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RESUMO

A padronizacdo de métodos de coloracdo e contagem de protistas ciliados é
essencial para aprimorar a identificagdo taxonémica, embora ainda haja lacunas
sobre a eficiéncia comparativa entre técnicas. Este estudo avaliou trés corantes
vitais (rosa de bengala, azul de metileno e verde de metila) combinados a dois
métodos de contagem (Sedgewick-Rafter e Uterméhl) na estimativa de abundancia,
rigueza e composicao de ciliados plancténicos. Foram coletados 100 L de agua no
Pesqueiro Sao José (Maringa-PR), aclimatados e distribuidos em 24 unidades
experimentais, com quatro réplicas por tratamento, sendo as amostras fixadas,
coradas e analisadas por microscopia, com analises in vivo como controle. Os
resultados indicaram que o rosa de bengala e combina¢des como Sedgwick-in vivo e
Utermoéhl-Sedgewick apresentaram maior riqueza, enquanto a abundancia variou
principalmente entre amostras in vivo, e a composi¢cdao de espécies diferiu tanto
entre métodos de contagem quanto entre corantes. Conclui-se que a escolha do
corante e do método de contagem influencia significativamente a estimativa de
diversidade e abundancia de ciliados, reforcando que os métodos nao sao
substituiveis, mas complementares.

INTRODUGAO

Os protistas ciliados desempenham papel central nos ecossistemas de agua doce
devido a elevada diversidade taxondémica e funcional, além da contribuicdo para a
transferéncia de matéria e energia nas cadeias alimentares (Guimaraes Duran et al.,
2024). Apesar dessa relevancia ecolégica, ainda sdao escassos 0s estudos
metodoldgicos voltados a sua analise (Elmoor-Loureiro et al., 2023). Entre as
técnicas disponiveis, destacam-se a observagéo in vivo e as contagens em camaras
de Sedgewick-Rafter e Utermdéhl, que permitem estimar abundancia e riqueza,
embora apresentem limitacdes. O uso de corantes em organismos fixados tem
surgido como alternativa para facilitar a visualizacdo de estruturas internas, como
nucleo, ciliatura e vacuolos, auxiliando na identificacdo taxonémica. Entre os
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principais corantes empregados estdo o rosa de bengala, o azul de bromofenol e o
verde de metila (Aradjo & Godinho, 2008; Madoni, 2005).

A selecdo adequada da metodologia de contagem, em conjunto com o corante mais
apropriado, € fundamental para garantir maior precisdo na identificacdo das
espécies, bem como para aprofundar a compreensdao de sua diversidade e
organizacao taxonémica. Nesse contexto, espera-se que o método de contagem in
vivo apresente maior eficiéncia na detecgdo e quantificacdo de ciliados em
comparacao aos métodos baseados em fixacdo (cadmaras de Utermdhl e Sedgewick-
Rafter), por possibilitar a observagdo de organismos vivos e moveis, preservando
caracteristicas morfoldgicas e comportamentais essenciais a identificacdo. Quanto
ao uso de corantes, a hipotese é que o rosa de bengala apresenta melhor
desempenho na distincdo de morfoespécies, dada sua reconhecida capacidade de
impregnar estruturas citoplasmaticas com alta definicdo, sem comprometer a
integridade dos organismos analisados.

MATERIAIS E METODOS

As coletas foram realizadas no Pesqueiro Sdo José (Maringa, PR) e o material
encaminhado ao Laboratério de Protozooplancton da UEM. Foram coletados 100 L
de agua, aclimatados em aquario e posteriormente distribuidos em 24 unidades
experimentais (potes de 250 mL), resultantes da combinacdo de dois métodos de
contagem (Uterméhl e Sedgewick-Rafter) e trés corantes (rosa de bengala, verde de
metila e azul de bromofenol), cada tratamento com quatro réplicas. As amostras
foram filtradas em rede de 10 um e concentradas em 100 mL, sendo em seguida
fixadas em lugol acético e coradas. Como controle, realizaram-se contagens in vivo
em microscépio optico.

As contagens seguiram protocolos especificos: no método Sedgewick-Rafter foram
analisados 3 mL em microscépio dptico (objetivas de 10x e 20x), enquanto no
método Utermdhl as andlises foram conduzidas em microscépio invertido (20x e
40x), apds sedimentagéo. Os ciliados foram identificados ao menor nivel taxonémico
possivel (Foissner et al., 1999; Berger, 2003).

Para as analises estatisticas, riqueza e abundéancia de espécies foram avaliadas por
ANOVA bifatorial com teste de Tukey HSD, enquanto a composicao foi comparada
por PERMANOVA (indice de Bray-Curtis, 999 permutacdes) e visualizada por PCoA.
Todas as analises foram realizadas no R (R Core Team, 2023), com os pacotes
ggplot2, ape e ggforce.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A rigueza de espécies variou significativamente entre os métodos de contagem (F =
13,22; p < 0,001) e entre os tratamentos com corantes (F = 5,98; p = 0,009). Os
métodos Utermdhl e in vivo registraram maior riqueza em comparagao ao
Sedgewick. Entre os corantes, o rosa de bengala destacou-se por apresentar maior

AUEM% @CNP q ﬁzﬁs\/\m




34° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica “MIC 12 e 13 de novembro de 2025

14° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

rigueza de espécies, superando o azul de metila (p = 0,046) e o verde de metila (p =
0,024). Esses resultados corroboram Pereira et al. (2021), que evidenciaram a
eficacia do rosa de bengala em organismos de dificil visualizacdo, devido a sua
afinidade com proteinas celulares e ao contraste gerado, o que favorece a deteccéo
de estruturas intracelulares. Assim, a alta riqueza observada nesse tratamento pode
estar associada a essas propriedades, reforcando seu potencial para estudos de
biodiversidade microbiana (Gomes et al., 2022).

Figura 1: Riqueza e abundancia de espécies entre os diferentes tratamentos
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Figura 2: Analise de variancia permutacional.
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Em relacdo a abundancia de ciliados, observaram-se diferencas significativas
apenas entre os métodos de contagem (F = 183,65; p < 0,001), sem efeito dos
corantes. Os graficos indicaram uma tendéncia de maior abundancia no método in
vivo, quando comparado ao Utermdhl (p < 0,001) e ao Sedgewick-Rafter (p < 0,001).
Quanto a composicao de espécies, a analise PERMANOVA revelou diferencas
significativas entre os tratamentos (R2 = 0,5; p = 0,001), sendo o método in vivo
distinto dos métodos Uterméhl e Sedgewick-Rafter e também foram identificadas
diferencas significativas entre os corantes (p < 0,05). A analise PCoA evidenciou
uma separacao clara entre tratamentos, especialmente naqueles que utilizaram rosa
de bengala e contagem in vivo, sugerindo que a combinacao de técnicas pode
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influenciar substancialmente a deteccédo e a caracterizacao de diferentes grupos de
ciliados.

De forma geral, os resultados reforcam a relevancia da contagem in vivo, que
apresentou maior riqueza, abundancia e diferenca na composicdo de espécies.
Embora exija consideravel experiéncia e treinamento para identificacao (Dragesco et
al., 1986), trata-se de um método acessivel e adequado para andlises quantitativas e
qualitativas da comunidade planctonica, preservando estruturas morfolégicas e
comportamentais essenciais para a taxonomia. Em contrapartida, métodos
baseados em amostras fixadas podem causar deformagdes celulares que dificultam
a identificacdo, como ja apontado por Foissner (2014), além de apresentarem
limitacGes descritas em estudos anteriores (Sime-Ngando et al., 1990).

No entanto, entre os métodos de preservacdo, o Utermdhl se destacou por permitir
estimativas expressivas de abundéancia e riqueza, sobretudo de espécies pequenas
gue tendem a ser subestimadas em analises in vivo. Além disso, quando associado
a técnicas de coloracao, favorece a identificacdo taxonémica, garantindo a
preservacao celular e possibilitando andlises posteriores ou a repeticdo de
contagens (Freibott et al., 2014).

CONCLUSOES

Os achados reforcam que os métodos de contagem e os corantes afetam diferentes
aspectos da analise: o rosa de bengala destacou-se na estimativa de riqueza,
enquanto a escolha do método de contagem influenciou mais a abundancia
detectada. Essa distincdo evidencia a complementaridade entre métodos, sugerindo
que protocolos laboratoriais devem ser escolhidos de acordo com os objetivos do
estudo, especialmente em monitoramento ambiental, avaliacdo de impactos
ecoldgicos e ecotoxicologia aquatica. Além disso, a pesquisa preenche uma lacuna
na literatura sobre o uso de corantes em analise de ciliados plancténicos em
ecossistemas de agua doce, fornecendo evidéncias empiricas sobre a eficiéncia de
diferentes abordagens para a mensuracao da biodiversidade plancténica.
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