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RESUMO

SEVERIANO, J. S. Efeitos do zooplancton sobre o fitoplancton e as cianotoxinas:
abordagem experimental em um reservatério tropical eutrofico. 2017. 107 f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em Boténica, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Pernambuco, 2017.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do aumento da biomassa do zooplancton
sobre a biomassa do fitoplancton, a producdo das cianotoxinas (microcistina total e
saxitoxina) e o tamanho dos filamentos e a abundéncia de heterdcitos nas cianobactérias em
um reservatério da regido tropical com ocorréncia de blooms de cianobactérias (reservatorio
Ipojuca, Brasil), utilizando mesocosmos in situ. Os mesocosmos foram sacos de polietileno
(50 litros) mantidos em suspensdo na agua. Foram realizados tratamentos com biomassas
zooplancténicas de 2 (+ZOOx2), 3 (+ZOOx3) e 4 (+ZOOx4) vezes a encontrada no
reservatorio e o Controle sem a presenca do zooplancton. No inicio do experimento, vinte
taxons fitoplancténicos foram registrados, com dominancia das cianobactérias Planktothrix
agardhii e Cylindrospermopsis raciborskii. As concentracbes de microcistina total e
saxitoxina foram de 0,16 e 0,12 mg L™, respectivamente. A comunidade zooplanctonica
esteve composta por treze taxons, com o rotifero Brachionus rubens e os nauplios de
Crustacea registrando maiores biomassas. P. agardhii e C. raciborskii ndo responderam
significativamente aos efeitos do aumento da biomassa zooplanctonica. Nos tratamentos
+Z00x3 e/ou +Z0O0x4 foi observada reducdo da biomassa das cianobactérias Aphanocapsa
sp., Chroococcus sp., Dolichospermum sp., Merismopedia tenuissima, Microcystis
aeruginosa e Pseudanabaena sp.; da diatoméacea Cyclotella meneghiniana; e da criptoficea
Cryptomonas sp. Efeitos sobre o tamanho dos filamentos das cianobactérias também foram
observados. C. raciborskii (morfotipo reto) e G. amphibium reduziram significativamente o
tamanho dos filamentos em +ZO0Ox3 e +ZOOx4, enquanto o morfotipo espiralado de C.
raciborskii e Dolichospermum sp. aumentaram de tamanho. A concentracdo de microcistina
total aumentou e reduziu em tempos diferentes durante o experimento e mostrou relacdo com
0 aumento da biomassa zooplanctonica. Saxitoxina ndo respondeu significativa aos
tratamentos testados. Maior numero de heterdcitos foi constatado em C. raciborskii
(morfotipo espiralado) no tratamento +ZOOx4 e Dolychospermum sp. em +ZOOx3 e
+Z00x4. Os resultados do presente estudo mostram que o zooplancton no reservatorio de
Ipojuca exerce papel importante como modificador da estrutura da comunidade
fitoplanctonica, influenciado em fatores como biomassa das espécies algais, produgdo de
cianotoxinas e tamanho dos filamentos e abundancia de heterocitos nas cianobactérias. Porém,
a auséncia de efeitos significativos do aumento na biomassa zooplanctonica sobre a biomassa
das cianobactérias filamentosas formadoras de blooms sugere que a aplicacdo da
biomanipulagdo no controle dessas espécies pode ndo ser efetiva.

Palavras-chave: cianobactérias filamentosas, heterdcitos, herbivoria, microcistina, saxitoxina



ABSTRACT

SEVERIANO, J. S. Zooplankton effects on phytoplankton and cyanotoxins: experimental
approach in a tropical eutrophic reservoir. 2017. 107 f. Tese (Doutorado) — Programa de
Pds-Graduacdo em Botanica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Pernambuco, 2017.

The present study evaluated the effects of zooplankton biomass increase on phytoplankton
biomass, cyanotoxin production (total microcystin and saxitoxin) and filament size and abundance
of heterocytes in cyanobacteria in a reservoir of the tropical region with cyanobacterial blooms
(Ipojuca reservoir, Brazil), using in situ mesocosmos. The mesocosms were polyethylene bags (50
liters) kept in suspension in the water. Treatments with zooplanktonic biomass of 2 (+ ZOOx2), 3
(+ ZOOx3) and 4 (+ ZOOx4) times were found in the reservoir and Control without the presence
of zooplankton. At the beginning of the experiment, twenty phytoplankton taxa were recorded,
dominating the cyanobacteria Planktothrix agardhii and Cylindrospermopsis raciborskii. The
concentrations of total microcystin and saxitoxin were 0.16 and 0.12 mg L™, respectively. The
zooplankton community was composed of thirteen taxa, with the rotifers Brachionus rubens and
the nauplii of Crustacea with larger biomasses. P. agardhii and C. raciborskii did not respond
significantly to the effects of zooplankton biomass increase. In the treatments +ZO0Ox3 and/or
+Z00x4, biomass reduction of the cyanobacteria Aphanocapsa sp., Chroococcus sp.,
Dolichospermum sp., Merismopedia tenuissima, Microcystis aeruginosa and Pseudanabaena sp.;
of the diatom Cyclotella meneghiniana; and cryptophyce Cryptomonas sp. Effects on the size of
cyanobacteria filaments were also observed. C. raciborskii (right morphotype) and G. amphibium
significantly reduced the size of the filaments at +ZOOx3 and +ZOOx4, while the spiral
morphotype of C. raciborskii and Dolichospermum sp. increased in size. The total microcystin
concentration increased and decreased at different times during the experiment and showed a
relationship with the increase of zooplankton biomass. Saxitoxin did not respond significantly to
the treatments tested. Greater numbers of heterocytes were found in C. raciborskii (spiral
morphotype) in the treatment +ZOOx4 and Dolychospermum sp. in +ZO0x3 and +ZOOx4. The
results of the present study show that zooplankton plays an important role as a modifier of
phytoplankton community structure, influenced by factors such as biomass of algal species,
cyanotoxin production and filament size, and abundance of heterocytes in cyanobacteria.
However, the absence of significant effects of the increase in zooplanktonic biomass on the
biomass of bloom-forming filamentous cyanobacteria suggests that the application of
biomanipulation to the control of these species may not be effective.

Key words: filamentous cyanobacteria, heterocytes, herbivory, microcystin, saxitoxin
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1. INTRODUCAO GERAL

As cianobactérias formam blooms nos corpos hidricos causando odor e sabor
desagradaveis na agua e morte da biota aquatica devido as condi¢bes associadas a sua
senescéncia e/ou producéo de toxinas. Além disso, afetam negativamente os processos da teia
tréfica interferindo na transferéncia de energia para os niveis troficos mais altos da teia, uma
vez que sdo pouco palatdveis para o zooplancton (GER; HANSSON; LURLING, 2014;
CHIA; KWAGHE, 2015).

Comparado com outras espécies fitoplancténicas, as cianobactérias que formam
blooms sdo consideradas pouco palataveis para o zooplancton por produzirem metabdlitos
toxicos e estarem agregadas em grandes colbnias ou filamentos, muitas vezes com presenca
de mucilagem, que dificultam a ingestdo e/ou digestdo pelo zooplancton (DE BERNARDI;
GIUSSANI, 1990; DEMOTT et al. 2001; WILSON et al. 2006; REYNOLDS, 2007). Além de
apresentarem baixo valor nutricional, devido a deficiéncia em esterois e cadeias longas de
acidos graxos polinsaturados, vitais na regulacdo das fungdes celulares do zooplancton
(DEMOTT; MULLER-NAVARRA, 1997; MARTIN-CREUZBURG; VON ELERT, 2009).

As caracteristicas descitas acima, atuando isoladas ou combinadas, tornam as
cianobactérias resistentes a herbivoria, 0 que pode contribuir no aumento da sua biomassa nos
corpos d’agua, mesmo sob altas densidades do zooplancton. Essa situagdo € prevista ocorrer
guando o zooplancton, por ndo consumir as cianobactérias, utiliza outras algas mais palataveis
como principal fonte de alimento, o que resulta em uma maior vantagem competitiva por
nutrientes pelas cianobactérias devido a maior disponibilidade desse recurso com a reducdo da
biomassa das outras algas (HANEY, 1987).

A importancia da herbivoria no controle das cianobactérias € amplamente discutida
devido a sua empregabilidade na biomanipulacdo, técnica de manejo que consiste em
aumentar a abundancia do zooplancton, por meio de modificacbes na estrutura da teia
alimentar aquatica, a fim de aumentar a presséo de herbivoria sobre as cianobactérias e, assim,
controlar os blooms (SHAPIRO et al. 1975; KASPRZAK et al. 2002; AN et al. 2010).

Em ambientes temperados, a biomanipulacéo é frequentemente empregada no controle
dos blooms (HANSSON et al. 1998; EKVALL et al. 2014) e acredita-se que 0 sucesso do
emprego dessa técnica nesses ambientes é devido a dominéncia de Daphnia nos corpos
d’agua, um cladocero de grande tamanho corporal que apresenta habito alimentar generalista

com alta capacidade de consumir cianobactérias, inclusive as toxicas (DAWIDOWICZ, 1990;



PERROW et al. 1997; JEPPESEN et al. 2005; PERETYATKO et al. 2012; EKVALL et al.
2014).

Em contrapartida ao observado em regides temperadas, em reservatdrios tropicais e
subtropicais tém sido proposta a hipotese de que o zooplancton € pouco eficiente no controle
das cianobactérias, sendo defendido ser pouco provavel que estratégias de biomanipulacéo
sejam Uteis no controle dos blooms (CRISMAN; BEAVER, 1990; BOON et al. 1994,
JEPPESEN et al. 2005).

Essas constatacbes sdo justificadas, especialmente, pela estrutura da comunidade
zooplancténica nos trdpicos ser distinta da observada em zonas temperadas. Espécies de
Daphnia sdo escassas ou ausentes, sendo frequente a dominancia de rotiferos e copépodos,
bem como de claddceros de pequeno tamanho corporal (FERNANDO, 1994; BOON et al.
1994; JEPPESEN et al. 2005; SARMA et al. 2005). Acredita-se que por esses organismos
serem, na sua maioria, mais seletivos que Daphnia, ndo consomem as cianobactérias de forma
significativa, optando por alimentos mais palataveis (GER; HANSSON; LURLING, 2014).

Apesar das observacGes acima, poucos estudos tém avaliado in situ a interacdo
zooplancton-cianobactérias nos tropicos, especialmente, nos ambientes da América do Sul,
onde é frequentemente relatado a dominancia de rotiferos e copépodos em locais com blooms
perenes de cianobactérias, indicando o desenvolvimento de estratégias do zooplancton dessa
regido que os permitem co-existir com as cianobactérias, como sugerido por Bouvy et al.
(2001) e Ger, Hansson e Lirling (2014). Também ndo justificam os resultados de
experimentos em laboratério que mostram o0s organismos zooplancténicos tropicais que
conseguem tolerar a ingestdo das cianobactérias (PANOSSO et al. 2003; SOARES et al.
2010; KA etal. 2012).

Bouvy e Molica (1999) e Ka et al. (2012) mostram, através de experimentos em
laboratdrio, que o zooplancton tropical consegue consumir as cianobactérias formadoras de
blooms que apresentam morfologia filamentosa, atraves do corte e reducdo do tamanho médio
dos filamentos em tamanhos palataveis. O entendimento da fragmentacéo dos filamentos pelo
zooplancton é importante, pois pode interferir em importantes processos fisiologicos das
cianobactérias como a capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico (N;). Chan et al.
(2004) observaram em um lago experimental de Nova lorque (EUA) que o zooplancton ao
consumir as especies de cianobactérias heterocitadas do género Anabaena reduziu o tamanho
médio dos filamentos e a eficiéncia na fixacdo do N,. Porém, essa relagdo ainda é pouco

compreendida e pode ndo representar um padrdo para as cianobactérias heterdcitadas, uma



vez que a capacidade intrinseca de fixar o N, difere entre as espéecies, como relatado por
Dolman et al. (2012).

A relacdo entre a herbivoria e a producdo de toxinas pelas cianobactérias é outra
questdo ainda pouco compreendida, apesar da reconhecida importancia das cianotoxinas como
um importante mecanismo de defesa contra a predacdo (GUSTAFSSON; RENGEFORS;
HANSSON, 2005). Mas, como relatado por Dolman et al. (2012), as cianobactérias sdo um
grupo muito diverso e as caracteristicas que favorecem a sua dominancia nao sdéo comuns em
todas a espécies, incluindo a producdo de toxinas. De acordo com esses autores, o tipo, bem
como a concentracdo de toxina produzida é espécie dependente.

O objetivo da presente tese foi avaliar, experimentalmente in situ, os efeitos do
aumento da biomassa do zooplancton sobre a biomassa da comunidade fitoplancténica em um
reservatorio da regido tropical com ocorréncia de blooms de cianobactérias, sendo também
avaliados aspectos relativos a produgdo das cianotoxinas, o tamanho dos filamentos e o
namero de heterdcitos nas cianobactérias. As hipoteses testadas foram:

a) 0 aumento da biomassa do zooplancton ndo afeta negativamente as cianobactérias
formadoras de blooms, mas altera a estrutura da comunidade fitoplanctonica através da
reducdo da biomassa de espécies susceptiveis a herbivoria;

b) o aumento da pressdo de herbivoria aumenta a producdo das cianotoxinas,
funcionando como um mecanismo de defesa contra o zooplancton;

c) zooplancton reduz o tamanho médio dos filamentos das cianobactérias e,
consequentemente, o numero de heterdcitos nas fixadoras de N, porém esses efeitos sdo

menos expressivos nas espécies com morfologia espiralada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Interacéo fitoplancton-zooplancton em ecossistemas aquaticos continentais lénticos

O zooplancton pode interagir com o fitoplancton de diferentes maneiras, através da
predacdo e disponibilizando nutrientes através da excre¢do (Figura 1). A predacdo causa
remoc¢do das células fitoplanctdnicas, reduzindo a biomassa e modificando a composicéo,
riqgueza e estrutura de tamanho dessa comunidade (HANEY, 1987). Porém, a predacédo
também pode causar aumento da biomassa do fitoplancton (HANEY, 1987). Essa situacdo é
prevista ocorrer quando o zooplancton ndo consome certas espécies fitoplancténicas por
serem pouco palataveis, devido a presenca de mecanismos de defesa contra a herbivoria, e as

confere vantagem competitiva na utilizacdo dos nutrientes por reduzir a biomassa das outras
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Figura 1. Diagrama sintetizando a interacdo fitoplancton-zooplancton nos ecossistemas
aquaticos continentais. Seta com linha continua representa = efeitos da predacgéo e ciclagem
de nutrientes na interacdo fitoplancton-zooplancton; seta com linha tracejada= efeito da
predacdo sobre algas pouco palataveis. + = aumento da biomassa fitoplanctonica; - = reducéo

da biomassa fitoplanctonica. Fonte: modificado de Haney (1987).



O fitoplancton tem mecanismos de defesa morfologicos, bioquimicos e
comportamentais contra o zooplancton (NASELLI-FLORES; BARONE, 2011). Como uma
espécie fitoplancténica pode apresentar mais de um desses mecanismos de defesa, muitas
vezes, € dificil isolar a caracteristica chave na inibicdo da predacdo (NASELLI-FLORES;
BARONE, 2011). Além disso, ndo ha um sistema de defesa que funcione perfeitamente
contra todos os potenciais predadores, podendo uma estratégia de defesa ser eficiente contra

um determinado organismo zooplanctdnico, mas ndo funcionar em outro.

2.1.1. Interagéo fitoplancton-zooplancton: mecanismos de defesa do fitoplancton contra

a herbivoria

Acreditava-se que as caracteristicas que funcionam como mecanismo de defesa contra
a predacdo faziam parte da constituicdo propria do organismo, sendo sempre expressa, porém
essa no¢cdo mudou baseado na evidéncia de que muitas das defesas séo induzidas na presenca
do predador (NASELLI-FLORES; BARONE, 2011; VAN DONK; IANORA; VOS, 2011).
Como a defesa tem custo energético, é de se esperar que seja ativada apenas quando
necessaria, em situacao de risco de predacdo (NASELLI-FLORES; BARONE, 2011; VAN
DONK; IANORA,; VOS, 2011).

Os sinais de risco da predacdo para o fitoplancton podem ser na forma quimica ou
mecanica (VAN DONK; IANORA; VOS, 2011). Este ultimo ocorre quando ha dano
mecanico a uma parcela consideravel da alga ap6s o contato com o predador. Resulta na
liberacdo de compostos quimicos pelo organismo fitoplancténico que funcionam como um
sinal de alerta de dano a célula. O sinal quimico, por sua vez, ocorre quando o zooplancton
libera compostos quimicos, os chamados infoquimicos, que sdo reconhecidos pelas espécies
fitoplanctonicas e funcionam como indicador da presenca do predador sem que a celula entre
em contanto com o mesmo. Esses compostos quimicos podem fazer parte da constituicdo do
organismo zooplancténico e ser liberado continuamente ou a liberacdo é ativada apenas na
presenca da presa (VAN DONK; IANORA; VOS, 2011).

A origem e natureza quimica dos infoquimicos ainda sdo pouco compreendidas, porém
estudos sugerem que os produtos nitrogenados excretados pelo zooplancton, em especial a
uréia, sdo potenciais candidatos (WILTSHIRE; LAMPERT, 1999). A avaliacdo do papel dos
infoquimicos na inducdo da formacdo dos mecanismos de defesa do fitoplancton tem sido
realizada experimentalmente através da exposicdo das células a agua na qual o zooplancton

foi mantido e, posteriormente, removido por filtracio. E observado que a magnitude da



resposta do fitoplancton aos infoquimicos aumenta concomitantemente com o aumento da
abundancia do zooplancton na agua teste (HA et al. 2001; HA; JANG; TAKAMURA, 2004).

a) Mecanismos de defesa morfoldgicos

As adaptacdes morfologicas do fitoplancton contra a herbivoria séo: alteragdes no
tamanho e na forma da célula; formacgdes de protuberancias na parede celular como bracos,
cerdas e espinhos; a presenca de mucilagem; e o arranjo das células em coldnias ou
filamentos.

O tamanho e a forma da célula séo as caracteristicas mais importantes na determinacao
da susceptibilidade a herbivoria. Células esféricas de pequeno tamanho (medida do raio <35
pum) sdo intensamente predadas por estarem no limite de tamanho 6timo para consumo por
protistas, rotiferos e crustdceos (NASELLI-FLORES; BARONE, 2011; VAN DONK;
IANORA; VOS, 2011); assim, aumentar o tamanho representa estratégia-chave na inibicéo da
predacao.

O aumento do tamanho celular, apesar de eficaz na protecdo contra a predacéo, reduz a
taxa metabdlica e de crescimento dos seres vivos por limitar a difusdo das substancias no
interior da célula. Em células pequenas, a razdo superficie/volume é alta, o que permite os
nutrientes serem transportados rapidamente a qualquer parte do interior da célula e os
organismos manterem alto metabolismo e alta taxa de reproducdo; no entanto, a medida que a
célula se torna maior a razdo superficie/volume diminui, especialmente se mantém a forma
esférica (NIELSEN, 2006; NASELLI-FLORES; PADISAK; ALBAY, 2007; NASELLI-
FLORES; BARONE, 2011). O aumento do tamanho da célula também causa aumento na
perda por sedimentacdo, condicdo que interfere na eficiéncia da assimilacdo de nutrientes e
luz pelo fitoplancton (NIELSEN, 2006).

A resposta evolutiva de muitas espécies fitoplanctonicas para compensar as restri¢coes
associadas ao aumento do tamanho celular foi desenvolver adaptagdes anatdmicas e
morfolégicas para aumentar o tamanho sem grandes alteragdes no volume, aumentando,
consequentemente, a razdo superficie/volume (NIELSEN, 2006; NASELLI-FLORES;
PADISAK; ALBAY, 2007). Dentre essas adaptacdes, destacam-se a presenca de bracos,
cerdas ou espinhos na parede celular, a formagdo de mucilagem e o arranjo das células em
colonias e filamentos (NASELLI-FLORES; BARONE, 2011). De acordo com Naselli-Flores

e Barone (2011), essas adaptacOes foram mantidas ao longo da historia evolutiva por poder



atuar simultaneamente na inibicdo da predacdo pelo zooplancton e na redugdo dos efeitos
negativos associados ao aumento do tamanho.

A presenca de bracos, cerdas ou espinhos é comum em cloroficeas e algumas espécies
de diatomaceas, como as do género Aulacoseira. E observado que a presenca dessas estruturas
reduz a taxa de sedimentacdo das células e dificulta a ingestdo pelo zooplancton, funcionando
como um eficiente mecanismo de defesa contra a predacdo (VERSCHOOR et al. 2004,
MAYELI; NANDINI; SARMA, 2004). Luo et al. (2006) mostraram que Micractinium
pusillum desenvolveu longas cerdas na presenca do rotifero Brachionus calyciflorus em
cultivo (Figura 2), reduzindo a taxa de ingestio desse rotifero de 0,15 x 10° para 0,04 x 10°
ind. ™ d*,

Figura 2. Células de Micractinium pusillum sem (A) e com (B) espinhos na presenca e

auséncia, respectivamente, do rotifero Brachionus calyciflorus. Fonte: Luo et al. (2006).

A formacdo de col6nias e filamentos é uma caracteristica comum nas cianobacterias,
cloroficeas e algumas diatoméaceas. Ao adquirirem essas formas, as espécies podem aumentar
0 tamanho sem aumentar o caminho de difusdo das substancias no interior da célula ao
mesmo tempo em que reduzem a pressao de herbivoria (NIELSEN, 2006).

Um dos primeiros estudos a mostrar que o zooplancton induz a formacao de colonias
em espécies fitoplancténicas foi realizado por Mikheeva e Kruchkova (1980) com
Chlamydomonas sp. e Scenedesmus acuminatus. Chlamydomonas ocorre em cultivo como
células unicelulares biflageladas, mas adquire a forma colonial palmel6ide na presenga do
zooplancton herbivoro. Com excecdo de Mikheeva e Kruchkova (1980), Lirling e Beekman
(2006) foram os Unicos que estudaram o papel do zooplancton na formacdo de colénias por
Chlamydomonas. Esses autores observaram que C. reinhardtii cresceu exponencialmente

formando col6nias ap6s 25 horas de exposicéo a Brachionus calyciflorus (Figura 3).



Figura 3. Chlamydomonas reinhardtii na forma unicelular (A) e colonial (B) na auséncia e na
presenca, respectivamente, do rotifero Brachionus calyciflorus. Fonte: Lirling e Beekman
(2006).

A formacdo de colonias induzida pelo zooplancton em Desmodesmus e Scenedesmus
tem sido exaustivamente estudada, devido a comum ocorréncia desses organismos nos
ecossistemas aquaticos Iénticos de todo mundo (LURLING, 2003). Nos ambientes naturais,
Desmodesmus e Scenedesmus comumente ocorrem como colbnias planas com duas, quatro,
oito ou 16 células fusiformes ou oblongas dispostas linearmente, porém, em cultivo, sdo
encontradas na forma unicelular. E estabelecido que a indugdo da formagcao de coldnias nessas
cloroficeas ocorre em resposta aos infoquimicos liberados pelo zooplancton (LURLING,
2003).

Hessen e van Donk (1993) observaram que na auséncia de Daphnia magna, S.
subspicatus era unicelular, com dimensfes de 6-8 x 4-5 um e baixa frequéncia de espinhos.
No entanto, quando exposta a D. magna ou a “agua de D. magna”, termo utilizado pelos
autores para se referir a agua de cultivo de Daphnia, houve a formagdo de coldnias com 2-8
células, com dimensdes de 6-40 um, e aumento na proporcdo de células armadas com
espinhos rigidos (Figura 4). Constataram, ainda, que a formacdo das coldnias foi um
mecanismo de defesa contra a predacdo eficiente, uma vez que a taxa de ingestdo de D.
magna reduziu com o aumento do tamanho das coldnias.

Verschoor et al. (2004) mostraram que a formacdo de colbnias é uma resposta
adaptativa comum em Scenedesmaceae contra a ameacga de herbivoria pelo zooplancton,
porém observaram que o0 aumento do tamanho das coldnias € mais expressivo em espécies de
Scenedesmus em relacdo a Desmodesmus. Acredita-se que por Desmodesmus possuir
espinhos, um mecanismo de defesa adicional que dificulta a ingestdo pelo zooplancton, ndo
necessita ter col6nias tdo grandes quanto Scenedesmus que, por ndo possuir espinhos, € mais



vulneravel a predagdo e investe mais na formacdo das colonias (LURLING, 2003;
VERSCHOOR et al. 2004).

Figura 4. Scenedesmus subspicatus unicelular (A) e colonial (B). Fonte: Hessen e van Donk
(1993).

Embora grande parte dos estudos sobre o papel dos infoquimicos liberados pelo
zooplancton na variabilidade morfoldgica de Desmodesmus e Scenedesmus serem realizados
com espécies de Cladocera, a inducdo da formacdo das coldnias ndo é exclusividade desse
grupo, mas um efeito geral do zooplancton herbivoro (LURLING; VAN DONK, 1997;
LURLING, 2001; MAYELI; NANDINI; SARMA, 2004). No entanto, quando se compara a
taxa de ingestdo das colbnias de Desmodesmus ou Scenedesmus entre 0S 0rganismos
zooplanctbnicos, observa-se que os cladoceros, particularmente, os de grande tamanho
corporal ndo tém dificuldade em consumir as colbnias, enquanto os claddceros de pequeno
tamanho, copépodos e rotiferos mostram baixa taxa de ingestdo e reducéo na taxa crescimento
(LURLING; DONK, 1996; MAYELI; NANDINI; SARMA, 2004). Esses resultados sdo um
indicativo de que a protecdo contra a herbivoria desenvolvida por Desmodesmus e
Scenedesmus é mais eficaz contra os pequenos herbivoros.

A cianobactéria Microcystis aeruginosa também forma col6nias em resposta a
presenca ou sinais da presenca do zooplancton. Um dos primeiros trabalhos a mostrar essa
relacdo foi publicado por Burkert et al. (2001) com o organismo zooplanctdnico teste
Ochromonas sp. Porém, ao contrario do observado para Desmodesmus e Scenedesmus,
estudos mostram que os efeitos da inducdo da formacéo das colénias em M. aeruginosa sdo
pouco expressivos por resultar em um numero baixo de células por unidade de coldnia, que

ndo condiz com o comumente observado no ambiente natural (HA; JANG; TAKAMURA,
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2004). Além disso, a resposta de M. aeruginosa mostra ndo ser igual para os diferentes grupos
zooplancténicos (YANG et al. 2006).

M. aeruginosa ocorre nos ambientes naturais como grandes colonias com centenas de
células, porém quando mantida em cultivo ocorre como células isoladas. Ha, Jang e Takamura
(2004) observaram que a agua de cultivo de Daphnia magna e Moina macrocopa induziu a
formacéo de coldnias em M. aeruginosa, porém o nimero médio de células por colénia variou
entre 2 e 3 células, valor muito abaixo do observado sob condi¢bes naturais. Yang et al.
(2005) verificaram experimentalmente em cultivo que as colbnias formadas por M.
aeruginosa expostas a agua com abundancia de zooplancton do lago Taihu chegaram a conter
de dezenas a centenas de células, porém também verificaram que esse nimero de células era

inferior ao observado nas populacdes de M. aeruginosa encontradas no lago (Figura 5).

Figura 5. Microcystis aeruginosa unicelular em cultivo (A), colonial em cultivo (B) e colonial
no lago Taihu (C). Fonte: Yang et al. (2005).

Apesar dessas observagdes, estudos mostram que a formacdo de coldnias pode ndo ser
uma resposta padrdo de M. aeruginosa quando exposta as diferentes espécies zooplanctonicas
ou aos infoquimicos que liberam, uma vez que outros fatores podem interferir nessa relacao
como o desenvolvimento de mecanismos de defesa mais eficazes (a produgdo de toxinas, por
exemplo). Yang et al. (2006) observaram que M. aeruginosa formou colénias nos tratamentos
com o flagelado Ochromonas sp., porém no controle (sem zooplancton) e nos tratamentos
com o copépodo Eudiaptomus graciloides, o cladécero Daphnia magna e o rotifero
Brachionus calyciflorus as células permaneceram unicelulares. Diante do fato de que a M.
aeruginosa utilizado no experimento € tdxica, os autores concluiram que, talvez, a formacéo

de coldnias seja a Unica estratégia de defesa efetiva de M. aeruginosa contra o flagelado, uma
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vez que a toxina ndo o impediu de consumi-la. Contra os outros organismos zooplancténicos
testados, o principal mecanismo de defesa parece ter sido a toxina, ndo necessitando, assim,
que M. aeruginosa formasse col6nias.

O arranjo das células em longos filamentos é a estratégia utilizada por muitas
cianobactérias para defesa contra a predacdo pelo zooplancton, apesar de poucos trabalhos
avaliarem essa relacdo. Certamente, por as espécies filamentosas que ocorrem nos ambientes
naturais ndo mostrarem a mesma tendéncia das coloniais de desagregarem e se tornarem
unicelulares em cultivo, dificultam a analise do papel dos organismos zooplancténicos na
reorganizacdo dos filamentos.

A forma do filamento, se reto ou espiralado, também é fundamental na determinagéo
da palatabilidade. Acredita-se que os filamentos espiralados s@o menos susceptiveis a
predacdo em relacdo as formas retas por ocuparem duas dimensdes no espaco, 0 que
dificultaria a ingestdo pelo predador (NASELLI-FLORES; PADISAK; ALBAY, 2007). A
cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, por exemplo, ocorre nos morfotipos reto e
espiralado (Figura 6) e estudos mostram que a predacdo sobre o morfotipo espiralado € menor
em relacéo ao reto (FABBRO; DUIVENVOORDEN, 1996; FABBRO et al. 2001).

Figura 6. Morfotipos reto e espiralado da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii.
Fonte: Fabbro et al. (2001).

A formacdo de mucilagem é outro mecanismo de defesa contra a predacdo comum em
cianobactérias e cloroficeas. Coesel (1997), ao analisar a preferéncia de Daphnia galeata
pelas cloroficeas Staurastrum chaetoceras e Cosmarium abbreviatum var. planctonicum
verificaram que, enquanto S. chaetoceras foi facilmente ingerida, Cosmarium foi pouco
predada. Os autores acreditam que a presenca de um envelope mucilaginoso extracelular em

Cosmarium foi a principal causa da preferéncia por S. chaetoceras, uma vez que quando
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descapsulados por sonificagdo suave, as células Cosmarium foram significativamente
ingeridas.

Staurastrum também produz mucilagem, cuja formacdo pode ser induzida pelo
zooplancton (Figura 7), porém de acordo com Wiltshire, Boersma e Meyer (2003) o papel da
mucilagem na defesa de Staurastrum esté ligado a possibilidade da formacao de agregados de

células que sdo muito grandes para serem consumidos.

Figura 7. Mucilagem em Staurastrum. Fonte: Wiltshire, Boersma e Meyer (2003).

De acordo com Reynolds (2007), se as algas mucilaginosas ndo conseguem evitar a
ingestdo, a mucilagem ainda pode ser Gtil como mecanismo de defesa, pois pode tornar a
célula resistente a digestdo durante o periodo de passagem pelo intestino do consumidor.
Porter (1976) foi o primeiro a observar esse fendmeno, ao constatar que as células da
cloroficea colonial mucilaginosa Sphaerocystis schroeteri ingeridas por Daphnia magna
emergiram do intestino intactas e em condicdes vidveis. Foi observado, ainda, que durante a
passagem pelo intestino, as células vidveis absorveram nutrientes, tais como fésforo, tanto de
restos de algas como de metabdlitos de Daphnia, garantindo suprimento suficiente para
estimular a divisdo celular.

Espécies algais com paredes celulares espessas ou rigidas também podem passar ilesas
pelo intestino dos herbivoros zooplancténicos (VAN DONK et al. 1997). As células das
diatomaceas, por exemplo, sdo envoltas por parede celular de silica com duas partes (valvas)
que se encaixam formando uma estrutura rigida, a frastula. A frustula evoluiu para suportar
pressdes externas, funcionando na prote¢cdo mecanica da célula (HAMM et al. 2003), mas
estudos como o de Pondaven et al. (2007) mostram que a pressdao de herbivoria induz

aumento na concentracao de silica na parede celular e demonstram que essa “silifica¢do” nio
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constitui apenas protecdo mecénica, mas também, representa uma plasticidade fenotipica
modelada pela predacéo.

O zooplancton necessita de energia e ferramentas especializadas para quebrar as
frastulas das diatoméceas e consumir o contetdo celular como mandibulas fortes ou com
fileira de dentes (HAMM et al. 2003). Assim, quando escapam da digest&o inicial realizada na
boca, as diatoméceas podem sobreviver a passagem pelo intestino, apesar de estudos
mostrarem que certas espécies zooplanctonicas se especializaram na digestdo das células das
diatomaceas (PONDAVEN et al. 2007). Apesar dessas observacdes, poucos estudos tém
avaliado o papel isolado da parede celular das diatoméceas como mecanismo de defesa contra

a herbivoria em ecossistemas aquéaticos continentais.

b) Mecanismos de defesa bioquimicos

Nos ecossistemas aquaticos continentais, mecanismos de defesa bioquimicos contra a
predacdo sdo reconhecidos nas cianobactérias. As toxinas produzidas pelas cianobactérias, as
cianotoxinas, sdo toxinas para 0 zooplancton e demais componentes da teia trofica aquatica
desde bactérias até mamiferos (VASCONCELOS, 2001). As cianotoxinas variam em
estrutura quimica (Figura 8), sendo classificadas como microcistina, nodularina,
cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina-a. As espécies produtoras pertencem aos géneros
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Dolychospermum, Lyngbya, Microcystis e
Planktothrix.

O papel das cianotoxinas na inibi¢do da herbivoria pelo zooplancton tem sido avaliado
através da exposicao destes as cianobactérias toxicas ou aos extratos brutos ou purificados das
toxinas (LAMPERT, 1981 e 1982; NIZAN; DIMENTMAN; SHILO, 1986; REINIKAINEN;
KETOLA; WALLS, 1994). E observado que as espécies e, até mesmo, as cepas, de
cianobactérias tém diferentes niveis de toxicidade (NIZAN; DIMENTMAN; SHILO, 1986;
SMITH; GILBERT, 1995; YASUNO et al. 1998) e que diferentes espécies do zooplancton
tém diferentes niveis de tolerdncia as cianotoxinas (FULTON, 1988; DE BERNARD;
GIUSSANI, 1990; YASUNO; SUGAYA, 1991; GILBERT, 1994; MATVEEV;
MATVEEVA; JONES, 1994).
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Figura 8. Estrutura quimica das cianotoxinas. Microcistina (A); Nodularina (B);

Cilindrospermopsina (C); Saxitoxina (D); e Anatoxina-a (E).

Acredita-se que o zooplancton que habita ambientes com dominancia de
cianobactérias toxicas tem maior resisténcia aos efeitos nocivos das cianotoxinas
(CHISLOCK, 2013).

Apesar de estudos como os Jang et al. (2003) e Jang, Jung e Takamura (2007)
mostrarem que a producdo das cianotoxinas aumenta na presenca do zooplancton e outros
cianotoxinas como mecanismos de defesa contra a predacdo ainda € questionado. Relata-se
que a origem dos genes produtores das cianotoxinas € anterior ao surgimento dos metazoarios
desconstruindo, assim, qualquer nocdo de que a sintese das toxinas foi originalmente
desencadeada pela pressdo de herbivoria (RANTALA et al. 2004; HOLLAND; KINNEAR,
2013).

Holland e Kinnear (2013) discutem, ainda, que os argumentos contra “as cianotoxinas
como mecanismos de defesa” ganham mais for¢a quando se considera o custo da producéo.
De acordo com esses autores, quando se faz o balango do custo metabolito da producdo das
cianotoxinas, percebe-se que é pouco provavel o estabelecimento destas como mecanismo de
defesa, uma vez que outras estratégias tém gasto energético menor e sdo tdo eficientes quanto
na inibicdo da predacdo como a producdo de mucilagem e a formacdo de colbnias e

filamentos.
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2.1.2. Interacdo fitoplancton-zooplancton: efeitos da herbivoria pelo zooplancton

O zooplancton tem importante papel na dindmica dos ecossistemas aquaticos, como
predadores que controlam populactes algais e de bactérias, como fonte de alimento para os
niveis troficos mais altos da teia alimentar e na excre¢do dos nutrientes dissolvidos
(GLIWICZ, 2004). A predacdo do zooplancton sobre o fitoplancton pode transferir mais que
50% do carbono fixado pelos produtores primarios para os niveis troficos mais altos.

Nos ecossistemas aquaticos continentais, o zooplancton é formado por protozoarios
(amebas, ciliados e flagelados), rotiferos e crustaceos, sendo os dois ultimos grupos
classificados como o zooplancton verdadeiro. Porém, também inclui larvas de Oligochaeta,
larvas de Diptera, mexilhdes e peixes.

Os crustaceos compreendem dois grupos distintos: os claddceros e os copépodos. Os
cladoceros sdo filtradores, sendo considerados os principais predadores da comunidade
fitoplanctonica nos ecossistemas aquaticos dulciaquicolas por possuirem alta taxa de ingesté&o,
habilidade de filtrar particulas de amplo espectro de tamanho e de consumir grande
diversidade de particulas alimentares (GLIWICZ, 2004; GER; HANSSON; LURLING,
2014).

Os copépodes sdo divididos em dois grupos que diferem quanto ao habito alimentar:
os ciclopodides, que sdo predominantemente carnivoros; e os calanoides, herbivoros. Utilizam
modo de alimentacdo raptorial e mostram um alto grau de seletividade alimentar por
possuirem mecanossensores e quimiossensores que distinguem as particulas alimentares
guanto ao tamanho, qualidade nutricional e digestibilidade (GLIWICZ, 2004; GER;
HANSSON; LURLING, 2014). Assim, quando encontram algas pouco palataveis como as
cianobactérias, por exemplo, os copépodos tém a capacidade de rejeitd-las e buscar outra
fonte de alimento mais “saudavel” (GER; HANSSON; LURLING, 2014).

Os rotiferos sdo, em sua grande maioria, filtradores e, ao contrario dos claddceros,
mostram certa seletividade alimentar. Estudos mostram que devido ao pequeno tamanho
corporal que apresentam, os rotiferos limitam a predagdo as células pequenas (<35 pm)
(GLIWICZ, 2004).

As diferencas quanto ao modo de alimentacdo da comunidade zooplanctdnica faz com
que a interacdo com o fitoplancton varie em funcéo de fatores como composi¢do taxondmica,
biomassa e tamanho corporal dos organismos zooplanctonicos. Nesse aspecto, a eficiéncia dos
mecanismos de defesa contra a herbivoria desenvolvidos pelo fitoplancton também ird variar

em funcéo desses fatores.
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O tamanho corporal do organismo zooplanctonico esta diretamente relacionado com a
taxa de ingestdo e o intervalo de tamanho das particulas consumidas. Cyr e Curtis (1999)
observaram, experimentalmente, que apesar das células pequenas (<35 um) serem
intensamente predadas pelo zooplancton do lago Ontario (Canada), o intervalo de tamanho
das algas predadas aumentou com o aumento do tamanho médio corporal do zooplancton e
diferiu, sistematicamente, com a composic¢do taxonémica. Esses autores verificaram que entre
os cladoceros, por exemplo, Ceriodaphnia e Holopedium consumiram algas com dimenséo
linear axial (GALD) entre 16 e 36 um, enquanto Bosmina e Daphnia utilizaram algas com
faixa de tamanho maior (GALD= 28-78 pum).

Pagano (2008) também observou que quanto maior o tamanho do organismo
zooplancténico, maior a taxa de predacdo. No entanto, outros trabalhos mostram que, sob
biomassas equivalentes ou maiores, organismos zooplanctdnicos pequenos podem ter taxas de
predacdo tdo altas quanto a dos organismos grandes (CYR; PACE, 1992; MALKIN;
JOHANNSSON; TAYLOR, 2006).

Agasild et al. (2007), ao avaliarem o impacto da predacdo do microzooplancton
(ciliados e rotiferos) e mesozooplancton (cladoceros e copépodos) sobre o fitoplancton do
lago L. Vortsjarv (Estdnia), observaram que a fracdo formada por ciliados e rotiferos
dominaram na atividade de filtracdo e herbivoria. Os autores atribuiram esse resultado a
elevada biomassa de ciliados e rotiferos no ambiente estudado (60% da biomassa total).

Low et al. (2010), ao analisarem o potencial do zooplancton em controlar a biomassa
do fitoplancton em sistemas Iénticos tropicais, observaram que a quantidade das cloroficeas
Ankistrodesmus, Cosmarium e Peridinium diminuiu com o aumento no nimero de calanoides,
ciclopoides e rotiferos, enquanto populacBes de diatomaceas Melosira e Synedra foram
inversamente correlacionadas com a abundancia de copépodes calandides. Os claddceros ndo
tiveram influéncia na estrutura do fitoplancton por estarem em baixa biomassa.

A seletividade alimentar observada em muitas especies zooplanctdnicas pode
influenciar diretamente na estrutura da comunidade fitoplancténica. Bergquist, Carpenter e
Latino (1985) observaram que taxons fitoplanctdnicos pequenos (GALD <25 pm;
Chlamydomonas e Chlorococcales) aumentaram em densidade quando predadas pelo
zooplancton pequeno (pequenos copépodos e rotiferos), mas diminuiram em densidade
quando predadas pelo zooplancton grande (Daphnia pulex e Diaptomus oregonensis). Em
contrapartida, o fitoplancton de grande tamanho (Asterionella formosa, Closteriopsis
longissimus e Synedra sp.) se tornou menos abundante na presenga do zooplancton pequeno,

mas aumentaram em densidade na presenca do zooplancton grande. De acordo com esses
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autores, a seletividade alimentar do zooplancton modificou a estrutura do fitoplancton,
favorecendo as algas pequenas sob baixa pressdo de herbivoria exercida pelos predadores
pequenos e mudanca para algas grandes quando o tamanho dos predadores aumentou.

A seletividade exercida pelo zooplancton influencia na relacéo do fitoplancton com os
nutrientes dissolvidos, uma vez que a remocdo de uma determinada espécie algal pelo
zooplancton reduz a competicdo por nutrientes, conferindo vantagem competitiva as espécies
que ndo sdo predadas.

Delazari-Barroso et al. (2011) observaram essa relacdo ao constatarem,
experimentalmente, no reservatdrio Duas Bocas, localizado no estado do Espirito
Santos/Brasil, que na presenca do zooplancton as cianobactérias foram beneficiadas com a
reducdo da biomassa de outros grupos algais que eram susceptiveis a herbivoria como as

cloroficeas.

2.1.3. Interagdo fitoplancton-zooplancton: a importancia das cianobactérias

Os estudos que tratam sobre a interacdo fitoplancton-zooplancton tém dado grande
enfoque nas cianobactérias, devido a importancia desses organismos na degradacdo da
qualidade dos recursos hidricos.

E comum que as espécies que formam os blooms possuam os mecanismos de defesa
mais eficazes contra a predacéo: a capacidade de formar grandes colénias e filamentos, muitas
vezes com presenca de mucilagem, e o potencial de produzir toxinas (DEMOTT; GULATI;
VAN DONK, 2001; WILSON; SARNELLE; TILLMANNS, 2006; REYNOLDS, 2007,
FREITAS et al. 2014). Além disso, as cianobactérias apresentam baixo valor nutricional para
o0 zooplancton, devido a deficiéncia em ester6is e cadeias longas de acidos graxos
polinsaturados, vitais na regulagdo das funcdes celulares dos animais (DEMOTT; MULLER-
NAVARRA, 1997; MARTIN-CREUZBURG; VON ELERT, 2009). Reducdo nas taxas de
crescimento, sobrevivéncia, reproducdo e alimentacdo, bem como a morte, do zooplancton
sdo comumente relatados devido ao consumo de cianobacteérias.

O zooplancton desenvolveu adaptagdes para minimizar os efeitos negativos das
cianobactérias toxicas. Podem restringir a ingestdo das células toxicas atraves de adaptacoes
alimentares (por exemplo, a seletividade alimentar) ou aumentar a tolerancia fisiologica de
ingestdo de células tdxicas via mecanismos mais eficientes de desintoxicacdo (GER;
HANSSON; LURLING, 2014; GER et al. 2016).
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A seletividade alimentar é a estratégia mais comum utilizada pelo zooplancton para
coexistir com as cianobactérias. Epp (1996), ao verificar os efeitos da predacdo de Daphnia
pulicaria sobre as cianobactérias filamentosas Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena flos-
aquae e A. wisconsinense, relatou que em altas concentracbes dessas algas, Daphnia
consumiu preferencialmente diatoméaceas, flagelados e clorococales. Apesar dessas
observagdes, os claddceros sdo, em geral, mais susceptiveis aos efeitos nocivos das
cianotoxinas por serem pouco seletivos quanto ao tipo de alimento que ingerem (DEMOTT;
ZHANG; CARMICHAEL, 1991). Os copépodos e rotiferos, por outro lado, sdo mais
seletivos e, portanto, menos afetados pelas cianobactérias toxicas (DEMOTT, 1986;
GILBERT, 1990; DEMOTT; MOXTER, 1991).

Essas observacOes tém importantes implicacGes na dinamica sazonal das comunidades
fitoplanctonica e zooplancténica em lagos, particularmente, localizados em regides de clima
temperado. E comum observar que durante o verdo ha substitui¢do dos claddceros grandes por
cladéceros pequenos, copépodos e/ou rotiferos devido aos blooms de cianobactérias que sdo
formados nessa estagdo (JEPPESEN et al. 2005; GER; HANSSON; LURLING, 2014).

Abrantes et al. (2006) observaram no lago Vela (Portugal) que o intenso
desenvolvimento das cianobactérias na primavera e verdo resultou na drastica reducdo da
abundancia de Daphnia longispina, enquanto o cladocero de pequeno porte Ceriodaphnia
pulchella mostrou a maior densidade registrada durante o estudo e correlagéo positiva com a
densidade das cianobacteérias.

Heathcote et al. (2016) mostram que ha reducdo na razdo da biomassa
zooplancton:fitoplancton (razdo Z:F) nos reservatorios com dominéncia das cianobactérias.
Conforme observado por esses autores, a baixa razdo Z:P reflete a mudanca na estrutura da
comunidade zooplanctdnica comumente observada durante a ocorréncia dos blooms de
cianobactérias, no qual ha substituicdo dos claddceros de grande tamanho, como Daphnia, por
rotiferos, copépodos e cladoceros pequenos (FULTON; PAERL, 1987).

Em regides de clima tropical, apesar das estaches sazonais ndo serem também
marcadas como observado na zona temperada, é observada a mesma tendéncia de
codominancia entre cianobactérias e copépodos e/ou rotiferos (GER; HANSSON; LURLING,
2014).

2.2. Interacdo fitoplancton-zooplancton e a din@mica das teias tréficas aquéticas
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A discussdo acerca da interacdo fitoplancton-zooplancton em ecossistemas aquaticos
dulciaquicolas foi intensificada a partir da criagdo do conceito de “Interagdes troficas em
cascata” postulado por Carpenter, Kitchell ¢ Hodgson (1985), e reforcado por Carpenter e
Kitchell (1988), o qual prevé que os organismos de um nivel tréfico sdo sempre influenciados
pelos predadores do nivel tréfico proximo mais alto e toda a teia alimentar pelos predadores
do topo.

A qualidade do fitoplancton como alimento interfere fortemente na dindmica das teias
alimentares aquaticas. Danielsdottir, Brett e Arhonditsis (2007) mostram que nos ambientes
compostos por espécies algais palataveis, os efeitos em cascata tréfica reduzem a biomassa do
fitoplancton, o zooplancton suporta intensa predacdo dos zooplanctivoros e a energia é
eficientemente transferida através da teia alimentar, sustentando a produtividade nos niveis
troficos mais altos. Em contrapartida, sob dominancia de espécies fitoplanctonica de baixa
qualidade nutricional ha quebra do link tréfico na interface fitoplancton-zooplancton, com a
biomassa fitoplancténica sendo regulada primariamente pelos nutrientes disponiveis e o
zooplancton sendo rapidamente eliminado pela predacdo pelos peixes, resultando na baixa

transferéncia de energia na teia alimentar.

2.3. Considerac0es finais

A interacdo fitoplancton-zooplancton em ecossistemas aquaticos continentais Iénticos,
apesar de amplamente estudada, ainda é pouco compreendida, particularmente, em
reservatorios tropicais. Grande parte do entendimento acerca dessa interacdo é proveniente de
estudos realizados em regides temperadas ou através de estudos desenvolvidos em laboratorio
que, muitas vezes, ndo representam a complexidade dos processos que ocorrem nos ambientes
naturais. Nesse sentido, os estudos utilizando mesocosmos in situ, como o apresentado na
presente tese, sdo de grande valia para a avaliacao dessa interacao.

Estudos, particularmente, em reservatorios com ocorréncia de blooms de
cianobactérias sdo 0s mais requeridos, uma vez que as espécies que formam os blooms
exibem os mecanismos de defesa mais eficientes contra a herbivoria. Ha a lacuno no
entendimento sobre como o zooplancton interage no ambiente natural com essas
cianobactérias tanto do ponto de vista ecologico, uma vez que ha a perda do link trofico com o
zooplancton e a reducdo da transferéncia de energia para os demais niveis da teia trofica
durante os blooms, quando para 0 manejo de ecossistemas aquaticos por o zooplancton ser

apontado como uma importante estratégia no controle da biomassa das cianobactérias.
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Resumo

O zooplancton é considerado uma importante ferramenta de controle de blooms
de algas em lagos temperados. No entanto, em ambientes tropicais e subtropicais, 0
potencial destes organismos para reduzir a biomassa das cianobactérias ndo € bem
compreendido. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do aumento da
biomassa de zooplancton sobre a comunidade fitoplanctonica e a concentracdo das
cianotoxinas microcistina e saxitoxina em um reservatorio tropical (reservatorio de
Ipojuca, Brasil), com ocorréncia de blooms, utilizando mesocosmos in situ. Os
mesocosmos consistiram em sacos de polietileno (50 litros) que foram mantidos em
suspensdo na agua perto da barragem do reservatdrio durante doze dias. Os tratamentos
foram compostos por biomassas zooplanctonicas de 2 (+ZO0x2), 3 (+ZO0x3) e 4
(+Z00x4) vezes a encontrada no reservatorio. No inicio do experimento, vinte taxons
fitoplanctonicos foram registrados, com dominéncia das cianobactérias Planktothrix
agardhii e Cylindrospermopsis raciborskii. A concentracdo total de microcistina e
saxitoxina foi de 0,16 e 0,12 mg L™, respectivamente. A comunidade zooplanctonica
esteve composta por treze taxons, com o rotifero Brachionus rubens e os nauplios de
Copepoda apresentando maiores biomassas. P. agardhii e C. raciborskii néo
responderam significativamente aos efeitos do aumento da biomassa de zooplancton. De
maneira geral, nos tratamentos +ZOOx3 e/ou +ZOOx4 foi observada reducdo da
biomassa das cianobactérias Aphanocapsa sp., Chroococcus sp., Dolichospermum sp.,
Merismopedia tenuissima, Microcystis aeruginosa e Pseudanabaena sp.; diatomécea
Cyclotella meneghiniana; e criptoficea Cryptomonas sp. A concentracdo total de
microcistina aumentou e reduziu em tempos diferentes durante o experimento. Para as
concentragcdes de saxitoxina, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
testados e o controle. No presente estudo, 0 aumento da biomassa do zooplancton néo
influenciou significativamente a biomassa de cianobactérias filamentosas formadoras de
blooms, enquanto que as outras espécies de fitoplancton, incluindo M. aeruginosa,
foram significativamente reduzidas. Isto implica que € possivel controlar a proliferacéo
excessiva de cianobactérias ndo filamentosas formadoras de blooms como a M.

aeruginosa, através da biomanipulacdo da comunidade de zooplancton.

Palavras-chave: Brasil, cianobactéria, microcistina, saxitoxina, reservatério tropical,

zooplancton.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais evidéncias dos efeitos negativos das atividades
antropogénicas é a eutrofizacdo dos sistemas aquaticos. Sob condigdes eutrdficas,
espécies de cianobactérias como Anabaena, Cylindrospermopsis, Microcystis e
Planktothrix tendem a dominar a comunidade fitoplancténica e afetar negativamente os
processos da teia alimentar (Ger et al., 2014; Chia e Kwaghe, 2015), além de causarem
odor e sabor desagradaveis na agua, intoxicacdo humana (Zanchett e Oliveira-Filho,
2013) e morte de animais (Hilborn e Beasley, 2015). Embora, ainda exista ceticismo
sobre as mudancas nas condi¢fes globais causarem o0 aumento na frequéncia e
intensidade da dominéncia de cianobactérias em sistemas aquaticos, alguns estudos
suportam a hipotese de que as mudancas nas condicdes globais aliados com o aumento
da eutrofizacdo resultam em aumento na frequéncia dos blooms de cianobactérias e na
producdo de cianotoxinas (Paerl e Huisman, 2009).

O zooplancton tem sido utilizado como uma importante ferramenta no controle
dos blooms de cianobactérias em lagos temperados (Ekvall et al., 2014). No entanto, em
ambientes tropicais e subtropicais, o potencial destes organismos para reduzir a
biomassa das cianobactérias ndo € bem compreendido (Jeppesen et al., 2005; Ger et al.,
2014) e o entendimento dos efeitos das cianobactérias na dindmica do zooplancton é
contraditério (Wilson et al., 2006). Em comparacdo com outras espécies
fitoplanctonicas, as cianobactérias sdo consideradas uma dieta de baixa qualidade e
pouco palatavel para o zooplancton, pois produzem metabdlitos toxicos (Wilson et al.,
2006), sdo deficientes de esterdis e acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
(Martin-Creuzburg e von Elert, 2009) e tém varias adaptacGes morfoldgicas que inibem
a predacdo (Reynolds, 2007), caracteristicas que reduzem a taxa de alimentacdo,
crescimento e reproducdo do zooplancton (Wilson et al., 2006;. Paerl e Paulo, 2012).
Quando o zooplancton é incapaz de consumir cianobactérias, a perda do link trofico
confere a este Ultimo vantagem competitiva sobre outras espécies do fitoplancton
(Haney, 1987), apesar de estudos como o de Agrawal (1998) mostrarem que 0 aumento
da pressdo de predacdo por herbivoros pode ndo resultar no aumento da biomassa de
algas pouco palataveis, incluindo as cianobactérias.

A biomanipulacédo é a técnica de gestdo empregada para aumentar a abundancia
de zooplancton, através de mudancas na estrutura da cadeia alimentar aquatica (efeito

top-down em cascata trdfica), a fim de aumentar a pressdo de herbivoria sobre
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cianobactérias e, assim, controlar os blooms (An et al., 2010). O sucesso da
biomanipulacdo depende da suposicdo de que o zooplancton ira consumir as
cianobactérias e assimilar o carbono de forma eficiente para crescer e reproduzir (Ger et
al., 2014).

Em ambientes temperados, a biomanipulacdo é muitas vezes usada para
controlar blooms de algas téxicas (Ekvall et al., 2014). A eficiéncia dessa técnica
baseia-se no dominio de Daphnia em corpos d'dgua temperadas, um cladécero de
grande tamanho corporal que apresenta habito alimentar generalista e consome algas
toxicas e ndo toxicas (Jeppesen et al., 2005; Peretyatko et al., 2012; Ekvall et al., 2014).
Em contrapartida, a utilizagdo de zooplancton para controle das cianobactérias em
reservatorios tropicais e subtropicais ndo tem sido bem sucedida (Crisman e Beaver,
1990; Jeppesen et al., 2005), isto porque a estrutura da comunidade zooplancténica nos
tropicos difere da regido temperada. O género Daphnia é escasso em ecossistemas
aquaticos tropicais e a comunidade de zooplancton é, muitas vezes, caracterizada pela
dominancia de rotiferos, copépodes e claddceros de pequeno tamanho corporal, como
Diaphanosoma, Ceriodaphnia e Bosmina (Sarma et al., 2005). A maioria destes
organismos sdo mais seletivos que Daphnia e preferem alimentos mais nutritivos (Ger
etal., 2014).

Apesar dessas observagdes, poucos estudos avaliaram a interacdo cianobactérias-
zooplancton in situ nos tropicos, especialmente na América do Sul (Bouvy et al., 2001).
Nessa parte do mundo, rotiferos e copépodes sdo dominantes em corpos d'agua com
blooms de cianobactérias perenes e estudos sugerem que isso € um indicativo de que
houve o desenvolvimento de estratégias no zooplancton dessa regido que os permitiram
co-existir com as cianobactérias (Bouvy et al., 2001;. Ger et al., 2014). Além disso,
estudos laboratoriais recentes tém demonstrado que o zooplancton tropical pode tolerar
a ingestao de cianobactérias (Panosso et al., 2003; Ké et al., 2012).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do aumento da biomassa
de zooplancton sobre o fitoplancton e as cianotoxinas de um reservatorio tropical, com
ocorréncia frequente de blooms de cianobactérias. A hipotese testada é que o aumento
da biomassa de zooplancton ndo afeta negativamente as cianobactérias formadoras de
bloom, mas altera a estrutura da comunidade fitoplanctonica através da reducdo da
biomassa de espécies susceptiveis a herbivoria. Além disso, 0 aumento da pressdo de
herbivoria aumenta a producdo de cianotoxinas, como um mecanismo de resposta de

defesa contra o zooplancton.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O experimento foi realizado no reservatério de Ipojuca (8720°43,7°S e 36
22°31,5”W), localizado no municipio de Belo Jardim em Pernambuco, Nordeste do
Brasil. Esse reservatério é eutréfico, com capacidade maxima de 30 x10° m® e
profundidade maxima de 14 m (SHR, 2000). E utilizado para abastecimento publico,
pesca artesanal e recreacdo (Bittencourt-Oliveira et al., 2014).

A regido é caracterizada por apresentar clima tropical uUmido, com temperaturas
médias em torno de 30°C e duas estacdes sazonais bem definidas: estacdo seca, entre
setembro e fevereiro, correspondendo ao periodo de mais altas temperaturas (>30°C); e
estacdo chuvosa, entre abril e julho, com precipitacdo média em torno de 1.000 mm e
temperaturas menores que 20°C (INMET, 2005).

Esse reservatorio foi selecionado para o presente estudo por existirem trabalhos
que relatam a ocorréncia de blooms de cianobactérias potencialmente tdxicas, com
dominéncia das espécies filamentosas Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis &
Komarek e Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju
(Bittencourt-Oliveira et al. 2014).

2.2. Mesocosmos e Desenho experimental

O experimento foi realizado entre 28 de julho e 8 de agosto de 2014. Doze
mesocosmos de sacos transparentes de polietileno de 50 L, fechado na parte inferior e
abertos na superior, foram mantidos em suspensdo na agua por unidades flutuadoras
(garrafas de polietileno), de acordo com a descrigcdo de Arcifa e Guagnoni (2003).

As espécies fitoplanctonicas do reservatorio foram expostas a diferentes
tratamentos com variagdes na biomassa zooplancténica. Os tratamentos consistiram de
biomassas do zooplancton de 2, 3 e 4 vezes a registrada no momento do experimento
(n=3), que foram abreviados como tratamentos +Z0OO0x2, +ZOOx3 e + ZOOx4,
respectivamente. Para obter a biomassa necessaria, a agua do reservatorio foi filtrada
através de rede de pléncton (68um) e o zoopléncton retido no copo coletor foi
transferido para os mesocosmos. O controle foi composto da biomassa de zooplancton

presente no reservatorio durante o experimento, sem manipulacdo. A periodicidade das
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coletas para a analise dos nutrientes, fitoplancton, zooplancton e cianotoxinas durante o

experimento é mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Periodicidade das coletas das amostras para analise dos nutrientes,
fitoplancton, zooplancton e cianotoxinas durante o experimento. x= amostras coletas; -

= amostras ndo coletadas.

Dias
0 1 3 5 7 9 11
Comunidade fitoplancténica X X X X X
Comunidade zooplanctonica X X X X
Microcistina X X X X X X
Saxitoxina X X X X X X
Nutrientes X X X X

2.3. Coleta de dados

A fim de caracterizar o reservatorio quanto as condic¢Ges abioticas e biodticas no
inicio do experimento, amostras para andlise das variaveis abioticas, nutrientes,
fitoplancton, zooplancton e cianotoxinas foram coletadas a partir da camada sub-
superficial da coluna de agua (n=3). A temperatura da agua (°C) e oxigénio dissolvido
(mg L™) foram mensurados in situ com um oximetro de Schott OX1 Handylab e a
transparéncia da agua (m) foi determinada utilizando um disco de Secchi. Turbidez e pH
foram medidos usando Hanna HI 93703 turbidimetro e medidor Digimed DMPH-2pH,
respectivamente.

Amostras de fitoplancton foram armazenadas em frascos de vidro ambar,
preservadas com solugdo de Lugol e os taxons foram identificados com chaves
taxondmicas padrdo. O método de Utermdohl (Utermohl, 1958) foi utilizado para a
quantificacdo da biomassa (mg L™), enquanto o biovolume médio dos taxons foi
mensurado de acordo com Hillebrand et al. (1999). Os taxons dominantes no
reservatorio foram determinados seguindo os procedimentos descritos por Lobo e
Leighton (1986).

Para a analise do zooplancton, foram filtrados 100 litros da dgua do reservatdrio
utilizando rede de plancton (68 um), anestesiados com agua gaseificada (Pinto-Coelho,
2004) e preservados com formol a 4%. A identificacdo e quantificacdo do zooplancton

foram realizadas em microscopio com camara de contagem Sedgwick-Rafter. A
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biomassa (mg L™) foi estimada a partir do biovolume dos taxons, de acordo com
Ruttner-Kolisko (1977) para rotiferos e Pinto-Coelho (2004) para microcrustaceos.

As amostras destinadas a avaliar a concentracdo dos nutrientes foram coletadas
diretamente da agua, transportadas ao laboratorio sob refrigeracdo e congeladas até o
momento da andalise. Foram analisadas as concentragdes de nitrito (ug N-NO2 L+
Mackereth et al., 1978), nitrato (ug N-NOs L*; Golterman et al., 1971), amoénia (N-NHz3
+ N-NHa*; Koroleff, 1976), fosforo total dissolvido (PT; Strickland e Parsons, 1965) e
nitrogénio inorganico dissolvido (DIN; considerado como a soma das concentracdes de
nitrato, nitrito e amonia).

As concentragdes totais de microcistina e saxitoxina foram determinadas pelo
método Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) utilizando kits em placa
Beacon (Beacon ® - DF Techno Cientifica) especificos para cada toxina, seguindo as
instrucdes do fabricante. As analises foram realizadas em duplicata com o auxilio de um
leitor de microplacas ASYS A-5301 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria).

2.4. Andlise estatistica

ANOVA fatorial AxB foi realizada para avaliar os efeitos dos tratamentos (fator
1), do tempo de experimentagdo (factor 2) e da interacdo entre esses fatores sobre a
biomassa dos taxons fitoplancténicos e as concentracBes dos nutrientes e das
cianotoxinas. Quando efeitos significativos foram verificados, foi realizado o teste a
posteriori de Tukey para indentificar os tratamentos que diferiram entre si e em relagdo
ao controle ao longo do tempo de experimentacdo. A normalidade e homocedasticidade
necessarias para a andlise foram previamente avaliadas utilizando os testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente.

Analise de variancia multivariada (PERMANOVA) foi realizada para verificar
as diferencas significativas na estrutura da comunidade fitoplanctonica, mensurada
através da biomassa dos taxons, entre o inicio (dia 0) e o fim (dia 11) do experimento e
entre os tratamentos no fim do experimento.

Teste de correlagdo de Pearson (r) foi realizado entre as cianotoxinas analisadas
e as potenciais cianobactérias produtoras dessas toxinas durante o experimento. Os
taxons potencialmente produtores de microcistina e saxitoxina foram determinados de

acordo com Pearson et al. (2010).
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Analise de Correspondéncia Canénica (ACC) foi realizada para identificar a
influéncia dos principais grupos zooplancténicos (apresentados na Tabela 1 dos
Resultados) e nutrientes sobre os taxons fitoplanctdnicos e as cianotoxinas no
experimento. Para testar se 0 modelo ACC foi significativo, foi realizado a Anova
fatorial. Analise de Componentes Principais (ACP) foi realizada para verificar a relacao
entre os principais grupos do zooplancton, os taxons fitoplanctonicos e as cianotoxinas
no experimento. O critério para selecdo da ACC e APC foi baseado no comprimento
dos eixos da Analise de Correspondéncia Destendenciada (ACD) que ratifica a
realizacdo dessas analises quando o comprimento do eixo 1 for menor que 3 (Ter Braak
e Prentice, 1998). Os dados da biomassa do fitoplancton e zooplancton e das
concentragcbes de nutrientes e cianotoxinas foram padronizados atraves da
transformacéo logaritmica. Para ACC e APC, foram utilizados os dados obtidos nos
dias 0, 1, 5 e 11 do experimento. Todas as analises estatisticas foram realizadas no nivel

de 5%, utilizando o programa de analise estatistica R para Windows.

3. RESULTADOS

3.1. Variaveis abioticas, fitoplancton, zooplancton e cianotoxinas no

reservatério Ipojuca no inicio do experimento

No reservatorio Ipojuca, a temperatura esteve em torno de 24 °C, o pH foi
alcalino e a concentragdo dos nutrientes foi alta, com razdo DIN:PT de 1,06:1 (raz&o por
massa) (Tabela 2). Vinte tdxons fitoplancténicos foram identificados, pertencentes aos
grupos das Cyanobacteria (10), Bacillariophyceae (2), Chlorophyceae (4),
Cryptophyceae (2) e Chrysophyceae (1). Um taxon néo foi possivel identificar em nivel
de espécie ou género, sendo classificado como “fitoflagelado nao identificado”.

As cianobactérias foram dominantes em termos de biomassa, com destaque para
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek e Cylindrospermopsis
raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju (Tabela 2). As concentragdes de
microcistina totais e saxitoxina foram 0,16 e 0,12 pg L™, respectivamente (Tabela 2). A
comunidade zooplancténica esteve composta por treze taxons, dos quais nove
pertencem ao grupo dos Rotifera. Brachionus rubens Ehrenberg, 1838 foi o tdxon com

maior biomassa. Os nauplios também registraram alta biomassa (Tabela 2).
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Tabela 2. Variaveis abidticas, biomassa das comunidades fitoplanctonica e
zooplancténica e concentracdo de microcistina totais e saxitoxina no reservatorio

Ipojuca, Pernambuco, Brasil, no dia 28 de julho de 2014.

Variaveis abi6ticas e tdxons Média + Erro padréo

Variaveis abioticas

Temperatura da agua (°C) 24,81
Oxigénio dissolvido (mg L™) 6,04+0,8
pH 8,53+2
Transparéncia (cm) 40
Turbidez (NTU) 8414
Nitrogénio Améniacal (ug L™) 90,58+14,30
Nitrato (ug L™) 10,97+0,27
Nitrito (pg L™ 1,17+0,03
Nitrogénio inorganico dissolvido (ug L™) 102,72+14,60
Fésforo total (ug L™) 96,71+1,14
Razdo DIN:PT 1,06:1
Fitoplancton (mg L™)
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek 13,58+3,01
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 10,09+0,67
Outras Cyanobacteria 12,05+1,01
Bacillariophyceae 0,31+0,02
Chlorophyceae 0,35+0,06
Cryptophyceae 0,31+0,18
Chrysophyceae 0,01+0,01
Fitoflagelado ndo identificado 0,05+0,03
Cianotoxinas (ug L™)
Microcistina total 0,16+0,01
Saxitoxina 0,12+0,0
Zooplancton (mg L™)
Brachionus rubens Ehrenberg, 1838 596+11
Outros Rotifera 20045
Nauplio de Crustacea 1.056+7
Copepoda Calanoida 28912
Copepoda Cyclopoida 44445
Cladocera 191+6

3.2. Experimento

A resposta do fitoplancton aos efeitos dos tratamentos, do tempo de
experimentacao e da interacdo entre esses fatores € mostrada na Tabela 3 e Figuras 1-4.
Dos vinte taxons identificados no reservatorio Ipojuca, doze responderam de forma
significativa aos tratamentos. As cianobactérias P. agardhii e C. raciborskii,
dominantes em termos de biomassa no reservatorio estudado, estdo entre os taxons que
ndo responderam aos tratamentos; porém, efeito significativo do tempo de
experimenacao e da interacdo tratamentos x tempo foi constatado para C. raciborskii.
Foi observada reducdo da biomassa dessa cianobactéria entre os dias 3 e 5 do
experimento seguido de aumento a partir do dia 9 nos tratamentos testados em relagéo

ao controle (Tabela 3; Figura 1).
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Efeitos negativos sobre a biomassa fitoplancténica foram observados nos
tratamentos com as maiores biomassas do zooplancton, +ZO0Ox3 e/ou +ZOO0x4, como
constatado para as cianobactérias Aphanocapsa sp., a diatomacea Cyclotella
meneghiniana Kitzing e a criptoficea Cryptomonas sp., no dia 3; e para as
cianobactérias Chroococcus sp., Dolichospermum sp. e Microcystis aeruginosa
(Kutzing) Kitzing, no dia 5 (Tabela 3; Figura 1, 2, e 4). A cianobactéria
Pseudanabaena sp. reduziu a biomassa significativamente nos tratamentos +ZO0x2,
+Z00x3 e +Z00x4, no dia 5 (Tabela 3; Figura 1), enquanto Merismopedia tenuissima
Lemmermann reduziu a biomassa tanto nos tratamentos com adicdo do zooplancton
quanto no controle, apds 24 horas do inicio do experimento, e se manteve ausente até o
final do periodo de experimentacdo (Tabela 3; Figura 1).

Nos tratamentos +ZO0x3 e/ou +Z00x4 foi constatado aumento significativo da
biomassa das cianobactérias Geitlerinema amphibium (C. Agardh ex Gomont)
Anagnostidis e Sphaerospermopsis aphanizomenoides (Lemmermann) Zapomelova,
Jezberova, Hrouzek, Hisem, Reh&kova & Komarkova; da diatomécea Ulnaria ulna
(Nitzsch) P. Compere; da cloroficea Lagerheimia genevensis (Chodat) Chodat; e da
criptoficea Rhodomonas sp., no ultimo dia do experimento (dia 11) (Tabela 3; Figura 1,
2,3e4).

A estrutura da comunidade fitoplancténica, mensurada através biomassa dos
taxons, diferiu significativamente entre o inicio (dia 0) e o fim (dia 11) do experimento
(F=4,31; p=0,008), bem como entre os tratamentos ao término do experimento (F=4,31;
p=0,014).

Foram observados efeitos dos tratamentos, do tempo de experimentacdo e da
interacdo entre esses fatores sobre a concentracdo de microcistina total (Tabela 3; Figura
5A). A concentracdo dessa cianotoxina aumentou nos tratamentos +ZOOx2 e +Z0O0x3
no dia 1 e reduziu em +ZOOx4 nos dias 7 e 11 (Tabela 3; Figura 5A). Para a
concentragdo de saxitoxina, nd&o foram observados efeitos significativos dos
tratamentos, porém efeito do tempo foi constatado, sendo registrado aumento na
concentracdo ao longo do tempo de experimentagéo no controle e tratamentos testados
(Tabela 3; Figura 5B).

A concentragdo dos nutrientes variou significativamente ao longo do tempo de
experimentacao, com excecao do nitrito (Tabelas 3 e 4). As concentracdes de amonia e

DIN reduziram significativamente 24 ap0s o inicio do experimento (dia 1) (Tabela 4).
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A participacéo relativa dos principais grupos zooplanctdnicos no experimento é
mostrada na Figura 6. O Rotifero B. rubens permaneceu como o tdxon mais abundante.
A variagdo mais marcante na estrutura do zooplancton foi o aumento na biomassa do
rotifero Lecane (Monostyla) bulla no ultimo dia do experimento (dia 11).

A microcistina mostrouvcorrelagdo positiva com M. aeruginosa (r=0.30;
p=0.04) e negativa com Dolichospermum sp. (r=-0.32; p=0.03). A saxitoxina mostrou
correlagéo positiva com C. raciborskii (r=0.38; p=0.0008).

A ACC foi significativa (F=15.749; p=0.001) e explicou 80,98% da
variabilidade da biomassa fitoplanctébnica e da concentracdo das cianotoxinas
microcistina totais e saxitoxina. Os eixos 1 e 2 explicaram juntos 96,81% dessa
variabilidade. O diagrama de ordenacdo mostrou a formacéo de quatro grupos distintos
em funcdo da concentracdo dos nutrientes e da biomassa dos principais grupos
zooplancténicos (Figura 7A). O grupo 1 é formado pelo controle e tratamentos
(+Z00x2, +Z00x3 e +Z00x4) do dia 0 do experimento e esteve correlacionado
positivamente com o fosforo total, os copépodos e claddceros; o grupo 2 é formado pelo
controle e tratamentos do dia 1 e esteve correlacionado positivamente com o nitrato,
nitrito, nitrogénio inorganico dissolvido e nauplios; o grupo 3 é formado pelo controle e
tratamentos no dia 5 e esteve relacionado de forma positiva com o nitrito, B. rubens e os
demais Rotifera; o grupo 4 é formado pelo controle e tratamentos no dia 11 e esteve
relacionado com o rotifero L. bulla. Os taxons fitoplancténicos e as cianotoxinas
permaneceram proximos a origem da ordenacdo, com excecdo de L. genevensis que
esteve correlacionada positivamente com L. bulla.

Na APC, os eixos 1 e 2 explicaram 56,33% da variagéo total (Figura 7B). A
ordenacdo mostrou a formacdo de diferentes grupos incluindo o controle e tratamentos
dos dias 0, 1 (grupo 1), 5 (grupo 2) e 11 (grupo 3). Os taxons M. tenuissima, C.
meneghiniana, U. ulna, Closterium sp., Dictyosphaerium pulchellum, Mallomonas sp. e
0 “fitoflagelado ndo identificado” mostraram correlagdo negativa com B. rubens e
outros rotiferos. Actinastrum hantzschii e Cryptomonas sp. estiveram correlacionados
negativamente com L. bulla. Além disso, Dolychospermum sp., S. aphanizomenoides e
C. raciborskii mostraram correlagdo negativa com Copepoda e Cladocera. Microcistina
esteve correlacionado positivamente com Dolichospermum sp.; e saxitoxina mostrou

relacdo positiva com C. raciborskii, G. amphibium e S. aphanizomenoides (Figura 7B).
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Tabela 3. Resultados da Anova fatorial AxB para os taxons fitoplanctonicos,
cianotoxinas e nutrientes. Apenas os resultados significativos (p<0.05) sdo mostrados.
d.f. = graus de liberade; F= fator; p= nivel de significancia; - = p>0,05.

Tratamento Tempo Tratamentos X

Tempo
d.f F p d.f F p d.f F p
Fitoplancton
Cyanobacteria
Aphanocapsa sp. 3 845 <0,001 - - - - - -
Choococcus sp. 3 10,05 <0,001 - - - - - -
Cylindrospermopsis - - - 6 7,68 <0,001 18 3,20 <0,001
raciborskii
Dolichospermum sp. 3 10,32 <0,001 6 6,65 <0,001 18 2,71  0,0023
Geitlerinema 3 11,03 <0,001 6 5840 <0,001 18 20,30 <0,001
amphibium
Merismopedia - - - 6 446 <0,001 - - -
tenuissima
Microcystis aeruginosa 3 6,44 <0,001 6 42,70 <0,001 - - -
Planktothrix agardhii - - - - - - - - -
Pseudanabaena sp. 3 9,04 <0,001 6 15,08 <0,001 18 6,21 <0,001
Sphaerospermopsis 3 349 0,021 6 994 <0,001 18 3,32 <0,001
aphanizomenoides
Bacillariophyceae
Cyclotella 3 435 0,008 6 82,79 <0,001 18 2,13 0,016
meneghiniana
Ulnaria ulna 3 2,79 0,049 6 13,50 <0,001 18 3,29 <0,001
Chlorophyceae
Actinastrum hantzschii - - - 6 4551 <0,001 18 2,86 0,0014
Closterium sp. - - - 6 7,65 <0,001 18 0,38 0,988
Dictyosphaerium - - - 6 18,15 <0,001 18 364 <0,001
pulchellum
Lagerheimia 3 13,20 <0,001 6 84,38 <0,001 18 8,40 <0,001
genevensis
Dinophyceae
Peridinium sp. - - - 6 4,00 0,002 18 4,00 <0,001
Cryptophyceae
Cryptomonas sp. 3 924 <0,001 6 16,79 <0,001 - - -
Rhodomonas sp. 3 352 0,021 6 11,43 <0,001 18 3,64 <0,001
Crysophyceae
Mallomonas sp. - - - 6 13,48 <0,001 - - -
Fitoflagelado ndo - - - 6 14,15 <0,001 - - -
identificado
Cianotoxinas
Microcistina 3 6,857 <0,001 5 42,13 <0,001 15 3,66 <0,001
Saxitoxina - - - 5 3509 <0,001 - - -
Nutrientes
Amédnia 3 381 0,019 3 52,13 <0,001 9 2,47 0,029
Nitrato - - - 3 4255 <0,001 9 554 <0,001
Nitrito - - - - - - - - -
Nitrogénio inorganico - - - - - - - - -
dissolvido
Fosforo total - - - 3 39,44 <0,001 9 557 <0,001
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Figura 1. Biomassa dos taxons de Cyanobacteria no experimento. (—®—) Controle; (
- a-) +ZOOx2; (+-®-+) +Z00x3; (--x--) +ZOO0x4; Barras verticais sdo 0 erro padro;
*=Diferenca significativa entre +ZO0x2 e o controle; **=Diferenca significativa entre
+Z00x3 e o controle; ***=Diferenga significativa entre +ZOOx4 e o controle;
+Z00x2, +Z00x3 e +Z00x4 = duas, trés e quatro vezes a biomassa do zooplancton

do reservatorio Ipojuca (Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento.
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Figura 2. Biomassa dos tdxons de Bacillariophyceae no experimento. (—e—) Controle; (
- &) +ZOOxX2; (---®-) +Z0O0x3; (--x--) +ZOO0x4; Barras verticais sdo o erro padréo;
*=Diferenca significativa entre +ZO0x2 e o controle; **=Diferenca significativa entre
+Z00x3 e o controle; ***=Diferenca significativa entre +ZO0Ox4 e o controle; ;
+Z00x2, +Z00x3 e +Z00x4 = duas, trés e quatro vezes a biomassa do zooplancton

do reservatorio Ipojuca (Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento.
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Figura 3. Biomassa dos taxons de Chlorophyceae no experimento. (—¢—) Controle; (
- a-) +ZOOx2; (---®-) +Z0O0x3; (--x--) +ZOO0x4; Barras verticais sdo o erro padréo;
*=Diferenca significativa entre +ZOOx2 e o controle; **=Diferenca significativa entre
+Z00x3 e o controle; ***=Diferenga significativa entre +ZOOx4 e o controle;
+Z00x2, +Z00x3 e +Z0O0x4 = duas, trés e quatro vezes a biomassa do zooplancton

do reservatorio Ipojuca (Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento.
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378  Figura 4. Biomassa dos taxons de Dinophyceae, Chryptophyceae, Crysophyceae e do
379  “Fitoflagelado nao identificado” no experimento. (—e—) Controle; (- a=) +ZO0x2; (
380 --e-) +ZOOxX3; (--x--) +ZOOx4; Barras verticais sdo o erro padrdo; *=Diferenca
381  significativa entre +Z0O0x2 e o controle; **=Diferenca significativa entre +ZO0x3 e 0
382  controle; ***=Diferenca significativa entre +ZO0x4 e o controle; +Z00x2, +ZO0x3 e
383 +ZOOx4 =duas, trés e quatro vezes a biomassa do zooplancton do reservatério Ipojuca
384  (Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento.
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393  Figura 5, ConcentracGes de microcistina total (A) e saxitoxina (B) no experimento, (M)

394  Controle; (B) +Z0O0x2; (O) +Z00x3; (d) +Z0O0x4; Barras verticais sdo o erro padrao;
395 +ZOOx2, +ZO0x3 e +Z0O0x4 = duas, trés e quatro vezes a biomassa do zooplancton
396  do reservatdrio Ipojuca (Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento; *=Diferenca
397  significativa entre +Z0O0x2 e o controle; **=Diferenca significativa entre +ZO0Ox3 e 0
398 controle; ***=Diferenca significativa entre +ZOOx4 e o controle.
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experimento, (M) Brachionus rubens; (O) Lecane (Monostyla) bulla; (E) Outros
Rotifera; () Nauplio; (&) Copepoda; (B) Cladocera, +Z0O0x2, +Z0O0x3 e +ZO0x4 =
duas, trés e quatro vezes a biomassa do zoopléncton do reservatério Ipojuca

(Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento.

Tabela 4. Concentratacdo dos nutrientes no experimento. *= difere significativamente
do Controle, +ZO0x2, +Z00x3 e +Z00x4 = duas, trés e quatro vezes a biomassa do

zooplancton do reservatorio Ipojuca (Pernambuco, Brasil) no inicio do experimento.

Nitrogénio inorgéanico

Amonia Nitrito Nitrato dissolvido (DIN) Fdésforo total

Control

Dia 0 90,58+14,30 1,17+0,03 10,97+0,27 102,72+14,04 96,71+1,14

Dia1l 72,35+19,44 1,10+0,10 10,00+1,01 83,45+19,98 94,42+3,43

Dia5 12,58+1,03 1,40+0,10 3,11+1,07 17,10+2,12 107,29+9,67

Dia 11 57,48+1,72 1,20+0,17 8,46+1,22 65,42+3,06 78,11+0,86
+Z00x2

Dia 0 90,58+14,30 1,17+0,03 10,97+0,27 102,72+14,04 96,71+1,14

Dial 21,02+0,35* 1,30+0,10 10,32+1,31 33,52+0,59* 89,27+0,86

Dia 5 13,73+2 57 1,20+0,17 3,62+0,72 18,55+1,90 103,86+4,54

Dia 11 52,90+4,58 1,00+0,10 11,96+1,22 65,87+5,82 82,40+1,49
+Z00x3

Dia 0 90,58+14,30 1,17+0,03 10,97+0,27 102,72+14,04 96,71+1,14

Dial 28,31+2,27* 1,30+0,10 16,59+3,67 46,20+5,47* 97,85+3,93

Dia5 21,88+0,35 1,20+0,00 2,81+0,53 27,75+2,32 80,68+3,43

Dia 11 23,16+4,90 1,30+0,10 4,05+0,78 26,51+3,18 67,81+2,27
+Z00x4

Dia 0 90,58+14,30 1,17+0,03 10,97+0,27 102,72+14,04 96,71+1,14

Dia1l 29,74+4 55* 1,40+0,20 7,44+0,17 34,57+3,77* 110,73+0,86

Dia5 10,29+0,99 1,20+0,00 1,98+0,10 30,80+1,00 115,02+9,44

Dia 11 27,45+2,80 1,30+0,10 3,22+0,91 22,31+3,13 65,23+3,74
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Figura 7. Andlise de Correspondéncia Canonica (A) e Analise de Componentes
Principais (B) no experimento. Apha= Aphanocapsa sp.; Choo= Choococcus sp.; Cyra=
C, raciborskii; Doli= Dolichospermum sp.; Gamp= G, amphibium; Met= M, tenuissima;
Miar= M, aeruginosa; Pag= P, agardhii; Ppal= P, papillaterminata; Saph= S,
aphanizomenoides; Cmen= C, meneghiniana; Uuln= U, ulna; Acth= A, hantzschii;
Clos= Closterium sp.; Dicp= D, pulchellum; Lag= L, genevensis; Peri= Peridinium sp.;
Cryp= Cryptomonas sp.; Rhod= Rhodomonas sp.; Mallo= Mallomonas sp.; Fitofl=
“Fitoflagelado nao identificado”; Mic= Microcistina; Sax= Saxitoxina; Brub= B,
rubens; Lbul= Lecane (M,) bulla; Rot= Outros Rotifera; Naup= Nauplio; Cop=
Copepoda; Clad= Cladocera; NH4= Amonia; NO2= Nitrito; NO3= Nitrato; DIN=
nitrogénios total dissolvido; PT= Fdsforo total; (@) Controle Dia O; (@) Controle Dia 1;
(O) Controle Dia 5; (O) Controle Dia 11; (A) +ZO0x2 Dia 0; (&) +ZO0x2 Dia 1; (A)
+Z00x2 Dia 5; (A) +ZO0x2 Dia 11; (m) ZOOx3 Dia 0; (m) ZOOx3 Dia 1; (™) ZOOx3
Dia 5; (O) ZOOx3 Dia 11; (®) ZOOx3 Dia 0; (#) ZOOx3 Dia 1; (¢) ZOOx3 Dia 5; (¢)
Z0OO0x3 Dia 11.

4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o aumento da biomassa do
zooplancton tropical ndo tem efeito significativo sobre as cianobactérias filamentosas
formadoras de blooms. Em contrapartida, a biomassa de outros tdxons fitoplanctdnicos
foi significativamente reduzida, quando expostos a altas biomassas zooplancténicas. A
auséncia de corrrelagdo significativa entre os nutrientes e o fitoplancton no experimento,
como demonstrado pela ACC, implica que esses fatores ndo foram limitantes para o
fitoplancton. Contudo, a correlacdo entre a biomassa dos taxons do zooplancton e
fitoplancton mostra que h& ligacdo entre os dois grupos. Quando a ligagdo ocorre, 0
zooplancton é capaz de predar ativamente o fitoplancton (Danielsdottir et al., 2007).

As principais caracteristicas morfologicas que determinam a palatabilidade de
uma alga para o zooplancton sédo o tamanho, a forma, a presenca de espinho ou placas
de silica e arranjo em colénias ou filamentos (Van Donk et al., 2011). A auséncia de
efeitos significativos do aumento da biomassa zooplanctdnica sobre C. raciborskii e P.
agardhii pode estar relacionada com a natureza filamento destas espécies (Gliwicz,
2004). Rothhaupt (1991) relatou que a reducdo da taxa de ingestdo de
Cylindrospemopsis por B. rubens foi causada por interferéncia mecéanica devido ao
grande tamanho dos filamentos da cianobactéria. Por outro lado, Bouvy e Molica
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(1999), Bouvy et al. (2001) e Ka et al. (2012) mostraram que o zooplancton tropical
(rotiferos e copépodos) consomem cianobactérias filamentosas, cortando os filamentos
em tamanhos menores. No presente estudo, ndo foi detectado esse tipo de interagédo
entre cianobactérias filamentosas e zooplancton. Assim, a fraca ligacdo entre as
cianobactérias filamentosas e o zooplancton herbivoro no reservatorio Ipojuca explica
porque a biomanipulacdo da biomassa de zooplancton, certamente, ndo é eficaz no
controle algal. Resultados semelhantes foram obtidos a partir de outros estudos que
investigam o efeito do aumento da pressdo de herbivoria do zooplancton via
biomanipulacdo em produtores primarios (Rondel et al., 2008; Ger et al., 2014). Isto
pode explicar a auséncia de efeitos em cascata sobre o desenvolvimento de
cianobactérias durante blooms, mesmo quando a abundancia do zooplancton ndo é
limitada pela predacdo por peixes (Lacerot et al., 2013; Ger et al., 2014).
Especificamente, os valores qualitativo, quantitativo e de palatabilidade do fitoplancton
como alimento pode ser mais importante do que a predacdo por peixes na determinacéo
do grau de interacdo zooplancton-fitoplancton (Dickman et al., 2008).

Contrariamente as cianobactérias filamentosas formadoras de blooms, a
biomassa de outras espécies fitoplancténicas foi significativamente estimulada com o
aumento da biomassa zooplanctonica. Assim como no caso de Cylindrospermopsis e
Plankthothrix, a recuperagdo e o0 subsequente aumento significante na biomassa de
espécies como Geitlerinema e Sphaerospermopsis durante o experimento pode estar
associado a natureza filamentosa dessas cianobactérias e os metabolitos secundarios
toxicos que produzem (Wilson et al., 2006). Além disso, Mallomonas pode ser
considerado pouco palatavel por apresentar espinhos, o que explicaria 0 aumento da
biomassa durante o experimento.

A ACP mostrou que Lecane (Monostyla) bulla, o rotifero que se tornou
abundante no tempo final da experimentacdo (dia 11), esteve associada positivamente
com diferentes espécies fitoplanctonicas. Esse resultado pode representar um artefato
dos mesocosmos, uma vez que 0s representantes de Lecane ocorrem tipicamente na
regido litoranea dos corpos d’agua, especialmente, nos locais com macroéfitas aquaticas,
e 0s experimentos com mesocosmos podem sofrer a influéncia de processos quimicos e
biologicos que ocorrem na parede (“efeitos de parede”), como 0 crescimento de
organismos perifiticos (Petersen et al., 2009; Dzialowski et al., 2014).

A reducdo significativa na biomassa de M. aeruginosa com 0 aumento na

biomassa do zooplancton se opde aos estudos que mostram essa cianobactéria ser pouco
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palatavel para o zooplancton por produzir toxinas e formar coldnias envolvidas por
mucilagem (Ka et al., 2012). No entanto, a predacdo de M. aeruginosa pode ocorrer
sobre as col6nias de pequeno tamanho, uma vez que as espécies do zooplancton de
pequeno tamanho corporal sdo incapazes de consumir colbnias de grande tamanho
(Panosso et al.,, 2003). Outras especies do fitoplancton incluindo Merismopedia
tenuissima e Pseudanabaena sp., Cyclotella meneguiniana e Cryptomonas sp. estiveram
negativamente correlacionadas com B. rubens e outros rotiferos. Brachionus apresenta
um intervalo relativamente estreito de particulas alimentares que sdo capazes de ingerir
de forma eficaz (Rothhaupt, 1990 a, b; DeMott e Moxter, 1991). No caso de B. rubens,
as particulas ingeridas preferencialmente possuem aproximadamente 5um, tamanho
equivalente ao didmetro de uma alga unicelular (Rothhaupt, 1990 a, b). Essas
observacGes explicam a habilidade desse zooplancton de consumir certos taxons
fitoplanctonicos.

A correlacdo entre as defesas das cianobactérias e as respostas do zooplancton é
um processo importante ainda pouco compreendido que determina as interagdes tréficas
durante a ocorréncia dos blooms (Ger et al., 2014). E sugerido que a exposicdo das
cianobactérias a pressdo de predacdo pelo zooplancton induz respostas adaptativas
incluindo a producdo de toxinas. Essa caracteristica concede vantagem competitiva as
cianobactérias em relagdo a outras espécies algais e inibe a predacdo (Holland e
Kinnear, 2013). Jang et al. (2003) observara que a presenca do zooplancton tende a
aumentar a producéo de toxinas.

Microcistina e saxitoxina sdo cianotoxinas comuns em ecossistemas de agua
doce (de Figueiredo et al., 2004), produzidas por alguns dos taxons fitoplancténicos
registrados no presente estudo. Embora ndo seja possivel determinar qual das
cianobactérias estava produzindo microcistina e saxitoxina no experimento, a analise de
correlagdo de Pearson e a ACC mostraram correlacdo positiva entre essas cianotoxinas e
M. aeruginosa e C. raciborskii, respectivamente. Além disso, o estudo de Bittencourt-
Oliveira et al. (2014) também mostrou que a producdo de microcistina esteve associado
com M. aeruginosa, enquanto saxitoxina com C. raciborskii no reservatério Ipojuca. As
concentragcdes de microcistina total e saxitoxina foram influenciadas pela biomassa do
zooplancton no reservatorio Ipojuca, entretanto, nos diferentes intervalos de tempo do
experimento, aumento e reducdo na concentragdo da microcistina total com as
mudancas na biomassa do zoopléancton foi observado. O aumento na concentragéo dessa

cianotoxina pode ter ocorrido para evitar o predagdo pelo zooplancton, conforme
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observado por Jang et al. (2003, 2007). Jang et al. (2003) observaram concentracdo de
microcistina cinco vezes maior no tratamento com zooplancton em relacéo ao controle.
A reducdo na concentracdo de microcistina ocorreu a partir do quinto dia de
experimentacao, coincidindo com o periodo de reducdo da biomassa de M. aeruginosa.
A expectativa de que as cianobactérias podem reduzir o fitness do zooplancton
néo justifica a persistente coexisténcia de ambos os grupos na natureza (Bouvy et al.,
2001; Panosso et al., 2003; Sarnelle, 2007; Ka et al., 2012), como observado no
reservatorio lIpojuca, indicando que os efeitos nocivos das cianobactérias difere nas

espeécies zooplanctonicas (Ger et al., 2010).

5. CONCLUSOES

O aumento na biomassa zooplancténica ndo causou efeitos significativos sobre a
biomassa das cianobactérias filamentosas formadoras de blooms no reservatorio
Ipojuca. Isto sugere que a aplicacdo da biomanipulacdo no controle dessas espécies
pode nédo ser efetiva. Por outro lado, a redugdo na biomassa de Microcystis fornece a
possibilidade de controlar a proliferacdo excessiva dessa cianobactéria. Outras espécies
fitoplanctonicas também reduziram a biomassa na presenca do zooplancton, embora
outras foram influenciadas positivamente, aumentando a biomassa. As concentragdes
das cianotoxinas (microcistina total) aumentaram e reduziram nos diferentes intervalos
de tempo avaliados no experimento e mostraram relagdo com o aumento da biomassa

zooplanctonica.
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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar, experimentalmente in situ, os
efeitos do zooplancton sobre os tamanhos dos filamentos e a abundancia de
cianobactérias nas cianobactérias em um reservatorio tropical (reservatorio Ipojuca,
Pernambuco, Brasil). Foram montados mesocosmos com tratamentos mantendo a
comunidade zooplanctdnica nas biomassas de 2, 3 e 4 vezes a existente no reservatorio
(tratamentos +Zoox2, +Zoox3 e +Zoox4, respectivamente) por 72 horas. Cinco
cianobactérias  filamentosas foram identificadas no reservatério Ipojuca:
Cylindrospermopsis raciborskii (morfotipos reto e espiralado), Dolychospermum sp.
(espiralada), Geitlerinema amphibium, Planktothrix agardhii e Pseudanabaena
papillaterminata. Reducdo no tamanho médio dos filamentos foram constatados nos
tratamentos +Zoox3 e/ou +Zoox4 para C. raciborskii (morfotipo reto) e G. amphibium.
Em contrapartida, C. raciborskii (morfotipo espiralado) e Dolychospermum sp.
aumentaram o tamanho dos filamentos nesses tratamentos. P. agardhii e P.
papillaterminata ndo responderam aos tratamentos testados. Maior producdo de
heterdcitos foi observada em C. raciborskii (morfotipo espiralado) e Dolychospermum
sp. em +Zoox3 e/ou +Zoox4, tratamentos que mostraram reducdo significativa na
concentracdo de amonia e nitrogénio inorganico dissolvido ao longo do tempo de
experimentagdo. Esses resultados mostram que os efeitos do zooplancton como
modificador da estrutura de tamanho das cianobactérias filamentosas pode ser de
reducdo, aumento ou ndo interferéncia no tamanho médio dos filamentos. O aumento
do tamanho dos filamentos das cianobactérias espiraladas C. raciborskii (morfotipo
espiralado) e Dolychospermum sp. sob altas biomassas do zooplancton sugere que essa
morfologia funcionou como um mecanismo de defesa contra a herbivoria e que a

producdo de heterdcitos foi a estratégia desenvolvida para manter esse crescimento.

Palavras-chave: Brasil, herbivoria, interferéncia mecanica, mecanismos de defesa



66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

61

1. INTRODUCAO

A identificacdo dos fatores que controlam a dindmica das cianobactérias tem
sido o objetivo de diversos estudos, uma vez que esses organismos formam blooms nos
ecossistemas aquaticos, com consequentes efeitos nocivos sobre a biota aquética e 0s
seres humanos.

As cianobactérias ocorrem nos ambientes naturais com ampla variedade
morfologica, compreendendo desde formas unicelulares picoplanctonicas, tal como
Synechococcus, até grandes colbnias e filamentos, retos e espiralados, que podem estar
envoltos por mucilagem. As espécies com grandes dimensdes sdo as que comumente
formam blooms. A manutencdo das elevadas biomassas dessas cianobactérias ocorre,
especialmente, porque essa caracteristica as tornam pouco palatdveis para o
zooplancton, os consumidores primarios das teias troficas aquaticas (Wang et al. 2010,
Ger et al. 2014, Urrutia-Cordero et al. 2015). Os filamentos e as coldnias das
cianobactérias podem provocar entupimento do aparelho alimentar dos organismos
zooplancténicos e interferir na ingestdo das particulas alimentares, causando reducédo
nas taxas de alimentacdo, crescimento, reproducdo e, nos casos extremos, a morte do
zooplancton (DeMott et al. 2001, Bednarska & Dawidowicz 2007).

As cianotoxinas, metabolitos secundarios téxicos produzidos pelas
cianobactérias, também podem causar esses efeitos sobre o zooplancton (Vasconcelos
2001, Leflaive & Ten-Hage 2007; Freitas et al. 2014). Contudo, estudos recentes
mostraram que o papel das cianotoxinas no controle da predacdo nao é tdo comum como
inicialmente se acreditava, uma vez que linhagens zooplanctdnicas originadas de
ambientes com blooms de cianobactérias tém se mostrado resistentes aos efeitos nocivos
das cianotoxinas (Chislock et al. 2013, Heathcote et al. 2016), respondendo
primariamente aos efeitos das modificacGes na estrutura de tamanho da comunidade
fitoplanctonica resultante da dominéncia das cianobactérias (Wilson et al. 2006,
Heathcote et al. 2016).

Apesar dos efeitos negativos das cianobactérias sobre o zooplancton, é comum
observar a ocorréncia de elevado numero de organismos zooplanctdnicos em
reservatorios com blooms de cianobactérias (Bouvy et al. 2001, Urrutia-Cordero et al.
2015). Ger et al. (2014) e Ger et al. (2016) apontam a seletividade alimentar exercida
por muitas espécies zooplanctonicas como a adaptacdo que facilita a coexisténcia com
as cianobactérias, permitindo ao zooplancton rejeitar as particulas alimentares pouco

palataveis sem inibir a ingestdo das palataveis.
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Em regides de clima tropical e subtropical, o zooplancton esta exposto em
periodos prolongados as cianobactérias devido a ocorréncia de blooms perenes, nos
quais as cianobactérias formam 95% da biomassa fitoplanctonica (Bouvy et al. 2001).
Acredita-se que essa exposi¢cdo induziu modificacGes fenotipicas e genotipicas no
zooplancton que o permitiu coexistir com as cianobactérias consumindo-as (Ger et al.
2016), apesar disso néo resultar no controle efetivo da biomassa algal durante os blooms
(Boon et al. 1994, Jeppesen et al. 2005).

Bouvy & Molica (1999) e Ka et al. (2012) mostraram que o zooplancton tropical
pode consumir cianobactérias filamentosas apds corta-las em pequenos pedacos,
processo que causa modificacdo na estrutura de tamanho das populag¢6es por aumentar o
namero de filamentos pequenos e, consequentemente, reduzir o tamanho médio dos
filamentos. Porém, esses e outros trabalhos sobre o tema em reservatorios tropicais
foram realizados em laboratorio, com as cianobactérias sendo oferecidas como Unica
fonte de alimento ou misturadas com outra espécie algal palatavel para o zooplancton
(Panosso et al. 2003, Soares et al. 2010, Ka et al. 2012), cenario que nao representa a
diversidade de fontes alimentares disponiveis nos ambientes naturais e as condicdes
abioticas préprias de cada corpo d'agua.

Além disso, ha a lacuna no entendimento dos efeitos do zooplancton tropical
sobre as espécies de cianobactérias que podem apresentar variabilidade morfoldgica
devido a predacdo, como Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya et
Subba Raju, que estudos supdem adquirir forma espiralada como estratégia de defesa
(Fabbro & Duivenvoorden 1996). Bouvy et al. (2001) ao descreverem, com base em
Bouvy & Molica (1999), que o zooplancton do reservatorio Ingazeira (regido Nordeste
do Brasil) corta os filamentos de C. raciborskii para consumi-la, mostraram uma figura
com a imagem das regides do corte no filamento da forma espiralada dessa
cianobactéria, mas ndo apresentam na metodologia os procedimentos realizados para a
obtenc&o de tais resultados.

A fragmentacdo dos filamentos pelo zooplancton é importante, pois pode
interferir em importantes processos fisioldgicos das cianobactérias como a capacidade
de fixacdo de nitrogénio atmosférico (N,). Chan et al. (2004) observaram em um lago
experimental de Nova lorque (EUA) que o zooplancton ao consumir a cianobactéria
heterocitada Anabaena spp. reduziu o tamanho médio dos filamentos e a eficiéncia na

fixacdo do N, por espécies do género. Porém, essa relacdo ainda é pouco compreendida
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e pode ndo representar um padrdo para as cianobactérias heterdcitadas, uma vez que a
capacidade intrinseca de fixar o N, difere entre as espécies (Dolman et al. 2012).

O objetivo do presente estudo foi avaliar, experimentalmente in situ, os efeitos
do aumento da biomassa do zooplancton tropical sobre o tamanho dos filamentos e a
abundancia de heterdcitos nas cianobactérias. A hipotese testada é que o zooplancton
reduz o tamanho médio dos filamentos das cianobactérias e, consequentemente, o
namero de heterdcitos nas fixadoras de N,, porém esses efeitos s&o menos expressivos

nas espécies com morfologia espiralada.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no reservatorio Ipojuca (reservatério Pedro Moura
Jr., 820°43,7”S e 36 22°31,5”W), localizado no estado de Pernambuco, regido Nordeste
do Brasil, entre os dias 28 e 31 de julho de 2014.

A regido é caracterizada por apresentar clima tropical umido, com temperaturas
médias em torno de 30°C e duas estacdes sazonais bem definidas: estacdo seca, entre
setembro e fevereiro, correspondendo ao periodo de mais altas temperaturas (>30°C); e
estacdo chuvosa, entre abril e julho, com precipitacdo média em torno de 1.000 mm e
temperaturas menores que 20°C (INMET, 2005).

Doze mesocosmos de sacos de polietileno transparente com volume aproximado
de 50 litros, fechados na parte inferior e abertos na superior, permaneceram Suspensos
na agua por unidades flutuadoras (garrafas plasticas - tipo PET) acopladas em barras de
aluminio ao redor da boca, como descrito em Arcifa e Guagnoni (2003). Foram
mantidos tratamentos (n=3) com manipulacdes na biomassa da comunidade
zooplancténica, de forma a expor os filamentos das cianobactérias as biomassas
zooplancténicas de 2, 3 e 4 vezes a existente no reservatorio (tratamentos representados
como +Zoox2, +Zoox3 e +Zoox4, respectivamente) no dia do inicio do experimento.

O zooplancton adicionado nos tratamentos foi obtido através de filtragbes
sucessivas da agua utilizando rede de plancton com abertura de malha de 68 pum até
atingir as biomassas zooplanctonicas desejadas, sendo 0s organismos retidos no copo
coletor transferidos para os mesocosmos. Para o controle foi utilizada a agua do
reservatorio mantida sem adicdo do zooplancton, ou seja, com a biomassa
zooplancténica observada no reservatorio.

Para determinar as condigdes iniciais no experimento (Tiniciai dO experimento),

foram coletadas amostras no reservatério Ipojuca no local de implantagdo dos
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mesocosmos para a analise da concentracdo dos nutrientes, da composicdo e biomassa
do zoopléancton e da composicdo, biomassa, morfometria dos filamentos e abundancia
de heterdcitos das cianobactérias filamentosas.

Os nutrientes analisados foram nitrito (ug N-NO,. L™; Mackereth et al. 1978),
nitrato (Hg N-NOs. L™ Golterman et al. 1971), aménia (N-NH3; + N-NH,"; Koroleff
1976), nitrogénio inorganico dissolvido (DIN; considerado como a soma das
concentragfes de nitrato, nitrito e aménia) e fdésforo total (PT; Strickland & Parsons
1965).

Para o estudo da comunidade zooplanctonica, foram filtrados 100 litros da agua
do reservatdrio em rede de plancton (68 um) e as amostras foram fixadas com formol a
4%, apOs os organismos terem sido narcotizados com &gua gaseificada, segundo a
metodologia de Pinto-Coelho (2004). A biomassa foi estimada através da quantificacdo
dos organismos utilizando camara de Sedgwick-Rafter em microscopio optico ZEISS
modelo Jenaval e da determinacdo do biovolume médio dos taxons, de acordo com
Ruttner-Kolisko (1977) e Pinto-Coelho (2004).

As amostras para a analise das cianobactérias foram armazenadas em frascos de
vidro ambar e preservadas com Lugol acético a 1%. A biomassa foi estimada utilizando
a técnica de Utermohl (1958) e o biovolume médio dos taxons segundo Hillebrand et al.
(1999). As varidveis morfométricas mensuradas foram o didmetro e comprimento das
células, o nimero de células por filamento e o comprimento dos filamentos. As anélises
foram realizadas utilizando microscépio Optico com ocular micrométrica acoplada em
aumento de 400X e 1000X, sendo escolhidos aleatoriamente 50 filamentos de cada
taxon por amostra (réplicas). A abundancia dos heterécitos (cel L™) foi determinada de
acordo com Utermdhl (1958).

Nos mesocosmos, as coletas foram realizadas apos 24 e 72h de experimentago.
Foram analisadas as variacbes no tamanho dos filamentos das cianobactérias e a
abundancia dos heterocitos. O tamanho dos filamentos foi expresso nos resultados como
volume médio dos filamentos, considerado como o volume das células multiplicado
pelo nimero de células por filamento. A concentracdo dos nutrientes foi determinada
apenas apos 24h de experimentacéo.

A Anova fatorial axb foi realizada, precedida dos testes de normalidade e
homocedasticidade de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente, para verificar
os efeitos dos tratamentos, do tempo de experimentacdo e da interagdo tratamentos

versus tempo sobre o tamanho dos filamentos das cianobactérias e a abundéncia dos



201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

226

65

heterdcitos. A diferenca na concentracdo de nutrientes entre os tratamentos testados foi
avaliada através da Anova um fator. Para ambas as analises, quando diferencas
significativas foram detectadas (p<0.005), foi realizado o teste a posteriori de Tukey.

As analises estatisticas foram realizadas no programa R para Windows.
3. RESULTADOS

3.1. Reservatorio Ipojuca (Tincia d0 experimento)

As concentracdes dos nutrientes e a razdo NID/PT no Tipiciat d0 experimento séo
mostrados na Tabela 1.

A comunidade zooplanctbnica esteve composta por 7 taxons, pertencente aos
grupos Rotifera, Copepoda e Cladocera. A biomassa foi de 2.772,0+245,3 mg L™, com
maior participacao dos nauplios e do rotifero Brachionus rubens (Tabela 2).

Foram identificadas cinco cianobactérias filamentosas: Cylindrospermopsis
raciborskii (morfotipos reto e espiralado), Dolychospermum sp. (espiralada),
Geitlerinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Anagnostidis, Planktothrix agardhii
(Gomont) Anagnostidis & Komarek e Pseudanabaena papillaterminata (Kiselev)
Kukk. A biomassa, largura e comprimento das células, nimero de células por filamento,
comprimento e volume dos filamentos e o nimero de heterdcitos das cianobactérias

filamentosas no reservatorio Ipojuca sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 1. Concentracdo dos nutrientes (pg L™) e razdo NID/PT no reservatério Ipojuca
em 28 de julho de 2014 (Tinia do experimento) e nos tratamentos ap6s 24 horas de
experimentacdo. Valores com a mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05).

Dados sdo Média aritméticatErro padrao.

Nutrientes Reservatorio Experimento (24h)
(Tiniciar dO

experimento) Controle  +Zoox2  +Zoox3 +Zoox4
Amdnia (N-NH; + N-NH,") 90,6+14,3°  72,3+19,4° 21,0+0,3% 28,3+2,3* 29,7445
Nitrato (N-NO,) 10,9+0,3% 10,0£1,0* 10,3+1,3* 16,6+3,7%  7,4+0,2°
Nitrito (N-NOs) 1,1+0,0 1,1+0,1*  1,3+0,1* 1,3%0,1*  1,4+02°
Nitrogénio inorganico dissolvido (NID) ~ 102,7+#14,0°  83,4+20,0° 33,5+0,6° 46,2+55% 34,6+3,8°
Fosforo total (PT) 96,7+1,1° 94,4+3,4* 89,3+0,9% 97,8+4,0° 110,7+0,9%
Razdo NID/PT 1,1+0,3? 0,9+0,1*  0,3+0,0° 0,5#0,1*  0,3+0,0°
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Tabela 2. Composicdo e biomassa da comunidade zooplanctdnica no reservatério

Ipojuca em 28 de julho de 2014 (Tinia do experimento). Dados sdo Meédia

aritméticatErro padréo.

Téaxons Biomassa (mg L™
Rotifera

Brachionus calyciflorus Pallas, 1766 167,1+8,1
Brachionus rubens Ehrenberg, 1838 596,7+11,5
Keratella tropica (Apstein, 1907) 33,2+3,4
Copepoda

Notodiaptomus cearensis Wright, 1936 (adulto) 289,2+21
Thermocyclops decipiens Kiefer, 1927 (adulto) 444,045,2
Néuplio 1.059,1+7,8
Cladocera

Ceriodaphnia cornuta Sars (1886) 92,7+8,2
Diaphanosoma spinulosum Herbst, 1967 99,146,3
Total 2.779,0+£245,3
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Tabela 3. Biomassa, largura e comprimento das células, numero de células por filamento, comprimento e volume dos filamentos e nimero de

heterdcitos das cianobactérias filamentosas no reservatorio Ipojuca em 28 de julho de 2014 (Tina do experimento). *= cianobactéria nao

produtora de heterdcito; -= auséncias de dados; Dados sdo Média aritmética£Erro padréo.

) Comprimento Numero de Comprimento Volume dos NUmero de
i Biomassa Largura das ] ] . . .
Téaxons L ] das células células por dos filamentos filamentos heterdcitos
(mg L) células (um) ] 3 L
(um) filamento (um) (nm?) (cel L™)
Cylindrospermopsis raciborskii (morfotipo reto) 5,8+0,3 3,240,2 7,6£1,5 9,1+2,05 63,5+13,3 1,138,1+399,2 1
C, raciborskii (morfotipo espiralado) 4,2+0,3 3,0+0,5 4,4+0,6 10,3+3,0 50,7+7,6 362,4+58,6 1
Dolychospermum sp. (espiralada) 0,07+0,0 5,3+0,3 6,5+0,4 5,7+0,4 31,249,2 475,2+62,8 10
Geitlerinema amphibium 1,440,2 2,5+0,3 5,5+0,9 13,7+3,0 72,7£17,6 435,4+74,2 *
Planktothrix agardhii 13,6+3,0 5,5+0,2 2,540,2 121,6+37,3 241,9+50,1 1,894,7+153,6 *
Pseudanabaena papillaterminata 0,1£0,0 2,5+0,0 5,0£0,1 9,1+£1,5 50,7+10,3 365,5+81,4 *
Outras espécies fitoplanctbnicas 11,51+1,02 - - - - - -
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3.2.Experimento

Foram observadas redugdes significativas nas concentragfes de amonia e NID nos
tratamentos +Zoox2, +Zoox3 e +Zoox4 em relagdo ao controle apds 24 horas de
experimentacao (Tabela 1).

C. raciborskii (morfotipo reto) respondeu significativamente ao efeito do tempo de
experimentacéo (F=23.51; p= 0.0002), aumentando o tamanho médio dos filamentos apds 72
horas. Resposta aos tratamentos foi observada (F=5.49; p=0.0087), com a reducédo
significativa do tamanho dos filamentos em +Zoox3 e +Zoox4 apds 72 horas (Figura 1 A). O
tempo de experimentacdo causou reducdo no tamanho dos filamentos do morfotipo espiralado
de C. raciborskii (F=39.50; p<0.0001) e diferenca significativa entre os tratamentos (F=11.07;
p=0.0003) foi constatado ap0Os 24 horas com o aumento significativo do tamanho em +Zoox4
(Figura 2 B).

Dolychospermum sp. respondeu significativamente aos efeitos dos tratamentos
(F=12.26; p=0.0002), do tempo de experimentagdo (F=262.50; p<0.0001) e da interacdo
tratamentos versus tempo (F=35.65; p<0.0001), aumentando o tamanho dos filamentos apds
72 horas em +Z00x2,+Z0ox3 e +Zoox4 (Figura 2 A). Geitlerinema amphibium respondeu aos
tratamentos (F=15.93; p<0.0001), reduzindo o tamanho dos filamentos em +Zoox2,+Z00x3 e
+Z0oox4 ap6s 24 e 72 horas (Figura 2 B). Para as demais cianobactérias analisadas, P.
agardhii e P. papillaterminata, o tempo de experimentacdo causou aumento significativo no
tamanho dos filamentos apds 72 horas (F=55.29; p<0.0001 e F=23.51; p =0.0002,
respectivamente), porém ndo foram observados efeitos dos tratamentos e da interacdo
tratamentos x tempo (Figura 2 C e D).

O numero de heterécitos, de uma maneira geral, aumentou ap6s 72 horas de
experimentacdo nas cianobactérias analisadas (Figura 3 A, B e C). Efeitos dos tratamentos
foram observados para C. raciborskii (morfotipo espiralado) (F=12.26; p=0.0002) e
Dolychospermum sp. (F=17.07; p<0.0001) que produziram significativamente mais
heterocitos nos tratamentos com as maiores biomassas zooplancténicas testadas (tratamentos

+Z00x3 e/ou +Zoox4), ambas ap06s 72 horas (Figura 3 B e C).
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Figura 1. Volume dos filamentos de Cylindrospermopsis raciborskii, morfotipos reto (A) e
espiralado (B), no experimento ap0s 24 e 72 horas. As extremidades inferior e superior do
“box-plot” sdo, respectivamente, o primeiro e o terceiro quartis e a linha do centro representa
a mediana.“Box” branco= apds 24 horas de experimento; “BoX” cinza= apds 72horas de

experimento, “Boxes” com a mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05).
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269  Figura 2. Volume dos filamentos de Dolychospermum sp. (A), Geitlerinema amphibium (B),
270  Planktothrix agardhii (C) e Pseudanabaena papillaterminata (D), no experimento apos 24 e
271 72 horas. As extremidades inferior e superior do “box-plot” sao, respectivamente, o primeiro e
272 0 terceiro quartis e a linha do centro representa a mediana. “Box” branco= apds 24 horas de
273  experimento; “BoX” cinza= apds 72 horas de experimento. “Boxes” com a mesma letra ndo

274  diferem significativamente (p<0,05).
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Figura 3. NUmero de heterdcitos produzidos por Cylindrospermopsis raciborskii, morfotipos
reto (A) e espiralado (B), e Dolychospermum sp. (C) no experimento apds 24 e 72 horas.
Barras brancas= apds 24 horas de experimento; Barras cinzas= apds 72 horas de experimento.

Tratamentos com a mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

Foram avaliados os efeitos do aumento da biomassa zooplancténica em reservatorio
tropical sobre o tamanho dos filamentos das cianobactérias filamentosas através de
experimentos com mesocosmo. As cianobactérias filamentosas retas Cylindrospermopsis
raciborskii (morfotipo reto) e Geitlerinema amphibium reduziram o tamanho dos filamentos,
no entanto Planktothrix agardhii e Pseudanabaena papillaterminata ndo responderam aos
tratamentos testados.

P. agardhii é uma espécie que comumente forma blooms em reservatorios tropicais
(Bonilla et al. 2012, Bittencourt-Oliveira et al. 2014), mas que tem sido pouco estudada
quanto a relacdo tréfica com o zooplancton dessa regido. O conhecimento acerca da
palatabilidade dessa cianobactéria provém, em grande parte, de estudos realizados com
organismos zooplanctdnicos de grande tamanho corporal, como o claddcero Daphnia, 0s
quais mostram potencial para controlar o crescimento dessa cianobactéria e reduzir o tamanho
médio dos filamentos (Urrutia-Cordero et al. 2016), apesar de mostrarem preferéncia por
outras espécies algais em culturas mistas (Oberhaus 2007).

Weithoff & Walz (1995) analisaram os efeitos de P. agardhii sobre Brachionus
calyciflorus, um rotifero comum nos ambientes tropicais, mas que no estudo foi isolado de um
lago hipertréfico da Alemanha, e observaram alta taxa de mortalidade desse organismo
zooplancténico quando exposto a cultura monoespecifica de P. agardhii. Porém, ndo ha
referéncia nesse estudo sobre a taxa ou a forma de ingestdo de P. agardhii por B. calyciflorus.

A grande dimensdo de P. agardhii, com comprimento que podem atingir quase 300
um, valor bem acima do observado para 0s outros taxons avaliados no presente estudo, pode
ter interferido na habilidade dos organismos zooplanctonicos de reduzir os filamentos para
ingeri-los. Porém, ndo pode ser descartada a possibilidade da producéo de cianotoxinas como
a causa da auséncia de relacdo entre essa cianobactéria e 0 zooplancton no experimento.
Kurmayer & Jittner (1999) mostraram a importancia das cianotoxinas como mecanismo de
defesa quimica contra a predacdo pelo zooplancton para Planktothrix rubescens, ao
constatarem aumento na taxa de ingestdo dos filamentos apds a extracdo da cianotoxina
microcistina.

Pseudanabaena papillaterminata ndo mostrou modificacdo na estrutura de tamanho
com o aumento da biomassa zooplanctonica, porém esse resultado ndo significa que essa
cianobactéria ndo foi utilizada pelo zooplancton como alimento. Estudos mostram que
cianobactérias com didmetro celular semelhante ao de P. papillaterminata (média de 2,5 pum)

estdo no limite de tamanho 6timo das presas para os rotiferos, por exemplo, e podem ter 0s
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filamentos consumidos por inteiro, sem necessidade de fragmentagcdo (Burian et al. 2014).
Vareschi & Jacobs (1984) observaram o rotifero Brachionus plicatilis alimentando-se de
filamentos inteiros da cianobactéria Anabaena fusiformis segurando-a em uma das
extremidades e sugando-a em direcdo a boca de maneira semelhante a um espaguete. De
acordo com Burian et al. (2014), o comprimento do filamento adquire papel secundario na
inibicdo da predagdo nesses casos quando ndo excede o tamanho do corpo do predador. Essa
situacdo, certamente, ocorreu no presente estudo, uma vez que P. papillaterminata formou
pequenos filamentos com comprimento médio de 50 um e o rotifero dominante, o taxon
Brachionus rubens, possui comprimento médio do corpo préximo a 200 pm, conforme
descrito por Rothhaupt (1990).

O morfotipo espiralado de C. raciborskii e Dolychospermum sp. aumentaram
significativamente o tamanho dos filamentos nos tratamentos com as maiores biomassas do
zooplancton. Esses resultados confirmam a hipoOtese proposta no presente estudo sobre a
relagdo do zooplancton tropical com as cianobactérias filamentosas espiraladas e salientam a
importancia da morfologia como mecanismo de defesa contra a predacdo. Essas observacgdes
mostram que 0 zooplancton atua nos blooms dessas cianobactérias favorecendo o
desenvolvimento dos filamentos de grande tamanho.

Acredita-se que os filamentos espiralados sdo menos susceptiveis a predacdo em
relacdo as formas retas por ocuparem duas dimensdes no espaco, o que dificultaria a ingestdo
pelo predador (Vanderploeg et al. 1988, Naselli-Flores et al. 2007). Além disso, outras
funcBes ecoldgicas tém sido utilizadas para justificar a funcdo dessa variabilidade morfologica
como a possibilidade de determinar a velocidade de sedimentacdo e, assim, a capacidade de
captar luz e explorar nutrientes na coluna d’agua (Padisak et al. 2003, Naselli-Flores et al.
2007, Bittencourt-Oliveira et al. 2011).

Ka et al. (2012) observaram em laboratério que a taxa de ingestdo da cianobactéria
filamentosa espiralada Anabaena flos-aquae pelo zooplancton tropical difere entre as
especies, ndo sendo constatada ingestdo pelo copépodo calanoide Pseudodiaptomus hessei e 0
cladécero Moina micrura. Esses autores ndo observaram efeitos claros da predacdo sobre a
estrutura de tamanho dessa cianobactéria, mas constataram que os filamentos pequenos foram
preferencialmente consumidos pelas espécies zooplanctonicas capazes de preda-la.

Para algumas espécies zooplanctbnicas, entretanto, a capacidade de ingestdo da
cianobactérias espiraladas é dependente também do tamanho e da largura das células. Urrutia-
Cordero et al. (2016) observaram que Daphnia magna, um cladécero de grande tamanho

corporal que tem habito alimentar generalista, consumiu as cianobactérias filamentosas retas
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Aphanizomenon gracile e Planktothrix agardhii, mas ndo controlou o crescimento da
cianobactéria espiralada Dolichospermum crassum. Ao avaliarem outras espécies do género
Dolichospermum, D. flos-aquae e D. lemmermanii, esses autores constataram reducdo no
crescimento na presenca de D. magna e justificaram que o pequeno tamanho dos filamentos
dessas cianobactérias em relacdo a D. crassum as tornam mais vulnerdveis a predacdo
(comprimento maximo do filamento: D. crassum, 77 pm; D. flos-aquae, 53 pm; D.
lemmermanii, 52 pm).

Os resultados sobre a abundancia de heterocitos ndo mostrou a relagdo prevista com
as cianobactérias que reduziram o tamanho dos filamentos no experimento. Maior producao
de heterocitos foi observada em C. raciborskii (morfotipo espiralado) e Dolychospermum sp.
nos tratamentos com as maiores biomassas zooplancténicas testadas.

Os heterdcitos sdo produzidos sob condicGes de limitacdo de amdnia e nitrato, tendo a
funcdo de fixar o N, para fornecer o nitrogénio necessario ao desenvolvimento das células
vegetativas do filamento (Bohme 1998, Adams 2000). O desenvolvimento completo do
heterdcito demora em torno de 20 horas a 30°C e envolve diferenciacdo de células vegetativas
em heterocitos e mudancas na expressdo génica e metabolismo das células vegetativas
remanescentes (Kumar et al. 2010). E um processo que demanda gasto de ATP, por isto,
causa reducdo temporaria na taxa de crescimento das cianobactérias (Kumar et al. 2010).

Apesar de nao ter sido realizada a analise da concentracdo de nutrientes no tempo de
72 h de experimentacdo no presente estudo, a reducdo na concentracdo de amonia e NID nos
tratamentos testados em relacdo ao ambiente apos 24 horas serve como um indicativo de que
houve ao longo do tempo limitacdo por nitrogénio no experimento. Reducdo mais
significativa na concentragdo desses nutrientes foi constatada nos tratamentos com maiores
biomassas do zooplancton, resultado que justifica a maior producdo de heterdcitos nesses
tratamentos por C. raciborskii (morfotipo espiralado) e Dolychospermum sp. Maior tamanho
dos filamentos dessas cianobactérias foi constatado nesses tratamentos, demonstrando a
eficacia da produgédo de heterdcitos na manutengdo do crescimento das cianobactérias sob

condicBes de escassez de nitrogénio.

5. CONCLUSOES
Os efeitos do zooplancton sobre a estrutura de tamanho das cianobactérias
filamentosas variou entre redugdo, aumento e ndo interferéncia no tamanho médio dos
filamentos. As cianobactérias espiraladas Cylindrospermopsis raciborskii (morfotipo

espiralado) e Dolychospermum sp. aumentaram o tamanho dos filamentos nas maiores
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biomassas zooplanctonicas testadas, indicando que a morfologia espiralada pode funcionar
como um mecanismos de defesa contra a herbivoria. Ainda sugerem que o zooplancton pode
atuar nos blooms dessas cianobactérias favorecendo o desenvolvimento dos filamentos de
grande tamanho.

N&o foi observada relacdo entre a fragmentacéo dos filamentos das cianobactérias pelo
zooplancton e a producéo de heterdcitos. Contrariamente ao esperado, os heterdcitos foram
produzidos pelas cianobactérias filamentosas para manter o crescimento dos filamentos sob

altas biomassas zooplancténicas.
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O aumento na biomassa zooplanctnica no reservatorio Ipojuca ndo causou efeitos
significativos sobre a biomassa das cianobactérias filamentosas formadoras de blooms. Isto
sugere que a aplicacdo da biomanipulacdo no controle dessas espécies pode nédo ser efetiva.
Por outro lado, houve a reducgéo na biomassa de Microcystis, o que fornece a possibilidade de
controlar a proliferacdo excessiva dessa cianobactéria. Outras espécies fitoplanctonicas
também reduziram a biomassa na presenca do zooplancton, embora outras foram
influenciadas positivamente, aumentando a biomassa, resultados que demonstram a
importancia do zooplancton como modificador da estrutura da comunidade fitoplanctonica
através do controle da biomassa das espécies algais palataveis.

A concentracdo da cianotoxina microcistina total aumentou e reduziu nos diferentes
intervalos de tempo avaliados no experimento e mostrou relagdo com o aumento da biomassa
zooplanctdnica. Em contrapartida, a saxitoxina ndo respondeu aos tratamentos testados,
desmonstrando que mais estudos sdo necessarios para verificar o verdadeiro papel da
producdo das cianotoxinas.

O papel do zooplancton como modificador do tamanho dos filamentos das
cianobactérias variou entre reducdo, aumento e ndo interferéncia no tamanho médio dos
filamentos. As cianobactérias espiraladas Cylindrospermopsis raciborskii (morfotipo
espiralado) e Dolychospermum sp. aumentaram o tamanho dos filamentos nas maiores
biomassas zooplanctonicas testadas, indicando que a morfologia espiralada pode funcionar
como um mecanismos de defesa contra a herbivoria. Ainda sugerem que o zooplancton pode
atuar nos blooms dessas cianobactérias favorecendo o desenvolvimento dos filamentos de
grande tamanho. N&o foi observada relacdo entre a fragmentacdo dos filamentos das
cianobactérias pelo zooplancton e a producdo de heterdcitos. Contrariamente ao esperado, 0s
heterdcitos foram produzidos pelas cianobactérias filamentosas para manter o crescimento dos

filamentos sob altas biomassas zooplanctonicas.
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presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,

References should be avoided, but if essential, they must be cited in full, without
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reference to the reference list. Also, abbreviations should be avoided, but if essential
they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it
draws more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the
contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a
wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328
pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13
cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS
Office files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. Authors can
make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements:
Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted in a
separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file
name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per
bullet point). See https://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, avoid
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes. Use keywords that make
your paper easy detectable for interested readers in literature databases. Repeating
terms in the title is usually not needed.

Nomenclature must be listed at the beginning of the paper and must
conform to the system of standard SI units. Acronyms and abbreviations must be spelled
out in full at their first occurrence in the text. Authors should consult - "Notation for Use
in the Description of Wastewater Treatment Processes", Water Res.1987;(21)2:135-9. In
general, minimise the use of abbreviations so the paper remains easily understood by the
general reader.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the

article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a

footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during

the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the
article, etc.).

General points ¢ Make sure you use uniform lettering and

sizing of your original artwork. e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the

font. e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol. e
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Number the illustrations according to their sequence in the text. e« Use a logical naming
convention for your artwork files. e Ensure that the figures can be understood without
reading the text. Minimise use of abbreviations. ¢ Produce images near to the desired
size of the printed version. e For initial submission, figures can either be submitted next
to the relevant text in the article or each figure can be submitted as a separate file.
However, for revision, please ensure that you submit each figure as a separate file so
that it can be used for production purpose if the manuscript gets accepted. A detailed
guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions You are urged to visit this site; some excerpts
from the detailed information are given here. Formats Regardless of the application used,
when your electronic artwork is finalised, please "save as" or convert the images to one
of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones,
and line/halftone combinations given below): EPS: Vector drawings. Embed the font or
save the text as "graphics". TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use
a minimum of 300 dpi. TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF:
Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required. DOC, XLS, PDF or PPT: If your electronic artwork is created in any of these
Microsoft Office applications please supply "as is". Please do not: ¢ Supply embedded
graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) document; e Supply files
that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low; e
Supply files that are too low in resolution; e Submit graphics that are disproportionately
large for the content. Color artwork Please make sure that artwork files are in an
acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct
resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online
(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are
reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see

https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Ensure that each illustration has a caption. Submit each caption directly

below each figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a

description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but

explain all symbols and abbreviations used. The figure caption should be understandable
independant of the text and abbreviations should be avoided.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed

either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
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tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table
notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please
avoid using vertical rules. Minimise the use of symbols and abbreviations in the tables.
Citation in text Please ensure that every reference cited in the text is also
present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must
be given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended
in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included
in the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has
been accepted for publication. Only cite the original papers and those relevant for the
work, no need to give a full literature review in the introduction/discussion. A large
fraction of self-citations is general an indication that the authors didn't place their work
well in the literature context. Reference links Increased discoverability of research and high
quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us
to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and
PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that
incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors.
Use of the DOI is encouraged. Web references As a minimum, the full URL should be given
and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known
(DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.
Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different
heading if desired, or can be included in the reference list. References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue. Reference management
software Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero
(https://www.zotero.org/), as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles).
Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and
bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations
as shown in this Guide. Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style

for this journal by clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-citation-
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style/water-research When preparing your manuscript, you will then be able to select this
style using the Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice. Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they
should be arranged according to the following examples:

References to published literature must be cited in the text as follows: Li
and Gregory (2006) - the date of publication in parentheses after the authors' names.
References must be listed together at the end of each paper and must not be given as
footnotes. For other than review papers authors should aim to give no more than 20-30
recent, relevant references. They must be listed alphabetically starting with the surname
of the first author, year followed by the title of the referenced paper and the full name of
the periodical, as follows: Li, G., Gregory, J., 2006. Flocculation and sedimentation of
high-turbidity waters. Water Research 25 (9), 1137-1143. It is particularly requested
that (i) authors' initials, (ii) the title of the paper, and (iii) the volume, part number and
first and last page numbers are given for each reference. References to books, reports
and theses must be cited in the narrative. They must include the author(s), date of
publication, title of book, editor(s) name(s) if applicable, page numbers, name of
publisher, and place of publication. The abbreviation et al. may be used in the text.
However, the names of all authors must be given in the list of references. Personal
communications and other unpublished works must be included in the reference list,
giving full contact details (name and address of communicator). Personal
communications must be cited in the text as, for example, Champney (2006). References
in languages other than English must be referred to by an English translation (with the
original language indicated in parentheses). Citing and listing of web references. As a
minimum, the full URL should be given. Any further information, if known (author names,
dates, references to a source publication etc.), should also be given. Web references can
be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or
can be included in the reference list.

Supplementary material can support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and
more. Please note that such items are published online exactly as they are submitted;

there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel file or as a
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PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any
changes to supplementary data during any stage of the process, then please make sure
to provide an updated file, and do not annotate any corrections on a previous version.
Please also make sure to switch off the 'Track Changes' option in any Microsoft Office
files as these will appear in the published supplementary file(s). For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages at

https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Elsevier encourages authors to connect articles with external
databases, giving readers access to relevant databases that help to build a better
understanding of the described research. Please refer to relevant database identifiers
using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See https://www.elsevier.com/databaselinking for more
information and a full list of supported databases.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by
simply submitting a data file. For instructions please go to

https://www.elsevier.com/interactiveplots.

The following list will be useful during the final checking of an
article prior to sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors
for further details of any item. Ensure that the following items are present: One author has
been designated as the corresponding author with contact details: e E-mail address e Full
postal address All necessary files have been uploaded, and contain: e Keywords e All
figure captions e All tables (including title, description, footnotes) Further considerations
e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' ¢ References are in the
correct format for this journal e All references mentioned in the Reference list are cited in
the text, and vice versa e Permission has been obtained for use of copyrighted material
from other sources (including the Internet) Printed version of figures (if applicable) in
color or black-and-white e Indicate clearly whether or not color or black-and-white in
print is required. For any further information please visit our customer support site at

http://support.elsevier.com.
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Anexo Il. Normas para os autores da revista Aquatic Microbial Ecology (Qualis: Al; Impact
factor: 2.109).

AQUATIC
MICROBIAL
ECOLOGY

INTERNATIONAL JOURNAL

1. Manuscript length
The target length of Research Articles is approximately 10 printed pages (generally about 6000 words of body
text). There are additional types of manuscripts that can be submitted with different page/word targets (see

Author guidelines).

2. Title page
Title: The title should be concise and informative, i.e. summarizing either the subject or the most important
findings of the study rather than merely the hypothesis addressed. It should have around 100 characters (ca. 15

words), and 150 characters at most (including spaces). Avoid 'A', 'An’, "The', 'On’, etc. at the beginning.

Provide a running page head with 3 to 6 words; e.g. 'Detection of shrimp WSSV".

Authors and addresses: If a manuscript has several authors from different institutions:

use superscript numerals for identification;

provide the address of each author's institution, identifying any present address(es) if applicable. Include zip or
postal code but not street address or box number;

use an asterisk (*) to refer to a footnote that identifies the single corresponding author and provide her/his e-mail.

Abstract: Limit length to 250 words. Provide concise information on your work, its significance and its principal
results. Avoid literature cites, series of data, or meaningless clauses such as 'the results are discussed'.

Key words: Supply 3 to 8 key words, listed in order of importance.

3. Text
Please use continuously numbered pages and lines, 12 point font, and double spacing. Manuscripts that do not
use correct English grammar, spelling and punctuation will be returned to authors without review; if you are not

a native English speaker, you should have the text edited by someone who is, before submitting your manuscript.


http://www.int-res.com/journals/guidelines-for-authors/author-guidelines/
http://www.int-res.com/journals/guidelines-for-authors/author-guidelines/
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You may also wish to consult a 'How to' book such as Day & Gastel (2011; How to write and publish a scientific
paper, 7th edn. Greenwood Press, Santa Barbara, CA).

Verbosity: Please eliminate verbiage; example:

Verbose — 'The speed was chosen because past studies by Miller (1995) and Smith (1998) have shown this to be
slightly greater than the maximum sustained swimming speed.'

Not verbose — The speed is slightly greater than the maximum sustained swimming speed (Miller 1995, Smith
1998).'

Verbose — "It has been shown that boat noise affects whale behaviour (Smith 1994)." (and similar phrases such as
'it has been reported/found that', 'it is possible/suspected that', 'results show that")

Not verbose — ‘Boat noise influences whale behaviour (Smith 1994).'

Genus and species names must be in italics; write the genus name in full at first mention in each section
(Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion) and abbreviate whenever mentioned again
in the same section. When referring to a species, do not use the genus name alone, unless you have previously
defined it that way; be precise when using 'sp." (singular) and 'spp.' (plural).

At first mention in a section — The filter feeding of blue mussels Mytilus edulis was examined'.

After first mention in a section — 'Filter feeding rates of M. edulis increased with increasing temperature.'

Sequence data: Full sequence information is required when molecular methods are used. The sequences of
novel primers must be given. Novel nucleotide or protein sequences must be deposited in the GenBank, EMBL
or DDBJ databases and an accession number obtained.

Abbreviations: Define abbreviations and acronyms in the Abstract and at first mention in the main text, and

thereafter use only the abbreviation / acronym.

Equations and units: Use standard Sl units. Relations or concentrations (e.g. mg per I) must be given as 'mg |-
1' (not mg/l). Variables are usually italicised (except for Greek letters). Italicisation should be consistent in
normal, superscript and subscripted text. Example of proper spacing: 'p < 0.05, r2 = 0.879' (not 'p<0.05,

r2=0.879"); but: ‘we studied organisms of size <0.5 um'

Figures and tables
Please consult Guidelines to Authors on Figure Preparation.

Figures, tables, and their captions should be self-explanatory; e.g. abbreviations and acronyms must be defined
here. For table footnotes, use superscripted lower case letters; asterisks can be used to indicate statistical

significance (must be defined in the legend).
4. Acknowledgement section
Declare all sources of funding of the study. In addition, you may wish to acknowledge any assistance you

received from anyone not listed as author. Include this section before your Literature Cited.

5. Literature cited
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All literature used in the text must be listed, and all listed literature must appear in the text, using Harvard
(Name-Year) referencing style.

Format required for citing literature (examples):

Periodicals: Use standard abbreviations according to 'BIOSIS Serial Sources' or use the style for your selected
journal in a reference managing software. A list of over 30000 journal names and BIOSIS abbreviations can be
found here. In addition, Endnote users may download styles for IR journals in this zip file for import into
reference managing software.

Dempster T, Holmer M (2009) Introductory editorial. Aquacult Environ Interact 1:1-5

Books: Write the title of the book in lower case, and give the publisher and place of publication. In the case of
book series, give the series editor as well. Example:

Hanski I (2005) The shrinking world: ecological consequences of habitat loss. In: Kinne O (ed) Excellence in
ecology, Book 14. International Ecology Institute, Oldendorf/Luhe

Papers from books, conference reports, symposium proceedings, etc.: Give the title of the chapter, the
editor(s) and title of the volume, the publisher and place of the publisher (not the location where the conference
was held), and the pages of the chapter. The date cited must be the year of publication (not the year in which the
conference was held). Example:

West TL, Amrose WG (1992) Abiotic and biotic effects on population dynamics of oligohaline benthic
invertebrates. In: Colombo G, Ferrari I, Ceccherelli VU, Rossi R (eds) Marine eutrophication and population
dynamics. Proc 25th Eur Mar Biol Symp. Olsen & Olsen, Fredensburg, p 189-194

Dissertations: Write the title in lower case, the type of thesis / dissertation (e.g. MS / MSc / PhD), and give the
university and its location. Example:

Eve TM (2001) Chemistry and chemical ecology of Indo-Pacific gorgonians. PhD dissertation, University of
California, San Diego, CA

Websites: Permanent databases such as FishBase, GenBank, or climatological sources may be included in the
Literature Cited list; the access date must be given. URLs for printed publications also available online may be
included with their citations. Example:

Froese F, Pauly D (2009) FishBase. www.fishbase.org (accessed 13 Jan 2013)

Other website references should only be cited in the body text.

6. Final checklist

Please cross-check your manuscript using this list. Consult recent IR publications as a general guide for
formatting:

Include page numbers and continuous line numbers

Ensure that abbreviations are defined at first mention in the abstract, main manuscript Included text and

figure/table legends, and that the legends are informative


http://www.int-res.com/misc/journallist.txt
http://www.int-res.com/misc/IR_EndNote_styles.zip

Use periods instead of commas as decimal signs

Correctly present your statistical results (e.g. include two sets of degrees of freedom for ANOVA results and
significance/p-values of regressions)

Cite all of the references in the text and vice versa

Correctly label your figure axes with a title and a unit where applicable

Create legible figures: i.e. large enough font size (at least 10 pt) with sufficient resolution for pdf viewing

Prepare the manuscript (text, figures and tables) as a single file
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