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RESUMO

O presente trabalho visa compreender os efeitos alelopaticos indiretos de
Ceratophyllum demersum e a herbivoria de Moina micrura sobre Microcystis
aeruginosa e Raphidocelis subcapitata. Para realizacdo do estudo, cepas de algas
foram cultivadas em erlenmeyers de 1000 mL preenchidos com 800 mL de meio
ASM1, e sob condicbes de temperatura e luminosidade controladas. Foram
realizados dois experimentos paralelos, com duracdo de seis dias, em uma sala
asséptica. O primeiro experimento consistiu em quatro tratamentos com tréplicas,
o qual avaliou-se a interacdo de C. demersum + as cepas, M. micrura + as cepas,
C. demersum e M. micrura + as cepas, e o0 controle (cepas em proporcdes iguais
1:1). O segundo experimento contou com cinco tratamentos com tréplicas, onde as
algas foram postas em coexisténcia sob diferentes concentracées: 1:0, 3:1, 1:1, 1:3
e 0:1. Foram coletadas aliquotas de 2 mL a cada dois dias (0, 2, 4 e 6) para
determinacdo da densidade e posterior obtencédo da biomassa. Os dados foram
tratados estatisticamente através de uma ANOVA one-way com nivel de
significancia estabelecido em 5% (p>0,05). Inicialmente os dados foram testados
guanto a normalidade prevista pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. No experimento
1, C. demersum e C. demersum + M. micrura inibiram significativamente M.
aeruginosa a partir do segundo dia (p<0,01), enquanto que, R. subcapitata néo
apresentou diferengas durante todo o experimento (p>0,05). Nos tratamentos com
apenas M. micrura, ndo houve alteracdo na densidade das cepas (p>0,05).
Possivelmente C. demersum inibiu o crescimento da cianobactéria através da
liberacdo de aleloquimicos, mas a clorofita foi menos afetada por dispor de maior
resisténcia fisioldgica. No experimento 2, M. aeruginosa nao inibiu o crescimento
de R. subcapitata em proporcdes iguais (1:1) e dominantes (3:1), mas foi inibida
por Raphidocelis em baixas concentracbes (1:3). E possivel que a clordfita seja
estimulada quando algas competidoras estdo em menores densidades.
Concluimos que a acao de C. demersum é eficiente no controle de M. aeruginosa,
diferentemente de M. micrura. Em baixas concentracdes, M. aeruginosa pode ser
inibida por R. subcapitata, enquanto que, R. subcapitata apresenta possivel
resisténcia tanto aos aleloquimicos da macrdfita, quanto as microcistinas da
cianobactéria.

Palavras-chave: aleloguimicos, cepas, cianobactéria, microcistinas, predacéo.

viii



ABSTRACT

The present work aims to understand the indirect allelopathic effects of
Ceratophyllum demersum and the herbivory of Moina micrura on Microcystis
aeruginosa and Raphidocelis subcapitata. To carry out the study, the algae strains
were grown in 1000 mL erlenmeyers, filled with 800 mL of ASM1 medium, and under
controlled temperature and light conditions. Two parallel experiments, lasting six
days, were carried out in an aseptic room. The first experiment consisted of four
treatments with triples, which evaluated the interaction of C. demersum + strains,
M. micrura + strains, C. demersum and M. micrura + strains, and the control (strains
in proportions equal 1:1). The second experiment had five treatments with triples,
where the algae were coexisted under different concentrations: 1.0, 3:1, 1:1, 1:3
and 0:1. 2 mL aliquots were collected every two days (0, 2, 4 and 6) to determine
density and subsequently obtain biomass. The data were treated statistically
through ANOVA one-way with a significance level set at 5% (p> 0.05). Initially, the
data were tested for normality predicted by the Kolmogorov-Smirnov test. In
experiment 1, C. demersum and C. demersum + M. micrura significantly inhibited
M. aeruginosa from the second day (p <0.01), whereas R. subcapitata did not show
any differences during the whole experiment (p> 0.05). In treatments with only M.
micrura, there was no change in the density of the strains (p> 0.05). Possibly C.
demersum inhibited the growth of cyanobacteria through the release of
allelochemicals, but chlorophyte was less affected by having greater physiological
resistance. In experiment 2, M. aeruginosa did not inhibit the growth of R.
subcapitata in equal (1:1) and dominant (3:1) proportions, but was inhibited by
Raphidocelis in low concentrations (1:3). It is possible that chlorophyte is stimulated
when competing algae are at lower densities. We conclude that the action of C.
demersum is efficient in the control of M. aeruginosa, differently from M. micrura. At
low concentrations, M. aeruginosa can be inhibited by R. subcapitata, while R.
subcapitata is possibly to resist both the macrophyte allelochemicals and the

cyanobacterial microcystins.

Keywords: allelochemicals, strains, cyanobacteria, microcystins, predation.
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Introducéo

A crescente ocorréncia de floragcbes de cianobactérias, em resposta a
eutrofizacdo, tem causado sérios prejuizos a biota local (PAERL; OTTEN, 2013). A
ocorréncia de floracGes esta fortemente associada a disponibilidade de recursos,
dentre estes, nitrogénio e fosforo (DAVIS; KOOP, 2006; O'NEIL et al., 2012;
PAERL; OTTEN, 2013; HAMILTON et al., 2016). Entretanto, outros fatores como a
luminosidade e elevadas temperaturas, decorrentes das alteracdes climaticas, sdo
estimulos decisivos para o crescimento desordenado e acelerado das algas
(PAERL; HUISMAN, 2009; WINDER; SOMMER, 2012; HAMILTON et al., 2016).

Além dos impactos causados aos niveis troficos superiores (IBELINGS;
CHORUS, 2007; PAERL; OTTEN, 2013), o crescimento exagerado de
cianobactérias, ao reduzir a qualidade da agua, acarreta em seérios prejuizos
econdmicos, comprometendo a saude da populacdo humana que utiliza o recurso
para diversos fins (CHEUNG et al., 2013). Algumas espécies de cianobactérias,
como Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing e Cylindrospermopsis raciborskii
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju, apresentam popula¢des produtoras de
toxinas que, dependendo do periodo de exposicdo, pode ocasionar distlrbios em
humanos, mostrando-se um importante problema de saude publica (IBELINGS;
CHORUS, 2007).

Em regides tropicais, a fim de minimizar e compreender os impactos causados
por cianobactérias, estudos laboratoriais e in situ, utilizando organismos
zooplancténicos (SEVERIANO et al.,, 2018; DINIZ et al., 2019; AMORIM et al.,
2019a) e plantas aquéticas (AMORIM et al., 2019b), foram realizados. Entretanto,
observa-se que a maior parte das pesquisas estdo concentradas em regides de
clima temperado.

As macrofitas submersas com potencial alelopatico sao importantes
ferramentas biolégicas para reducéo de cianobactérias (NAKAI et al., 1999; ZHU et
al., 2010; CHEN et al., 2012; WANG et al.,, 2017). A producdo de metabdlitos
secundarios pelas plantas aquaticas pode inibir a atividade do fotossistema Il e a
expressao de genes codificadores de proteinas (MOHAMED, 2017), mostrando-se
como importante ferramenta de regeneracdo de ambientes impactados por
floracdes. Contudo, a alelopatia in situ ainda € pouco compreendida (HILT; GROSS,

2008). Diferentemente das cianobactérias, as clorofitas apresentam espécies
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dotadas de mecanismos fisiolégicos que promovem resisténcia a acdo dos
aleloquimicos produzidos por macrofitas (HILT; GROSS, 2008; CHANG et al., 2012;
AMORIM et al., 2019).

Diferentes respostas podem ser obtidas a partir da interacdo zooplancton-
fitoplancton. Em regides tropicais e subtropicais, a comunidade zooplanctdnica é
composta majoritariamente por rotiferos, copépodos e cladoceros de pequeno
tamanho corporal (HAVENS; BEAVER, 2009; IGLESIAS et al., 2011). A herbivoria
exercida por organismos zooplanctbnicos afeta negativamente a biomassa
fitoplanctonica (SEVERIANO et al., 2018; AMORIM et al., 2019; DINIZ et al., 2019).
Entretanto, efeitos negativos nem sempre sao observados, pois longos filamentos,
densas coldnias, producédo de toxinas e baixa palatabilidade reduzem a eficacia do
zooplancton sobre o fitoplancton (LURLING; VAN DONK, 1997; HA et al., 2003;
VERSCHOOR et al., 2004; PAN et al., 2014; GER et al., 2016), podendo facilitar a
ocorréncia de floracdes de cianobactérias (HONG et al., 2013; LEITAO et al., 2018).

Diante das frequentes ocorréncias de florac6es de cianobactérias em corpos
dulcicolas de regides tropicais e subtropicais, faz-se necessario a realizacdo de
estudos que permitam avaliar e compreender possiveis ferramentas biol6gicas
capazes de reduzir florac6es de cianobactérias. Estas ferramentas, baseadas na
acao alelopatica de macrofitas submersas e na acao de pastagem de organismos
zooplancténicos, possibilitardo a melhoria na qualidade da agua através da reducédo
de floracdes nocivas. Além do mais, torna-se importante entender como as
interacdes entre diferentes espécies de algas podem influenciar na a¢do conjunta

de macrofitas e cladéceros.

Objetivos
Geral
e Avaliar indiretamente os efeitos alelopaticos da macroéfita submersa
Ceratophyllum demersum e a herbivoria do cladécero Moina micrura
isoladamente e em conjunto, sobre a interacdo entre uma cianobactéria
produtora de microcistinas e uma clorofita.
Especificos
e Verificar possiveis interacdes alelopéticas entre cianobactérias e clorofitas

sob diferentes cenarios de dominancia para ambos os grupos.

14



e Entender como as cianobactérias e clordéfitas interagem e respondem aos
efeitos alelopaticos das macroéfitas e de predacdo pelos cladéceros em
experimentos laboratoriais, propondo inferéncias de como seria esta relagcéo

em ambientes naturais.

Revisao Bibliografica
Floragdes de cianobactérias

Nos ultimos anos, florag6es de cianobactérias séo descritas frequentemente em
todo o mundo, estando, também, associadas a morte de diversos organismos
aguaticos como moluscos, crustaceos e peixes, causando efeitos negativos em
toda teia trofica (IBELINGS; CHORUS, 2007). Os desastres observados na biota
local, em sua maioria, estdo relacionados a capacidade que determinadas
populacées de algumas espécies, como M. aeruginosa e C. raciborskii, de produzir
compostos toxicos (CIRES; BALLOT, 2016; HARKE et al., 2016).

Dentre as toxinas produzidas, tem-se as saxitoxinas, anatoxinas,
cylindrospermopsinas e microcistinas. Quando em contato com humanos, podem
ocasionar problemas dermatoldgicos, neurolégicos, respiratérios e hepaticos
(CODD et al., 2005; O’NEIL et al., 2012; HARKE et al., 2016). Microcystis é um
género com ampla distribuicdo geografica que conta com a presenca de espécies
produtoras de compostos potencialmente tdxicos, como as microcistinas
(WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005; O'NEIL et al., 2012; HARKE et al., 2016). As
floracdes recorrentes de cianobactérias comprometem seriamente a qualidade da
agua e a inviabilizam para o consumo humano, gerando problemas econémicos,
de saude e, em casos mais graves, a morte (CARMICHAEL et al., 2001; AZEVEDO
et al., 2002).

No Brasil, muitos lagos tropicais e subtropicais apresentam constantes floracoes
com diferentes periodos de dominancia, sendo muitas espécies nocivas
(SANT’ANNA et al., 2008; SOARES et al., 2013). Floragdes de C. raciborskii, M.
aeruginosa, Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek, em
reservatorios de abastecimento publico do estado de Pernambuco sao relatadas
em diversos estudos ao longo dos anos (BOUVY et al., 1999; BOUVY et al., 2000;
ARAGAO-TAVARES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015; MOURA et al., 2018). Em
1996, na cidade de Caruaru/PE, 116 pacientes de uma clinica de hemodialise

apresentaram sintomas de intoxicagao por cianotoxinas, dentre estes, mais de 60
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foram a 6bito em decorréncia a distlrbios nas vias hepaticas (POURIA et al., 1998;
CARMICHAEL, 2001; AZEVEDO et al., 2002).

Efeitos de macrofitas aquéticas sobre o fitoplancton

Estudos apontam que diversas espécies de macrofitas sdo consideradas bons
indicadores de poluicdo e acumuladoras de metais pesados, isto por armazenar
compostos quimicos em estruturas foliares e raizes, ressaltando, assim, a
importancia destes organismos nos processos de biorremediacdo de ambientes
degradados (LADISLAS et al., 2012; GALAL; FARAHAT, 2015).

O controle de floracdes é fundamental para manutencdo da qualidade do
ambiente aquatico. A utilizacdo de macrdfitas produtoras de aleloquimicos é uma
alternativa biolégica para minimizar os impactos causados por algas nocivas e
reestabelecer a qualidade da agua (HILT; GROSS, 2008; CHEN et al., 2012;
ZHANG et al., 2014; VANDERSTUKKEN et al., 2014). Entretanto, a remocao da
vegetacdo submersa influencia significativamente na composicdo da comunidade
fitoplanctonica (DONG et al., 2014).

Estudos com espécies de macroéfitas submersas tem evidenciado a capacidade
de liberar compostos quimicos que inibem o crescimento de microalgas
(MULDERIJ et al., 2006; WU et al., 2007; CHANG et al., 2012; DONG et al., 2018),
em especial cianobactérias (ZHU et al., 2010; CHEN et al., 2012; DONG e al., 2014;
ZHANG et al., 2014).

Com relacdo aos efeitos alelopéaticos causados por uma macrofita sobre
microalgas, Zhu et al. (2010) estudaram os efeitos de Myriophyllum spicatum L.
sobre M. aeruginosa e Selenastrum capricornutum Printz. Em ensaios com adicéo
da macrofita, M. aeruginosa foi severamente inibida por acdo alelopatica, enquanto
S. capricornutum néo apresentou inibicdo. Entretanto, Chang et al. (2012) observou
que a presenca da macrofita submersa Myriophyllum verticillatum L. em
coexisténcia com Desmodesmus armatus (Chodat) E. H. Hegewald, estimulou M.
aeruginosa, enquanto que D. armatus apresentou retardo em seu crescimento no
tratamento em que a abundéancia da cianobactéria foi de 75%.

Dong et al. (2018) realizaram dois experimentos em que se observou a
formacdo de coldnias por Chlorella vulgaris (Beijerinck) Beijerinck quando
submetida a coexisténcia e a extratos de C. demersum. Notou-se que, nho

experimento de coexisténcia, C. vulgaris formou colénias e foi inibida por C.

16



demersum, além disto, 0 numero de individuos por col6nia cresceu de acordo com
0 aumento da biomassa de C. demersum, bem como a sedimentacao da alga. A
inibicdo de C. vulgaris por alelopatia proporcionou o crescimento de C. demersum.
No segundo experimento, C. vulgaris foi inserida em tratamentos com diferentes
propor¢cdes de extratos. Observou-se a formagédo de colonias e inibicdo do
crescimento da alga, contudo, diferencas foram descritas de acordo com o passar
dos dias, onde C. vulgaris cresceu e reduziu o niumero de individuos por coldnia,
fato relacionado a liberacéo de carboidratos para o meio, fornecendo energia para
o desenvolvimento das algas.

Em ensaios laboratoriais, Amorim et al. (2019b) observaram os efeitos
alelopéticos de C. demersum em espécies fitoplanctbnicas durante seis dias de
experimentacdo. Notou-se que C. demersum € eficaz na inibicdo de cepas de
cianobactérias, sendo M. aeruginosa a mais afetada, havendo reducédo brusca na
biomassa a partir do segundo dia de coexisténcia. Diferentes respostas foram
obtidas da interacdo entre a planta e as clorofitas. Ankistrodesmus falcatus (Corda)
Ralfs foi inibido no quarto dia de coexisténcia, enquanto que R. subcapitata n&o foi

afetada significativamente pela macrofita.

Interacdes entre o fitoplancton e o zooplancton

Outra forma de promover a reducdo das floracdes € através do manejo do
zooplancton, este exerce importante funcéo no controle do fitoplancton com a acéo
de pastagem (EKVALL et al., 2014; URRUTIA-CORDERO et al., 2015). Contudo,
em casos de floracbes de cianobactérias, o zooplancton mais seletivo, como os
copepoda, pode apresentar efeitos predatérios pouco significativos (HONG et al.,
2013; LEITAO et al., 2018). Outros fatores, como o enriquecimento de nutrientes e
predagcdo por peixes, podem afetar a eficacia do zooplancton no fitoplancton
(HAVENS et al., 2009; MENEZES et al., 2010; EKVALL et al., 2014; PAN et al.,
2014).

Ka et al. (2012) relatam que pequenos cladéceros de um lago tropical predaram
eficientemente filamentos de cianobactérias, mas evitaram consumir colonias de M.
aeruginosa. Pagano (2008) observou que M. micrura consumiu organismos
fitoplanctonicos de tamanhos variados, mostrando-se capaz de controlar floracdes.

As cianobactérias certamente interferem significativamente na qualidade de

vida do zooplancton, os quais podem ingerir as células contendo cianotoxinas,
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ocasionando em morte, retardo do crescimento, paralisia de movimento e
alteracées no ciclo reprodutivo (HANSSON et al., 2007; FERRAO-FILHO et al.,
2009; FREITAS et al., 2014; BOWNIK, 2016). Além do mais, espécies de
organismos zooplanctdnicos podem apresentar alta capacidade de bioacumulacao
de cianotoxinas, capazes de serem transferidas para niveis troficos superiores
(FERRAO-FILHO et al., 2011).

Interacao entre algas

A dominancia de uma espécie na comunidade fitoplanctonica esta fortemente
relacionada a fatores biolégicos e ambientais como competi¢éo, disponibilidade de
recursos, temperatura e alelopatia (LEFLAIVE; TEM-HAGE, 2007; GRANELI et al.,
2008; SOARES et al., 2013).

Avaliar os processos alelopaticos entre algas € importante para entender a
influéncia de um fator no processo de dominancia e sucessao de uma espécie
(GRANELI et al., 2008). Estudos relatam que cianobactérias s&o capazes de liberar
compostos quimicos que inibem o crescimento de organismos como, por exemplo,
algas verdes e dinoflagelados (SUKENIK et al., 2002; LEAO et al., 2009; LEAO et
al., 2010). Contudo, além de cianobactérias, outras microalgas podem produzir
como grande variedade de metabdlitos secundarios que atuam no processo de
fotossintese, membrana plasmatica ou retardam atividades metabdlicas da célula
alvo (CHIANG et al., 2004; LEFLAIVE; TEM-HAGE, 2007; HAREL et al., 2013).

Em ensaios com culturas mistas, Bittencourt-Oliveira et al. (2015) observou
interacdes entre cepas toxicas de M. aeruginosa e ndo toxicas de Microcystis
panniformis Komarek et al. com duas cepas de algas verdes: Monoraphidium
convolutum (Corda) Komarkova-Legnerova e Scenedesmus acuminatus
(Lagerheim) Chodat. Os tratamentos evidenciaram que todas as algas
apresentaram inibigcdo, sendo M. convolutum a mais afetada. Enquanto que, Harel
et al. (2013) constataram, em culturas mistas, que Scenedesmus sp. inibiu o
crescimento de Microcystis sp. através da producdo de metabolitos secundéarios

gue agiram rompendo a membrana celular.
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Materiais e métodos

Organismos fitoplancténicos e condi¢cdes de cultivo

Para o desenvolvimento dos experimentos, foram selecionadas duas cepas
de algas, sendo uma de cianobactéria téxica, M. aeruginosa, e outra de clorofita,
Raphidocelis subcapitata. A cepa de M. aeruginosa (NPLJ-4) (Cyanobacteria) foi
obtida da Colecédo de Cultivo de Cianobactérias da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, a qual foi cedida anteriormente
pelo Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LECTA) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, isolada em 1996 da Lagoa de
Jacarepagua, Rio de Janeiro-RJ. A cepa de Raphidocelis subcapitata (BMIUFRPE-
02) (Chlorophyceae) foi obtida do Banco de Microalgas da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife-PE.

A cianobactéria e a clorofita foram postas em erlenmeyers de 1000 mL
contendo 800 mL de meio de cultivo ASM1 (GORHAM et al., 1964), dispostos em
uma camara climatica com condi¢cdes controladas de temperatura a 25°C * 1,5,
intensidade luminosa de 40 pmol m2s, pH de 7,5 e fotoperiodo de 12 h. Todos os
in6culos foram homogeneizados trés vezes ao dia para evitar aglomerados e
sedimentacdo de células. As algas foram cultivadas até a obtencdo de uma

biomassa de aproximadamente 50 mg L.

Coleta e manutencao da macréfita submersa Ceratophyllum demersum L.

A macrdfita submersa C. demersum foi coletada do reservatoério de Carpina,
municipio de Lagoa do Carro-PE. Foram selecionadas plantas jovens com 20 cm
de comprimento e transportadas para o Laboratoério de Ficologia - Taxonomia e
Ecologia de Microalgas da UFRPE. Em laboratorio, as plantas foram lavadas com
jatos de 4gua destilada e raspadas cuidadosamente com auxilio de uma escova de
cerdas macias para remocdo de organismos perifiticos, pequenos animais
invertebrados e sedimentos aderidos.

As macréfitas aquaticas foram cultivadas em aquéarios de 20 cm2 com
capacidade para 8 L, contendo agua da torneira filtrada. Até a realizacdo dos
experimentos, houveram trocas de agua duas vezes por semana para evitar
proliferacéo de insetos, pequenos moluscos e microorganismos. Assim como nos

cultivos das algas, as macrdfitas foram cultivadas sob condi¢cdes controladas de
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temperatura a 25 + 1,5°C, luminosidade de 40 pmol m= s, com uso de lampadas
fluorescentes de 40 watts, aeragcdo constante e fotoperiodo de 12 h.

Obtencdao e cultivo do cladécero

A comunidade zooplanctonica foi coletada do reservatério de Cursai,
localizado no municipio de Paudalho (PE). A obtencéo ocorreu atraves da filtragem
de 100 L de agua do reservatoério, contando com o auxilio de um balde milimetrado
e uma rede de plancton com abertura de malha de 68 um. O produto concentrado
foi armazenado em frascos de polietilieno, acondicionados em uma caixa
climatizada e transportados ao Laboratério de Ficologia da UFRPE.

Em laboratério, com suporte de um microscopio optico, foi identificado a
espécie de cladécero Moina micrura. Individuos foram isolados e, com auxilio de
uma pipeta de Pasteur, foram colocadas gotas em placas de Petri para facilitar a
selecdo. Dentre os isolados, um individuo adulto foi transferido para tubos de
ensaio de 10 mL contendo agua reconstituida do ambiente (70% agua mineral, 30%
adgua do ambiente natural esterilizada, e acido humico).

Apos o alcance de 10 individuos por tubo, os claddceros foram transferidos
para erlenmeyers de 250 mL preenchidos com agua reconstituida do ambiente e
sob condi¢des laboratoriais controladas. Posteriormente, com a obtencéo de 50 a
100 individuos, houve a transferéncia dos espécimes para erlenmeyers de 1L, e
postos sob cultivo com temperatura de 27°C, intensidade luminosa de 40 pmol m-2
s'1, aeracdo constante, fotoperiodo de 12h, alimentacédo diaria com as cloroficeas

A. falcatus e R. subcapitata, e trocas de agua a cada dois dias.

Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em uma sala climatizada asséptica com
as mesmas condi¢cOes previstas para o cultivo das cepas. Foram utilizados 24
erlenmeyers com capacidade de 1000 mL, preenchidos com 500 mL de meio
nutritivo ASM1 e inGculos da cianobactéria e da clorofita em fase de crescimento
exponencial. Para observacdo dos efeitos alelopaticos de C. demersum e a acao
de pastagem de Moina micrura, tanto individualmente quanto em conjunto sobre a

interacdo entre M. aeruginosa e R. subcapitata; e possiveis interacfes alelopaticas
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entre a cianobactéria e a alga verde, dois experimentos paralelos foram
desenvolvidos com duracao de 06 dias (Figura 1).

O delineamento experimental foi constituido de oito tratamentos com trés
réplicas. O primeiro experimento verificou o efeito da macrofita e do cladécero sobre
a interacdo das algas, contou com quatro tratamentos envolvendo: a macréfita, o
cladocero, a macrdfita + o claddcero e o controle — que consistiu apenas no cultivo
de Microcystis + Raphidocelis. O segundo experimento foi realizado para analisar

os efeitos da coexisténcia entre as algas, evidenciando qual acdo uma cepa

exerceu sobre a outra (Figura 2).

Figura 1: Experimentos de interacdo entre algas, macrdfita, cladocero e macrofita
+ clado6cero dispostos aleatoriamente em sala climatizada e asséptica no dia inicial
(A) e final (B).

Figura 2: A: Unidades experimentais durante o experimento de biomanipulacao, da
esquerda para a direita: tratamentos com adicdo do cladocero (Z), controle —
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Microcystis em coexisténcia com Raphidocelis na proporcéo de 1:1 (C), adicdo da
macrdfita + cladécero (MZ) e macrofita (M); B: Unidades experimentais durante o
experimento de interacdo entre as algas, da esquerda para a direita: Microcystis
em coexisténcia com Raphidocelis nas propor¢des de 1:0, 3:1, 1:1, 1:3 e 0:1.

Em todos os tratamentos as algas foram cultivadas em coexisténcia ou
isoladas com uma biomassa final de 20 mg L*. Os tratamentos de interacéo foram
constituidos de diferentes concentragbes entre Microcystis e Raphidocelis,
enquanto que os controles foram os cultivos isolados da cianobactéria e da clorofita.
No primeiro experimento a propor¢géo da biomassa das algas foi de 1:1, enquanto
que, no segundo, houve um gradiente na propor¢cdo entre Microcystis e
Raphidocelis de M:R = 1:0; 3:1; 1:1; 1:3; e 0:1, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1: Descricdo dos tratamentos que foram empregados no experimento de
controle por alelopatia e pastagem (Exp.1) e no experimento de interacdo entre as

algas (Exp.2) sob diferentes proporcdes das algas. X: Presenca; -: Auséncia.

Experimento / Percentual de Percentual de Ceratophyllum _ _
Moina micrura

Tratamento Microcystis Raphidocelis  demersum

Exp.1/Trat.l 50% 50% X X
Exp.1/Trat.2 50% 50% X -
Exp.1/Trat.3 50% 50% - X
Exp.2/Trat.l 100% 0% - -
Exp.2/Trat.2 75% 25% - -
Exp.2 / Trat.3* 50% 50% - -
Exp.2/ Trat.4 25% 75% - -
Exp.2/Trat5 0% 100% - -

* O tratamento 3 do experimento 2 também foi utilizado como controle para o

experimento 1, uma vez que, foram desenvolvidos paralelamente.

Para a determinacdo da proporcdo exata entre Microcystis e Raphidocelis
dos cultivos dos experimentos, as biomassas e densidades dos cultivos estoques
foram analisadas. As proporc¢des foram alcancadas pelo método de diluicdo com

meio ASML1. Trés dias antes do inicio dos experimentos, foram selecionados ramos
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jovens e apicais de C. demersum, lavados varias vezes com agua corrente e
destilada, cortados para obtencdo de uma biomassa de 8 gPF L (g de peso
fresco), inseridos, em seguida, em meio ASM1 para aclimatacdo. Da mesma forma,
trés dias antes do experimento, os claddceros visivelmente saudaveis (nadando
ativamente) e com idade semelhantes, foram contados (120 ind L) e transferidos
para erlenmeyers de 250 mL contendo meio ASM1 para aclimatacao.

No experimento, durante a transferéncia dos claddceros para os cultivos das
algas, também foram transferidos cerca de 5 mL de meio ASM1, a mesma
quantidade de meio dos cultivos do cladécero foi adicionada a todos os
tratamentos. 50 individuos de M. micrura foram transferidos para cada unidade
experimental nos tratamentos com o cladécero e com a macrofita + cladocero.

Foram coletadas aliquotas de 1 mL em todas as unidades experimentais
para determinacéo da densidade celular a cada dois dias durante 06 dias, a qual
foi determinada através da contagem de células em camara de Fuchs-Rosenthal
(hemocitdmetro) em microscépio O6ptico. Posteriormente, foram verificados o
comprimento e a largura das algas seguindo as formulas geométricas propostas
por Hillebrand et al. (1999). A partir dos dados de densidade e biovolume, calculou-
se a biomassa algal.

Analises estatisticas

Foram analisadas trés réplicas de cada tratamento para cada dia de
amostragem, entretanto, no tratamento com o cladocero + as algas foram
analisadas apenas duas réplicas, pois uma unidade experimental apresentou erros
que comprometeram a aplicacdo de testes estatisticos. Foi empregada uma
ANOVA one-way para comparar a biomassa das espécies de algas, durante seis
dias de experimento, dos tratamentos de coexisténcia com a macrofita, cladécero
e macréfita + cladécero, bem como a taxa de crescimento das cepas do
experimento dois, que foi mensurada de acordo com a formula proposta por Wood
et al. (2005). Antes da realizacdo das analises de variancias, os dados foram
testados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a
execucdo das andlises estatisticas, foi utilizado o programa R e o nivel de

significancia foi fixado em p <0,05 (R Core Team, 2016).
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Resultados

As cepas de cianobactéria e de alga verde responderam diferentemente aos
tratamentos com a macrofita, o cladocero e com o cladécero + macrofita.
Ceratophyllum demersum inibiu significativamente o crescimento de M. aeruginosa
a partir do segundo dia de experimento (Figura 3A), apresentando diferencas
significativas entre o tratamento de coexisténcia e o controle (p<0,001). Entretanto,
R. subcapitata nao foi afetada significativamente quando comparada ao tratamento
controle (p>0,05), mantendo seu crescimento constante ao longo de todos os dias
(Figura 3B).

Nos tratamentos com adicdo do cladécero, houve reducdo na biomassa de
M. aeruginosa, diferindo significativamente do controle (p<0,001) a partir do
segundo dia (Figura 3A). Com relacdo a alga verde, M. micrura estimulou o
crescimento de R. subcapitata a partir do quarto dia, apresentando diferencas
significativas quando comparado ao controle (p>0,05), evidenciando que néo houve
pastagem significativa pelo cladocero (Figura 3B).

Em relacdo ao tratamento com a macréfita aquatica + cladécero quando
comparado ao tratamento controle, foi observada uma reducao significativa da
densidade de M. aeruginosa a partir do segundo dia de experimento (p<0,001), mas
o tratamento ndo apresentou diferencas significativas do tratamento de
coexisténcia com a macrdfita (p>0,05) (Figura 3A). Entretanto, semelhantemente
ao tratamento s6 com o cladécero, R. subcapitata ndo foi afetada significativamente
pela acédo da planta e do claddcero durante todos os dias de experimento (p>0,05),
mas estimulada apés o segundo dia (Figura 3B). Além disto, R. subcapitata ndo
apresentou diferencas significativas entre o tratamento com claddécero e com
claddcero + macrofita apds o quarto dia de coexisténcia (p>0,05).

Os tratamentos com cultura mista em propor¢des distintas de M. aeruginosa
e R. subcapitata, apresentaram distintos resultados nas biomassas. Nos
tratamentos controle, Microcystis (100%; 1:0) manteve o crescimento constante,
engquanto que, Raphidocelis (100%; 0:1) reduziu durante o experimento (Figura 4).
No tratamento com 75% de M. aeruginosa e 25% de R. subcapitata (3:1), a clordfita
nao apresentou retardo em seu crescimento, ndo diferindo significativamente do
controle ao longo do experimento (p>0,05) (Figuras 4B). Efeito inverso foi
observado no tratamento com dominancia de Raphidocelis, 75% da clordéfita em

coexisténcia com 25% da cianobactéria (1:3), onde foi verificado que a cepa de
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clordfita inibiu significativamente o crescimento de Microcystis a partir do segundo
dia de experimento (p<0,001) (Figuras 4A). O tratamento com as mesmas
porcentagens entre as algas, ou seja, 50% de ambas as cepas (1:1), R. subcapitata
nao foi inibida por M. aeruginosa (p>0,05) (Figuras 4B).
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Figura 3: Efeitos individuais de C. demersum (M), M. micrura (Z), conjuntos (MZ) e
no controle (C) sobre M. aeruginosa (A) e R. subcapitata (B) em culturas mistas
durante seis dias de experimento. As letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos.
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Figura 4: Taxa de crescimento de M. aeruginosa (A) e R. subicapitata (B) nos
tratamentos com diferentes razbes M: R (Microcystis:Raphidocelis): 1:0, 3:1, 1:1,

1.3 e 0:1 durante seis dias de experimento.

25



Discusséo

Alelopatia, competi¢do por nutrientes e luz podem favorecer a dominancia
de determinados organismos fotossintetizantes, em especial cianobactérias
(HYENSTRAND et al., 2000; LEFLAIVE; TEN-HAGE, 2007; KARDINAAL et al.,
2007; GRANELI et al., 2008), contudo, em nossos experimentos, excluimos a
competicdo por nutrientes através da utilizagdo de um meio nutritivo, ASM1, e a
competicdo por luz através da distribuicdo aleatéria e alternada dos tratamentos
entre si duas vezes ao dia. A sedimentacao das algas pode influenciar na captacao
de luz, entretanto, todos os cultivos foram homogeneizados trés vezes ao dia para
evitar a aglomeracao e a sedimentagao de células. Sendo assim, acreditamos que
a alelopatia foi o principal fator atuante.

Em todos os tratamentos de coexisténcia com a macrdfita e o cladocero,
tanto individual quanto em conjunto, R. subcapitata mostrou-se resistente aos
efeitos dos aleloquimicos de C. demersum e de pastagem por M. micrura. A
resposta pode estar relacionada a capacidade de resisténcia que as clordéfitas tem
a determinados compostos aleloquimicos liberados por macrofitas, como
observado por Zhu et al. (2010), e o potencial de formar colbnias nos tratamentos
com adicdo do zooplancton, dificultando a ingestdo e consumo pelos crustaceos
(LURLING; VAN DONK, 1996). Além disto, a predac&o seletiva de M. micrura a M.
aeruginosa pode ter favorecido o crescimento de R. subcapitata devido a reducéo
de um potencial competidor, possibilitando maior disponibilidade de recurso (YIN et
al., 2010).

A producéo de cianotoxinas por M. aeruginosa pode afetar significativamente
a qualidade de vida dos cladéceros (DAO et al., 2010; HERRERA et al., 2015). Nos
tratamentos com adigcdo de M. micrura, tanto individual quanto em conjunto com a
macrofita, alguns cladéceros morreram durante o experimento, 0 que certamente
comprometeu as reducdes nas densidades da cianobactéria e da clordfita.

Estudos relataram que M. aeruginosa € sensivel aos compostos quimicos
liberados por espécies de macréfitas aquaticas alelopaticamente ativas (ZHU et al.,
2010). Em coexisténcia com a planta, a partir do segundo dia de experimento,
Microcystis apresentou redugdes constantes no crescimento durante os seis dias
experimentais. O efeito pode ser explicado pela capacidade de C. demersum de
liberar aleloguimicos que atuam sobre M. aeruginosa, como verificado por Nakai et

al. (1999) ao constatar que C. demersum, dentre nove macréfitas estudadas, inibiu
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alelopaticamente M. aeruginosa. Entretanto, diferentemente do que foi verificado
por Chang et al. (2012), M. aeruginosa, em coexisténcia com uma alga verde, ndo
foi estimulada na presenca de uma macrofita com alto potencial aleloquimico.

Nos tratamentos de interacdo entre algas, resultados distintos entre
Microcystis e Raphidocelis foram observados. Raphidocelis subcapitata inibiu M.
aeruginosa no tratamento em que a cianobactéria estava em baixas concentracoes,
razdo M:R de 1:3, sugerindo que a linhagem dominante depende da biomassa de
inoculacgao inicial, como visto por Li e Li, 2012. Além do mais, as clordfitas podem
liberar compostos quimicos que inibem o crescimento de cianobactérias, como
verificado por Zhang et al. (2013), Harel et al. (2013). Além disto, R. subcapitata
mostrou-se resistente nos tratamentos em que se encontrava em concentracoes
baixas e iguais, isto pode estar relacionado a resisténcia fisiolégica da espécie as

microcistinas liberadas por M. aeruginosa (BARTOVA et al., 2011).

Conclusdes

A macrofita submersa C. demersum inibe fortemente a cianobactéria M.
aeruginosa quando encontrada em coexisténcia, controlando a proliferacdo do
procarioto. Entretanto, ndo é eficaz na reducao da biomassa de R. subcapitata.

M. micrura reduziu a biomassa de M. aeruginosa, mas mostrou-se menos
eficiente que C. demersum. Contudo, R. subcapitata € estimulada quando em
coexisténcia com M. micrura, sugerindo uma possivel preferéncia por parte do
claddcero.

Quando encontrada em pequenas concentracdes, em comparagao ao
competidor, M. aeruginosa foi enfaticamente inibida por R. subcapitata. Contudo,
em concentracdes iguais e dominantes, a cianobactéria ndo apresenta reducdo em
seu crescimento.

Diferentemente de M. aeruginosa, R. subcapitata ndo é inibida em
concentracbfes minimas, mas mantém 0 seu crescimento constante. Quando
cultivada em maiores concentracdes que M. aeruginosa, a clorofita pode apresentar

um estimulo significativo.
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