar uma dupla leitura de 69 amostras, através de andlises
nao paramétricas de correlacio {(Kendall € Spearman) e teste de Kolmogorov-Smirnov,
concluiu-se n&o haver diferenca significativa entre as contagens obtldas pelos dois
métodos ¢ ambos poderiam ser utilizados na estimativa da densidade valvar. valo-
res obtidos a partir de contagens reallzadas em ca&mara de sedimentagédo poderlam
ser utllizados sempre que seja necessdrio correlacionar a densidade valvar absolu-
ta a qualquer outro fator fisico. bioldgico ou quimico. Os valores obtidos a partir
das contagens realizadas em laminas permanentes, com um malor nivel de
detalnamento, poderiam ser empregados em termos de densidade valvar, absoluta
ou relatlva, por exemplo, nas analises de estrutura de comunidades.
Palavras-chave: sedimentos. densidade valvar, diatomdceas

ABSTRACT: Estimation of the diatom vaive density on permanent slides or In ssttling chambers:
which method to choose? The purpose of this study was to compare two methods used
10 estimate dlatom valve density: a) by counting along continuous transects in
permanent slides; b) by counting from a number of selected randomic flelds of view
In settling chambers. The main advantage of the first method Is that it allows to work
with high magnification (X 1000 and over) with more accurate taxonomic quantification.
The disadvantage of this method could be the valve aggregation on the coverslip.
The second method could provide an evenly valve distribution, although ordinary
inverted microscopes allow only small magnifications. By means of the double non-
parametric analysis of 68 sediment samples (Kendail and Spearman correlation and
Test of Kolmogorov-Smirnov), it was concluded that there was no significant difference
between the results of the two methods and both could be empioyed on estimating
valve density, Counts obtained from settling chambers could be used whenever It Is
necessary to correlate the absolute valve density to any other physical, biologlical
or chemical factor. Counts obtalned from transecis in permanent slides could be
used both as absolute or relative valve density, for Instance, In the community
structure analysis.
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introdugéo

As algas diatomaceas (Bacillariophyta) sdo os microrganismos mais largamen-
te analisados nos sedimentos lacustres, de turfeiras ou estuarinos, espectalmente
em investigacdes paleoecoldgicas, ou paleolimnolégicas. Nesses estudos, proce-
de-se rotineiramente a identificagcdo e contagem de fristulas (Individuos inteiros)
ou, mais freqientemente, valvas, uma vez que 0s processos de oxidagao da amos-
tra normalmente separam as fristulas nos seus dois componentes, a epiteca ¢ a
hipoteca.

Os métodos utilizados para estimar a densidade de diatomdceas tém gerado
controvérsias. A estimativa pode ser feita através de contagens realizadas em cam-
pos aleatdrios ou transectos em laminas permanentes, desde que o volume da
aliquota empregada e a area contada sejam conhecldos (Battarbee, 1986). A vanta-
gem mais evidente deste ultimo método € a possibllidade de trabalhar com aumen-
tos de 1,000 vezes ou mais, utilizando a objetiva de imersdo do microscépio, per-
mitindo uma quantificagédo mais segura, especlalmente dos organismos de peque-
nas dimensdes. No entanto, Battarbeec (1973) afilrmou que a técnica da evaporacao
da amostra sobre uma laminula ndo garante a dispersao aleatdria dos Individuos,
devido & interagdo entre as forgas de conveccao sobre a laminula € a tensdo super-
ficial do liquido. Esta condig&o ocasiona o deslocamento dos lndividuos muito
pequenos para as bordas da laminula. van Landingham, por sua vez, afirmou que,
embora freqlientemente as valvas de menor tamanho sejam deslocadas para a perl-
ferla da laminula pelas correntes de convecgao geradas durante o processo de eva-
poracio. outras dessas valvas poderiam ser redistribuidas no centro da laminula
quando a dltima porgdo de agua evaporasse (Bradbury, 1973).

A estimativa pode também ser feita a partlr de contagens realizadas em cam-
pos aleatdrios ou em transectos em cdmaras de sedimentagdo de volume conheci-
do em microscdplo invertido (Lund et al, 1958). Neste caso, obtém-se uma melhor
distribuicdo das valvas, mas as andlises frequentemente s&o conduzidas sob au-
mentos de 400 vezes Ou pouco mais, pols microscdplos atuals, com malores recur-
sos, podem nao estar disponiveis.

Este trabalho tem como objetivo avallar comparativamente os resultados dos
dols processos de cdlculo da densidade valvar, através de contagens em laminas
permanentes € em cAmaras de sedimentacao.

As amostras provieram de um testemunho de 12 metros retirado da Lagoa Dou-
rada, Ponta Grossa, PR (Moro & Bicudo, 1998), o qual foi sub-amostrado em 69
porcdes de lcm?® cada. As pastilhas (pelets) obtidas foram oxidadas com 2,0 ml de
solugdo de H,0, 30 volumes, sob temperatura de 50°C por 24 horas (Battarbee,
1986). Apds repetidas lavagens por centrifugacao, as sub-amostras oxldadas tive-
ram seu volume preenchido com agua destilada até 20ml, Deste volume, dividiu-se
metade para cada prova.

1. LAminas permanentes

Uma aliquota de 1 ml {0,2 ml do volume oxidado e 0,8 ml de dgua destilada) fol
deixada evaporar em temperatura ambiente, sobre laminulas, sendo montada em
lAminas com a resina Naphrax (Battarbee, 1986).

As observacghes foram realizadas sob aumento de 1.000X, a partir de transectos
ortogonals na llnha mediana da laminula. Optou-se pela contagem de valvas € nao
de frastulas, porgque o processo de oxidacdo tende a separar as valvas das
dlatomdceas. Das valvas fragmentadas foram consideradas apenas as que possui-
am dimensdes superiores a 50% do total
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O numero de transectos examinados esteve relacionado 4 quantidade de valvas
observadas em cada sub-amostra. Embora a literatura indlque a necessidade de se
quantificar cerca de 400 valvas (Lund et al, 1958; Stockner & Benson, 1967: Battarbee,
1986), observando-se as distribuigdes de frequéncla dos taxons nas diversas profundi-
dades do testemunho analisado, plotados num elxo cartesiano ¢om amostras de tama-
nho progressivo, estas forneceram curvas ascendentes estabilizadas entre 1.000 e 2.000
valvas contadas. Estes valores foram obtidos, em média, contando-se um ou dols
transectos medianos ortogonais por lamina. Em certas situagoes, até sete transectos
por ldmina foram examinados para obtencdo de contagens significativas.

Para o cdlculo da densidade valvar, empregou-se a seguinte férmula (Battarbee,
1988}

N=(NTXAL/TX AT}/ V
onde:
N = Densidade tota! de valvas por cm?
NT = soma do ndmero de valvas efetivamente contadas em todos 0S transectos
AL = drea total da laminula de 24x32mm (768mm?)
V = volume da amostra, que fol constante (0,2ml) para a aliquota estudada
T = nimero de transectos verticals contados
AT = area do transecto {2,232mm? para laminulas de 24x32mm em aumento de
1.000x no microscoépio utilizado para o estudo).

2. CAmaras de sedimentacgéo
Foi utilizada uma aliquota de 1,0 ml  do volume oxidado reconstituido, transferida
para um erlenmeyer e complementada com agua destilada até 10 ml. A diluigcao foi
duplicada pela adicao de mais 10 ml de agua destilada, apds o que retlrou-se 2 ml
para sedimentar por 2 horas.
A contagem do ndmero de valvas fol felta com auxillo de microscdpio Inverti-
do (Utermdhl, 1958) a partir da sedimentacdo de aliquotas de Iml (correspondente a
0.05cm?) diluidas em cubetas de 2ml de capacidade, por 2 horas. A quantificacao
fol feita contando-se, na mailor parte das vezes, 25 campos alternados em dois
transectos ortogonais medianos, usando aumento de 400x. Para calcular o numero
absoluto de valvas foi utilizada a seguinte férmula:
ml contado = [Sob (um?) x h {(mm) x NCC) / 1.000.000
onde:
Sob = drea do campo, que foi constante (232.427.6um? para ¢ microscéplo
utilizado, consideradas a objetiva de 40x e a ocular de 10x.
h = altura da camara de contagem (5mm para a cadmara de 2ml).
NCC = numero de campos efetivamente contados nos dois transectos.

Processamento das Informagdes

Aos valores foram aplicadas andlises nao-paramétricas para duas amostras
Independentes através dos softwares BicEstat 2.0 (Ayres et al.,, 2000) e Statistica
para Windows 4.2 (1993). Inicialmente testou-se a hipdtese de ndo haver concordan-
cla entre as duas contagens através das andlises de correlagdo de Kendall (T=0) e de
Spearman (r?=0).

H,= ndo ha concordéncia nos resultados obtidos nas contagens em laminas e
em camaras

H = hd concordéancia nos resultados obtidos pelos dois métodos

Nivel de significancia: a = 0.05

Em seguida, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov (Siegel, 1977, modifica-
do por Centeno, 1998), com dados mensurados a nivel intervalar retirados da mes-
ma populagao. Neste caso, testou-se a hipdtese de que os resultados de contagem
Independem do método escolhido:

H,= os resultados independem do método utllizado ser em ladminas ou em ca-
maras

H,= os resultados dependem do método escolhido

Nivel de significdncia; a = 0.05
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Resultados e discusséo

A varlagdo dos valores absolutos obtidos nas contagens em ambos 0s méto-
dos (Tab: I, Fig. 1) apontou a presenga de um valor discrepante (outlien na contagem
em cdmara da sub-amostra na profundidade de 1,8m (19,3x10° valvas.cm?®), Este
valor nao fol desprezado nas andlises subsequentes, uma vez que, aparentemente,
pouco interferiu nos pardmetros amostrals de média e mediana (Fig. 2).

Tabela 1: parametros amostrais verificados nas contagens por ambos o0s métodos comparados.

Método Amplitude Mediana (me) Média (x) Desvio padrio Variéncla {s*)
{valvas.cm) {s}
Laminas 0 - 9,2x10° 2,2x10° 2,5x10° 1,9x10° 3,5x10'%
Camaras 0 - 19,3x10° 2,4x10° 2,0x10° 2.8x10° 7.7x10"

Flgura 1: comparagdo entre os valores de densidade valvar obtidos a partir de contagens em
laminas e pelo método de Utermoht {(nimero de valvas x 10%.cm?}, nas 60 profundidades

amostradas (em metros).
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Figura 2: Amplitude de varlacio da densidade valvar obtlda nas contagens em lAminas e em
cdmaras de sedimentagio (Uterméhl).
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A andlise de correlagao de Spearman das duas amostras demonstrou uma cor-
relac&o llnear positiva (12 = 0,83 para p « 0,05), confirmando os resultados do Coefl-
clente de Correlagao de Kendall (I' = 0,8138 para p = 0.001), tendo havido concordan-
cla dos dois métodos em relagdo aos valores obtidos nas 69 profundidades, des-
prezando-se a hipdtese nula e aceitando-se a alternativa.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado com base em 7 classes de fre-
quéncla, seguindo recomendacao do software (BioEstat 2,0). Obteve-se uma dife-
renga entre as duas amostras pouco significante (p = 0.,80437 para GL 2), aceitando-se
a hipétese de nulidade - ndo ha diferencas entre os dois métodos.

Conclusdes

valores obtidos a partir de contagens realizadas em camara de sedimentacgao
podem ser utilizados sempre que for necessdrio correlaclonar a densidade valvar
absoluta a qualquer outro fator fisico, bioldgicg ou quimico. Os valores obtidos a
partir das contagens realizadas em laminas permanentes, que permitem maior nivel
de detalhamento taxondmico, podem ser empregados em termos de densidade valvar,
absoluta ou relativa, nas andlises de estrutura de comunidades, como nos cdlculos
de indices ecolégicos, por exemplo.
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