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Resumo

A plasticidade fenotipica no fitoplancton pode ser um mecanismo de defesa
contra a predacao, afetando diretamente produtores e consumidores primarios e
a cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos. No entanto, a plasticidade
morfolégica como mecanismo defensivo é uma defesa induzida observada em
apenas alguns grupos de microalgas. Alguns estudos documentaram que a
defesa induzida no fitoplancton pode ser desencadeada apenas pela presenca
de produtos liberados por microcrustaceos herbivoros, os cairombnios, mesmo
na auséncia do predador. No entanto, poucos estudos abordam a plasticidade
morfolégica induzida por predagcdo nas microalgas verdes cosmopolitas da
familia Selenastraceae. Neste estudo, avaliamos a variacdo morfologica
(comprimento e largura) em 4 espécies diferentes de 8 linhagens de microalgas
do género Ankistrodesmus sob o efeito dos cairoménios por um cladoécero,
Daphnia magna. Os resultados mostraram que a presenca dos cairomodnios
liberados pelo predador induziu um aumento no comprimento e largura das
células da maioria das cepas de Ankistrodesmus. A largura aumentou mais
acentuadamente que o comprimento, o que pode estar relacionado a orientacao
daingestao de células pelo predador. Como reportado em outro estudo para uma
cepa de A. falcatus, também ndo encontramos manutencdo da colénia ou
agregacao celular como uma importante plasticidade morfolégica. No entanto,
os resultados sugerem que em uma unica cepa de A. fusiformis (CCMA-UFSCar
605) houve formacéao de col6nia na presenca dos cairomonios excretados pelo
cladécero. Apesar das diferencas em relacdo ao tempo, intensidade de resposta
e tipo de alteracdo induzida, todas as 8 cepas (4 espécies) do género
Ankistrodesmus estudadas apresentaram algum tipo de plasticidade fenotipica
na presenca dos cairomoénios do predador. Este é o primeiro relato de alteracéo
no tamanho celular de Ankistrodemus sob influéncia de predacéo do zooplancton
(cairombnios). Os resultados sdo importantes para entender a ecologia dessas
microalgas e destaca a importancia de estudos ecolégicos para uma melhor
descricdo das caracteristicas morfolégicas utilizadas para a taxonomia das

microalgas verdes cocéides.

Palavras-chave: Plasticidade Fenotipica. Defesa Induzida. Ankistrodesmus.

Daphnia magna. Cairoménios.



Abstract

Phenotypic plasticity in phytoplankton can be a defense mechanism against
predation, directly affecting primary producers and consumers and the food chain
of aquatic ecosystems. However, morphological plasticity as a defensive
mechanism is an observed induced defense in only a few groups of microalgae.
Some studies have documented that the defense induced in phytoplankton can
be triggered merely by the presence of products released by herbivorous
microcrustaceans, the kairomones, even in the absence of the predator.
However, rare studies address predation-induced morphological plasticity in the
cosmopolitan green microalgae of the family Selenastraceae. In this study, we
evaluated the morphological variation (length and width) in 4 different species of
8 strains of microalgae of the genus Ankistrodesmus under the effect of
kairomones by a cladoceran, Daphnia magna. The results showed that the
presence of kairomones released by the predator induced an increase in the
length and width of the cells of most strains of Ankistrodesmus. The width
increased more sharply than the length, which may be related to the orientation
of cell intake by the predator. As reported in another study for an A. falcatus strain,
we found no colony maintenance or cell aggregation as an important
morphological plasticity. However, the results suggest that a single strain of A.
fusiformis (CCMA-UFSCar 605) produced colonies in the presence of
kairomones excreted by the cladoceran. Despite the differences in time, intensity
of response and type of induced change, all 8 strains (4 species) of the genus
Ankistrodesmus studied showed some type of phenotypic plasticity in the
presence of the predator's kairomones. This is the first report of changes in
Ankistrodemus cell size under the influence of zooplankton predation
(kairomones). The results are important to understand the ecology of these
microalgae and highlight the importance of ecological studies for a better

description of the taxonomic characteristics of the coccoid green microalgae.

Keywords: Phenotypic Plasticity. Induced Defense. Ankistrodesmus. Daphnia

magna. Kairomones.



Listade Figuras

Figura 1. Esquema do delineamento experimental para cada cepa de microalga
verde do género Ankistrodesmus estudada. As linhas azuis representam a Etapa
1, enquanto as linhas vermelhas representam a Etapa 2. Na Etapa 1, dois tipos
de culturas foram preparados para obter os excretados da predacdo pelo
predador: Excretado do Zooplancton (EZ), com a adi¢do de 15 individuos de
Daphnia magna, e Controle do Excretado (EC), com a adicdo de 2% ( * ) do meio
de cultura onde os cladéceros foram cultivados (portanto, incluia outros
microrganismos). Para a Etapa 2 (ap0s a filtracdo sequencial), duas outras
culturas foram preparadas para avaliar a plasticidade fenotipica em cepas de
algas a partir do excretado obtido na etapa anterior: Tratamento (TZ) e Controle
(C). Ao todo, foram realizadas trés amostragens para analise em microscopia e
citometria: primeiras horas de cultivo (T1), 48h (T2) e 120h (T3). As culturas na

Etapa 2 foram realizadas em triplicatas...........cccceeeeeeeeviveveiiiiiiccie e pag. 12

Figura 2. Esquema das medidas de comprimento (a) e a largura (b) das células
de Ankistrodesmus. Nas células curvas, a medida de comprimento foi realizada

seguindo a curvatura celular (Fonte: www.planktonforum.eu)................... pag. 13

Figura 3. Variacdo no comprimento celular (um) das cepas de Ankistrodesmus
no controle (branco) e no tratamento com adicao de infoquimicos dos claddceros
(cinza) em trés tempos de cultivo. T1 = primeiras horas (4h); T2 = dia 2 (48h); T3
= dia 5 (120h). Diferencas significativas (p < 0,05) entre tratamento e controle
sdo indicadas pelo asterisco ( *). Para cada tempo amostral n = 90 células (30
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Figura 4. Variacdo na largura celular (um) das cepas de Ankistrodesmus no
controle (branco) e no tratamento com adicédo de infoquimicos dos claddceros
(cinza) em trés tempos de cultivo. T1 = primeiras horas (4h); T2 = dia 2 (48h); T3
= dia 5 (120h). Diferencas significativas (p < 0,05) entre tratamento e controle
sdo indicadas pelo asterisco ( *). Para cada tempo amostral n = 90 células (30
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Figura 5. Propor¢do de aumento do comprimento celular (%) das cepas de
Ankistrodesmus do tratamento em relacdo ao controle nos tempos em que é
essa diferenca foi significativa (ver Figura 3) para cada cepa. T2 = dia 2 (48h);
T3 =dia5 (L20R) .. pag. 19

Figura 6. Proporcdo de aumento da largura celular (%) das cepas de
Ankistrodesmus do tratamento em relacdo ao controle nos tempos em que é
essa diferencga foi significativa (ver Figura 4) para cada cepa. T1 = primeiras
horas (4h); T2 = dia 2 (48h); T3 =dia5 (120h).......cccevvriiriiiiiiiiiiiieee, pag. 19

Figura 7. Exemplo de variacdo no comprimento celular da cepa CCMA-UFSCar
003 no T2 entre controle (a) e o tratamento (b). As imagens foram obtidas com
uma camera Zeiss AxioCam HRc utilizando software Axiovision 4.5 acoplada no

MICroSCOPIO OtICO ZEISS AXIOPIAN. .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e pag. 20

Figura 8. Exemplo de variacéo da largura celular da cepa CCMA-UFSCar 176 no
T2 entre controle (a) e o tratamento (b). As imagens foram obtidas com uma
camera Zeiss AxioCam HRc utilizando software Axiovision 4.5 acoplada no

MICrosScOpPio OtiCO ZeiSS AXIOPIAN........cccciiiiiiieie e pag. 21

Figura 9. Densidade de individuos das cepas de Ankistrodesmus (células +
colénias) que apresentaram diferenca significativa entre o tratamento e o
controle analisada pela citometria de fluxo nos tempos T2 e T3. Foi considerado

como diferenca significativa o valor de p < 0,05 (*)..uceeeveieiiiieriieeiiieiiiiinnne pag. 23

Figura 10. Tamanho celular (FSC-H) das cepas de Ankistrodesmus (células +
colénias) que apresentaram diferenca significativa entre o tratamento e o
controle analisada pela citometria de fluxo nos tempos T2 e T3. Foi considerado
como diferenca significativa todo valor de p < 0,05 ( * ). Os valores de FSC-H
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Listade Tabelas

Tabela 1. Espécies e cepas de microalgas utilizadas neste estudo, indicando
também o local (incluindo coordenadas geogréaficas) e a ano de isolamento dos
organismos. As cepas foram mantidas e cultivadas na Coleg&o de Culturas de
Microalgas de Agua Doce da Universidade Federal de S&o Carlos (CCMA-
UFSCar), com excecdo da cepa CB 2009/30, proveniente da Colecdo de
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1 Introducéo

As algas desempenham um papel fundamental nos ecossistemas
aquaticos porque, como produtores primarios, sdo uma parte importante na base
da cadeia alimentar (FALKOWSKI et al., 2004). Sendo assim, qualquer efeito
sobre elas pode afetar os niveis tréficos mais altos e, consequentemente,

impactar o funcionamento do ecossistema (DELORENZO et al., 2002).

Nos ecossistemas aquaticos, o zooplancton é um dos principais
consumidores do fitoplancton, influenciando diretamente na transferéncia de
energia para outros niveis troficos (YANG et al., 2016). Sendo assim, a predacéo,
em conjunto com a competicdo, € uma das principais interacdes bidticas que
organiza e estrutura uma comunidade, podendo afetar diretamente as

populacdes de produtores e consumidores primarios (LURLING, 2003).

Além da importancia ecoldgica, a relacéo entre zooplancton herbivoro e
fitoplancton possui também uma importancia econémica, especialmente na
aquicultura. Por se tratar de uma alternativa com um investimento menor, muitos
estudos buscam o alimento ideal que potencialize o desenvolvimento do
zooplancton, jA que esses organismos aquaticos sao utilizados como alimentos
Vivos para assegurar a sobrevivéncia dos peixes, especialmente nas etapas

iniciais de seus desenvolvimentos (ORBE et al., 2020).

Os organismos zooplanctonicos predadores podem se alimentar de varias
espécies de fitoplancton em sistemas aquaticos, mas a capacidade e a taxa de
predacédo dependem de varias caracteristicas da presa, como tamanho corporal,
composicao celular, densidade, forma, estrutura da parede celular e producéo
de toxinas (CYR; CURTIS, 1999; LACEROT et al., 2013; VAN DONK; IANORA,;
VOS, 2011). Essas caracteristicas variam entre espécies de fitoplancton, mas
também ocorrem variacfes intraespecificas, tanto por variabilidade genética da
populacdo, como por plasticidade fenotipica (VIOLLE et al., 2012). A plasticidade
fenotipica é a capacidade que alguns organismos apresentam de, com apenas
um genotipo, produzir variagdes morfologicas, fisiologicas e comportamentais de
acordo com as condi¢cdes ambientais (WEST-EBERHARD, 1989).



As mudancas fenotipicas estdo diretamente relacionadas a sinais
associados com agentes bidticos (ADLER; DREW HARVELL, 1990) ou
abidticos. Qualquer alteracdo morfolégica causada por esses fatores externos
pode ter influéncia direta na taxa de predacgao pelos predadores e na aquisicéo
de recursos devido a alteragcdo do tamanho ou do formato da célula (LITCHMAN;
KLAUSMEIER, 2008; LURLING, 2003). As altera¢des induzidas por agentes
bidticos ocorrem usualmente para diminuir os ataques causados por predadores
(TOLLRIAN, R.; HARVELL, 1999). Assim, a luta pela sobrevivéncia do
fitoplancton envolve, entre outros mecanismos, a plasticidade fenotipica para se
defender dos predadores, trazendo consequéncias para as cascatas tréficas nos
sistemas aquaticos (AGRAWAL, 1998; VAN DONK, 2007).

A plasticidade do fitoplancton em resposta a predagao ocorre porque a
interacdo entre predador e presa resulta na liberacdo de compostos bioativos
(mensageiros quimicos) pelo zooplancton, entre eles os cairomonios
(kairomones) (BROWN, JR.; EISNER; WHIUAKER, 1970). Esses infoquimicos
excretados pelos predadores transmitem informacdes entre individuos,
causando uma resposta comportamental ou fisiolégica na presa receptora
(DICKE; SABELIS, 1988). A consequéncia da presenca dos cairoménios sobre
a plasticidade fenotipica de outras algas verdes ja foi documentada (HESSEN;
VAN DONK, 1993; LAMPERT; ROTHHAUPT; VON ELERT, 1994).

Para evitar a predacdo, muitas espécies de fitoplancton desenvolvem
diferentes mecanismos defensivos induziveis ou induzidos (VAN DONK, 1997)
gue envolvem ndo somente alterac6es morfolégicas, mas também alteracdes na
taxa de crescimento e em sua composi¢ao bioguimica (LURLING; VAN DONK,
1997; VAN DONK; IANORA; VOS, 2011). Entre as alteracbes morfologicas
desencadeadas pela resposta a pressdo de selecdo de algum agente bidtico,
podemos citar a mudanca no tamanho celular, producdo ou aumento de
espinhos, formacdo de colonias e aumento da espessura da parede celular e
mucilagem (ADLER; DREW HARVELL, 1990; BERGKVIST, 2012; LAMPERT;
ROTHHAUPT; VON ELERT, 1994; LASS S.; SPAAK P., 2003; LURLING; VAN
DONK, 1997; VAN DONK, 2007; VAN DONK; IANORA; VOS, 2011). Essas
alteracbes induzidas tornam-se importantes fatores ecoldgicos que também

afetam diretamente a interacéo trofica em ambientes aquaticos.



Na literatura, grande parte dos trabalhos de defesa induzida por
predadores explora a plasticidade da microalga do género Scenedesmus
(Sphaeropleales, Scenedesmaceae). Um exemplo classico dessa influéncia foi
documentado no trabalho de HESSEN e VAN DONK (1993). Neste estudo,
guando a alga Scenedesmus subspicatus foi exposta a agua filtrada do cultivo
de Daphnia magna, foram formadas colbnias cenobiais de 4-8 células, com
espinhos maiores e mais rigidos (HESSEN; VAN DONK, 1993). Os mesmos
autores constataram que a taxa de predacdo do cenobio foi menor do que a
morfologia unicelular, devido ao aumento do tamanho do primeiro. LAMPERT e
colaboradores (1994) encontraram resultados parecidos utilizando também a
agua filtrada do predador, mas com Scenedesmus acutus (LAMPERT;
ROTHHAUPT; VON ELERT, 1994). Trabalhos posteriores mostraram ainda que
infoquimicos produzidos por predadores, além de induzir o prolongamento dos
espinhos e formacdo de colbnias, induziu também mudancas no conteudo
lipidico de microalgas da familia Scenedesmaceae (Sphaeropleales) (LURLING;
BEEKMAN, 1999; LURLING; DE LANGE; VAN DONK, 1997).

Muitos estudos sobre interacdo zooplancton-fitoplancton utlizam os
cladéceros como predadores (KAMPE et al., 2007; LAMPERT, 2006; LASS S.;
SPAAK P., 2003), que séo, de fato, um dos principais organismos pertencentes
a comunidade zooplanctonica. Esses organismos sao perfeitamente adequados
para experimentos ecologicos, pois trata-se de animais que sao clonaveis,
apresentam um tempo de geracdo curto e podem ser mantidos em grande
guantidade em laboratorios (TOLLRIAN, R.; DODSON, 1999). Um dos
cladéceros mais comumente utilizado € a Daphnia magna STRAUS, 1820, cujo
diferencial em relacdo aos demais claddceros € que possuem neonatas grandes
e de facil observacao nos cultivos em laboratério (RAND, 1995).

Grande parte dos organismos do fitoplancton de agua doce pertence a
ordem Sphaeropleales (Chlorophyceae, Chlorophyta) (KRIENITZ; BOCK, 2012).
Embora muitos estudos de plasticidade morfologica tenham sido realizados com
um género desta ordem (Scenedesmus), estudos com outros géneros sao
escassos. Dentro de Sphaeropleales, a familia Selenastraceae agrupa
microalgas verdes que se reproduzem assexuadamente e que sao ubiquas em
ambientes de agua doce (KRIENITZ; BOCK, 2012). Nessa familia encontram-se

géneros de microalgas verdes de relevancia ecoldgica, como Raphidocelis



Hindak, Kirchneriella Schimidle, Selenastrum Reinsch, Monoraphidium
Komarkova-Legnerova e Ankistrodemus Corda. Esses organismos apresentam
uma organizacao celular simples (GARCIA et al., 2017; KRIENITZ; BOCK, 2012)
e a simplicidade morfoldgica facilita a ocorréncia de espécies cripticas e
convergéncia morfologica (KRIENITZ; BOCK, 2012), dificultando muitas vezes
sua correta identificago.

Embora a plasticidade fenotipica para a familia Selenastraceae seja
estimulada por variagdes abioticas (WANG; LIU; CHEN, 2005), esse fenbmeno
ainda é pouco explorado, mesmo sendo um fator complicador para a
identificacdo desses organismos (TREVINO, 2008). Sabe-se ainda menos sobre
o efeito da predacdo na morfologia de importantes géneros dessas familias,
cosmopolitas em ambientes de agua doce, como o género Ankistrodesmus
Corda.

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho auxiliam no
entendimento das interacbes entre predador-presa que podem ocorrer
especialmente nos ambientes de agua doce, ampliando o conhecimento sobre a
ecologia dos organismos estudados. Além disso, fornecem informacdes a serem
consideradas para fins taxonémicos, incluindo a delimitacdo de espécies do

género.

2 Hipoteses

1. A plasticidade fenotipica induzida por cairombnios ocorre em outras
espécies pertencentes a ordem Sphaeropleales, tanto em relacao a formacéao de
colénias (HESSEN; VAN DONK, 1993; LAMPERT; ROTHHAUPT; VON ELERT,
1994), como alteracdes do tamanho celular. Embora os escassos trabalhos
realizados com espécies do género Ankistrodesmus ndo tenham documentado
formacdo ou manutencdo de col6nias (VAN DONK; LURLING; LAMPERT,
1999), outras analises morfométricas ndo foram avaliadas. Assim, mesmo que
nao ocorra formacdo ou aumento do tamanho de coldnias neste género, €

possivel ainda que ocorra plasticidade em seu tamanho celular.

2. Além disso, embora existam poucos estudos com plasticidade

fenotipica induzida por predacdo em diferentes cepas da mesma espécie, 0s



géneros mais estudados (Scenedesmus e Desmodesmus) apresentam variagao
na resposta entre diferentes cepas (LURLING, 2003). Desta forma, é possivel
gue haja variacao entre cepas isoladas de locais diferentes e entre espécies do
género Ankistrodemus quando estas séo diretamente expostas aos cairomonios

excretados pelo predador. |

3 Objetivos

Verificar a ocorréncia de plasticidade morfolégica em Ankistrodesmus,
importante género de microalga da familia Selenastraceae (Sphaeropleales),
induzida por cairomonios liberados por um cladécero predador. Comparar as
respostas a presenca dos cairomonios entre diferentes cepas e espécies de um

mesmo género.

3.1 Objetivo especifico

Avaliar as alteracdes morfolégicas (tamanho celular e formacao de col6nias) em
oito cepas de microalgas de quatro diferentes espécies do género
Ankistrodesmus induzidas por cairoménios liberados durante a predacdo por um

cladécero, Daphnia magna.

4 Materiais e métodos

4.1 Microalgas utilizadas

As oito cepas axénicas de microalgas género Ankistrodesmus
(Selenastraceae, Chlorophyceae, Chlorophyta) utilizadas neste trabalho (Tabela
1) foram obtidas da Colecdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce da
Universidade Federal de Sao Carlos (CCMA-UFSCar, World Data Centre for



Microorganisms 835), Laboratério de Ficologia, com exce¢do de uma cepa (CB
2009/30) proveniente da Colecdo de Culturas pessoal da Dra. Christina Bock

(CB), da Universidade Duisburg-Essen, Alemanha.



Tabela 1. Espécies e cepas de microalgas utilizadas neste estudo, indicando também o local (incluindo coordenadas geograficas) e
a ano de isolamento dos organismos. As cepas foram mantidas e cultivadas na Colecdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce
da Universidade Federal de Sao Carlos (CCMA-UFSCar), com excecao da cepa CB 2009/30, proveniente da Colecédo de Culturas
pessoal da Dra. Christina Bock (CB), da Universidade Duisburg-Essen, Alemanha.

Espécie Cepa Local e data de isolamento Coordenadas geograficas

Ankistrodesmus arcuatus Korshikov 1953 CCMA-UFSCar 024  Represa do Broa, Sao Paulo, Brasil, 1979 22°12'20.6"S 47°52'37.6"W

Ankistrodesmus densus Korshikov 1953 CCMA-UFSCar 003  Represa do Broa, S&o Paulo, Brasil, 1979 22°12'20.6"S 47°52'37.6"W

Ankistrodesmus densus Korshikov 1953 CCMA-UFSCar 128 Represa de Itaipu, Sao Paulo, Brasil, 2009 25°23'56.1"S 54°35'26.2"W

Ankistrodesmus densus Korshikov 1953 CCMA-UFSCar 239 Represa Matéo, Séo Paulo, Brasil, 2010 21°38'31.0"S 48°19'56.8"W

Ankistrodesmus fusiformis Corda 1838 CCMA-UFSCar 605 Sitio Ypé, Sao Paulo, Brasil, 2013 23°15'25.7"S 47°18'18.6"W

Ankistrodesmus fusiformis Corda 1838 CB 2009/30 Tangue de agua, Nakuru, Quénia, 2009 0°20'39.6"S 36°11'02.5"E

Ankistrodesmus stipitatus Komarkova- _
CCMA-UFSCar 176 Lagoa do Inferndo, S&o Paulo, Brasil, 1993 21°36'28.5"S 47°46'13.1"W
Legnerova 1969

Ankistrodesmus stipitatus Komarkova- o . _ _
CCMA-UFSCar 277 Lagoa Vitéria, Minas Gerais, Brasil, 2011 20°32'01.0"S 46°31'32.9"W
Legnerova 1969




4.2 Biomassa algal para os cultivos experimentais

As cepas para obtencao de biomassa para os cultivos experimentais foram
mantidas em meio WC pH 7,0 (GUILLARD; LORENZEN, 1972) a23 +1 °C, 150
umol fétons m2s? provenientes de lampadas fluorescentes e fotoperiodo de
12:12 horas. Todo o procedimento de transferéncia de inGculos ocorreu em uma
cabine de Fluxo Laminar Horizontal VLFS-12 (VECO, Brasil) para limitar
contaminacdo com outros microrganismos. Antes dos experimentos, aliquotas
das cepas foram transferidas também para meio WC com peptona e glicose
(BAGATINI et al.,, 2014) para certificar que as condicdes de cultivo se

mantiveram axénicas.

Para todas as algas foram realizadas curvas de crescimento nas condi¢des
descritas acima, com concentracéo inicial de 1 x 10# células.mL™, contadas em
hemocitdmetro Fuchs-Rosenthal. As amostragens para obtencdo da curva de
crescimento foram realizadas em dias intercalados durante 20 dias (Anexo 1). O
crescimento das algas foi analisado por meio da concentracdo de clorofila a in
vivo em Fluorimetro Trilogy® (Turner Designs, Sunnyvale, USA) e absorbancia
em 680 e 750 nm (GRIFFITHS et al., 2011), em espectrofotémetro DR 5000™
(Hach, Alemanha), para a obtencdo da curva e determinacdo da fase de
crescimento exponencial de cada microalga. Para os experimentos, novos
cultivos foram realizados nas mesmas condicbes e a biomassa algal foi

recuperada no final do crescimento exponencial (oitavo dia de cultivo).

4.3 Cultivo e manutencao dos cladoceros

O microcrustaceo plancténico Daphnia magna (Crustacea, Branchiopoda,
Daphniidae) foi utilizado como predador das microalgas neste trabalho. Essa
espécie, que possui entre 5 mm a 6 mm de comprimento em sua fase adulta,
atua como consumidor primario na cadeia alimentar aquatica (ABNT, 2016),
alimentando-se por filtragcdo de material organico particulado em suspensao por

meio de correntes de agua (PAU et al., 2012).



A D. magna foi cultivada de acordo com ABNT (2016) e U.S.EPA (2002). Para
manutencdo dos claddceros, a microalga utilizada para alimentacdo foi
Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov) F. Hindak (NIVA-CHL1, tombada
sob o cddigo CCMA-UFSCar 048), cultivadas em meio CHU-12 (MULLER,
1972), a uma concentragdo de 3 x 10°células.mL* (BAIRD et al,. 1989), contadas
no hemocitdémetro.

O meio de cultivo preparado para a manutencdo da D. magna sera
denominado neste trabalho como meio de cultivo de zooplancton (MCZ), e foi
armazenado em galées com capacidade de 20 L e constantemente aerados para
homogeneizacédo das solu¢des durante todo o tempo apds a sua preparagéo. A
dureza da agua (método titulométrico com EDTA), assim como o pH (pHmetro
DM-22, Digimed, Brasil) foram medidos apds, no minimo, 12h de aeragéo. Para
D. magna, a agua reconstituida utilizada foi a do tipo dura, com dureza total
equivale a 175 a 225 mg CaCO3/L (ASTM, 2001).

Para os cultivos do cladocero foram adicionados entre 25 - 30 individuos em
béqueres de vidro de 1L, que foram mantidos sob iluminagao de 150 uymol fétons
m~2s7! provenientes de lampadas fluorescentes em fotoperiodo de 12:12 horas
e temperatura de 20 + 2°C. Todos os cultivos de D. magna eram iniciados com
individuos neonatos (idade < 24 h) da terceira a quinta ninhada de fémeas

adultas.

4.4 Delineamento experimental

O experimento para avaliar a influéncia dos compostos liberados por D.
magna na morfologia das 8 cepas de microalgas foi realizado em duas etapas.

A Etapa 1 foi realizada para obtencdo dos meios de cultivo com os
infoquimicos liberados pelos clad6ceros durante a predacdo de cada uma das
algas a ser avaliada. A Etapa 2 consistiu no experimento para avaliar o efeito
desses infoquimicos sobre caracteres morfolégicos das cepas algais. As etapas

do desenho experimental estdo brevemente ilustradas na Figura 1.
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Etapa 1

Para a Etapa 1 cada cepa de microalga foi previamente cultivada como
descrito anteriormente (sec¢ao “Biomassa algal para cultivos experimentais”) e
coletada por centrifugacdo a 1147 xg durante 10 min (20 - 25 °C) (Centrifuge
5804R, Eppendorf, Alemanha). As células foram contadas em hemocitémetro, e
cada microalga inoculada em Béqueres (500 mL de WC) a uma concentragdo de
3 x 10° células.mL?* em 2 condi¢des diferentes (Figura 1, dia 8), como descrito
abaixo.

Na primeira condicdo (denominada EZ, excretado do zoopléancton), cada
microalga foi inoculada juntamente com 15 individuos de D. magna
(concentracao proporcional aos cultivos para manutencdo na seg¢ao “Cultivo e
manutencédo dos claddceros”) em meio WC pH 7,0. Esse cultivo forneceu o
excretado proveniente da predacéo a ser usado no “tratamento” da Etapa 2, com
cairomodnios liberados durante a interacdo predador-presa (BROWN, JR.;
EISNER; WHIUAKER, 1970) para cada uma das cepas.

Todas as Daphnia utilizadas na primeira condicdo da Etapa 1 foram
selecionadas da 5° ninhada de fémeas adultas e apresentavam seis dias de vida
guando foram inoculadas com as cepas de Ankistrodesmus. Previamente a
introducdo no meio com as algas, foram mantidas em cultivo sem alimentacao
por 12 horas.

A segunda condicéo forneceu o filtrado a ser utilizado como controle (EC) na
Etapa 2. Este cultivo consistiu no inéculo algal em meio WC pH 7,0, acrescido
de 10 mL do meio de cultivo onde estavam os cladéceros (MCZ + cladoceros).
Desta forma, o cultivo continha outros microrganismos (bactérias, fungos e virus)
gue na condicdo 1 acompanharam o inoculo do claddcero. Essa condigcéo
utilizada como controle, evita que possiveis alteracdes detectadas no
“tratamento” com EZ pela presenca dos microrganismos, sejam atribuidas ao
cladocero.

Ambos os tratamentos (EZ e EC) foram mantidos, durante 2 dias, na
Incubadora B.O.D 411D (Nova Etica, Brasil), com iluminacéo de 150 umol fétons
m~—s7!, provenientes de luz fluorescente e fotoperiodo de 12:12 horas e

temperatura de 20 £ 2°C.
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Etapa 2

A Etapa 2 consistiu no experimento proposto, ou seja, verificar o efeito do
excretado da predacéo de D. magna sobre a morfologia das microalgas. Para
realizacédo da Etapa 2, o excretado obtido em cada condicdo para cada cepa de
microalga passou por filtracdo sequencial em filtros estéreis de 2,7 pm e 0,22 um
de poro (de fibra de vidro e acetato de celulose, respectivamente), para
esterilizacdo e obtencdo do excretado dissolvido no meio apds o periodo de
predacéo (Figura 1, dia 10).

Nesta etapa, os cultivos de microalgas foram preparados como descrito na
secgao “Biomassa algal para cultivos experimentais” e as células recuperadas
por centrifugagéo. As células de microalgas foram, entéo, inoculadas em frascos
plasticos estéreis de 80 mL, contendo 48 mL de meio WC estéril e 12 mL (20%)
do excretado obtido na Etapa 1 (Figura 1, dia 10). A concentracao inicial de
células algais em cada tratamento foi de 3 x 10° células.mL!. Nesta Etapa, cada
uma das 8 cepas de microalgas foi cultivada, em tréplicas, com cada um dos 2
excretados obtidos na Etapa 1 (ou seja, EZ e EC das respectivas cepas). Deste
ponto em diante (Etapa 2), utilizaremos o termo “Tratamento” (TZ) para os
cultivos com EZ e o termo “Controle” (C) para os cultivos com EC.

Todos os frascos foram incubados (Incubadora Informs HT Multitron, Suica)
sem rotacdo e com luz LED adaptada (4000 k) com iluminagdo de 150 umol
fotons m=2 s7%, fotoperiodo de 12:12 horas e temperatura de 20 + 2°C, durante
cinco dias. As amostragens para analises morfolégicas e citométricas foram
realizadas nos seguintes tempos: T1 (4h), T2 (48h), e T3 (120h). As amostragens
foram realizadas em condi¢cdes estéreis apdés homogeneizacéao.

Para as analises ao microscopio 6tico, as amostras foram fixadas com 4%
(concentracao final) de formaldeido e armazenadas na geladeira a 4°C. Para as
analises no citbmetro, as amostras foram fixadas com 1 % (concentracéo final)

de formaldeido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.
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Figura 1. Esquema do delineamento experimental para cada cepa de microalga verde do
género Ankistrodesmus estudada. As linhas azuis representam a Etapa 1, enquanto as
linhas vermelhas representam a Etapa 2. Na Etapa 1, dois tipos de culturas foram
preparados para obter os excretados da predacao pelo predador: Excretado do Zooplancton
(EZ), com a adicdo de 15 individuos de Daphnia magna, e Controle do Excretado (EC), com
a adicdo de 2% ( * ) do meio de cultura onde os cladoceros foram cultivados (portanto,
incluia outros microrganismos). Para a Etapa 2 (apoés a filtracdo sequencial), duas outras
culturas foram preparadas para avaliar a plasticidade fenotipica em cepas de algas a partir
do excretado obtido na etapa anterior: Tratamento (TZ) e Controle (C). Ao todo, foram
realizadas trés amostragens para andlise em microscopia e citometria: primeiras horas de

cultivo (T1), 48h (T2) e 120h (T3). As culturas na Etapa 2 foram realizadas em triplicatas.
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4.5 Microscopia, Citometria e Analises Estatisticas

As analises morfoldgicas foram feitas usando o microscopio 6tico Zeiss
Axioplan 2 (Jena, Alemanha) e as imagens foram obtidas com uma camera Zeiss
AxioCam HRc utilizando software Axiovision 4.5 (Zeiss, Alemanha). Para cada
réplica de cada cepa, foram registrados, no minimo, 30 células em cada uma das
3 amostragens realizadas: T1, T2 e T3. Foram medidos o comprimento e a
largura celular (Figura 2). O comprimento total foi medido seguindo a curvatura

celular.

Figura 2. Esquema das medidas de comprimento (a) e a largura (b) das
células de Ankistrodesmus. Nas células curvas, a medida de comprimento foi

realizada seguindo a curvatura celular (Fonte: www.planktonforum.eu).

As anadlises citométricas foram realizadas em citobmetro de fluxo
FACSalibur™ (Becton Dickinson, USA), modelo 2111D-015SLBD com laser de
488 nm de emissdo. As leituras foram feitas no software BD Cell Quest™ Pro.
As células algais foram delimitadas utilizando o canal FL3-H para sinais de
fluorescéncia da clorofila a e dispersao lateral no canal Side Scatter (SSC-H),
para a obtencdo da densidade de individuos em cada cultivo experimental. A
disperséo frontal no canal Forward Scatter (FSC-H) foi utilizada como estimativa
de tamanho do individuo (COLLIER, 2000), embora para formas muito mais
longas que largas, o par@metro tenha baixa correlacdo com volume celular
(OLSON; ZETTLER; ANDERSON, 1989). Assim, consideramos o parametro

FSC-H como estimativa indireta de formacéo de coldnia ou agregados (tamanho



14

do individuo), embora o tamanho celular (em unicelulares) também possa
interferir nos resultados desse parametro. As andlises foram feitas no programa
FlowJo v.10.07 e forneceram valores de densidade de individuos e de tamanho
celular (FSC-H).

Os valores de cada variavel medida, ou seja, de comprimento e largura
celular obtidos por microscopia, assim como a densidade e tamanho de
individuos obtidos por citometria, foram comparados entre os diferentes tempos
de cultivo e tratamentos (TZ e C) por meio do Teste t de Student realizado no
software R (R CORE TEAM, 2017). O valor de significancia adotado foi de a <
0,05. Os boxplots foram gerados utilizando o software R (R CORE TEAM, 2017).

5 Resultados

5.1 Comprimento e largura celular obtidos por microscopia

Os resultados de tamanho celular obtidos por microscopia mostraram que
em todas as cepas do género Ankistrodemus sob influéncia dos cairoménios
excretados pela Daphnia magna houve plasticidade fenotipica, com alteracéo
significativa em ao menos um dos parametros utilizados (comprimento e largura)
em pelo menos um dos tempos analisados (Figura 3 e Figura 4,

respectivamente).

Unica representante da espécie Ankistrodemus arcuatus, a cepa CCMA-
UFSCar 024 apresentou alteracdo significativa no comprimento no T2 (Figura 3).
Nesse tempo, o comprimento das células do tratamento estava 5,52% maior em
relacédo ao controle (Figura 5). J4 a largura celular foi significativamente maior no
tratamento em todos os dias avaliados (Figura 4), com aumento médio de em
T1, T2 e T3 de 4,6%, 7,79% e 7,44%, respectivamente, em relacdo ao controle
(Figura 6).

A espécie Ankistrodemus densus foi representada por 3 cepas: CCMA-
UFSCar 003, CCMA-UFSCar 128 e CCMA-UFSCar 239. Todas as cepas tiveram
aumento significativo de comprimento celular no T2 quando comparadas ao
controle, mas apenas na cepa CCMA-UFSCar 003 essas alteracoes

permaneceram até o T3 (Figura 3 e Figura 7). Nesta cepa, houve aumento do
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comprimento celular no tratamento de 3,84% e 6,15%, em T2 e T3,
respectivamente (Figura 5). No T2 as cepas CCMA-UFSCar 128 e CCMA-
UFSCar 239 apresentaram aumento no comprimento celular de 4,95% e 5,44%,
respectivamente, com a presenca do excretado do claddcero (Figura 5).

Entretanto, para largura, as medidas variaram entre as cepas de A.
densus. Para a CCMA-UFSCar 003, a resposta significativa aos infoquimicos
dos predadores foi detectada em todos os tempos (Figura 4). Entretanto, a
diferenca na largura celular entre tratamento e controle reduziu ao longo do
tempo (15,12% em T1; 9,68% em T2 e 7,44% em T3) (Figura 6). Para a cepa
CCMA-UFSCar 128, a diferenca significativa na largura foi observada apenas no
segundo dia analisado (T2) (Figura 4), no qual as células do tratamento se
encontravam 8,39% mais largas que as células do controle (Figura 6). Por fim, a
CCMA-UFSCar 239 apresentou respostas significativas logo nas primeiras horas
(T1), com 9,77% de aumento médio da largura no tratamento, e se estendendo
até T2, diferenca de 11,15% na largura média entre tratamento e controle (Figura
4 e 6).

A espécie Ankistrodesmus fusiformis foi representada pelas cepas CCMA-
UFSCar 605 e CB 2009/30. Nao foram observadas diferencas significativas no
comprimento da CCMA-UFSCar 605 (Figura 3). No entanto, a cepa CB 2009/30
apresentou aumento significativo (em média 13,15%; Figura 5) no comprimento
das células do tratamento em T2 (Figura 3). E valido ressaltar que essa foi a
maior diferenca observada para comprimento entre as cepas analisadas. Para
largura, ambas as cepas apresentaram aumento significativo no tratamento, mas
apenas no ultimo dia analisado (T3). Assim, em T3, para a cepa CCMA-UFSCar
605 a largura celular foi em média 7,47% maior no tratamento, enquanto que
para CB 2009/30 o aumento foi de aproximadamente 6% do tratamento em

relacéo ao controle.

Por fim, a espécie Ankistrodesmus stipitatus, apresentou respostas
ligeiramente diferentes entre as duas cepas utilizadas: CCMA-UFSCar 176 e
CCMA-UFSCar 277. Para o comprimento, a cepa CCMA-UFSCar 176
apresentou diferenca significativa apenas no T2 (Figura 3), com uma pequena

variagcdo entre tratamento e controle (2,05% maior no tratamento) (Figura 5). A
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cepa CCMA-UFSCar 277 apresentou resposta significativa um pouco mais
tardia, com pequeno aumento (3,06 %; Figura 5) no comprimento médio do
tratamento apenas no ultimo dia de analise (Figura 3). Para a largura celular,
houve aumento significativo na maioria dos tempos de contato como excretado
do predador em ambas as cepas, exceto nas primeiras horas analisadas (T1) da
cepa CCMA-UFSCar 277 (Figura 4). Para a cepa CCMA-UFSCar 176 os
aumentos médios da largura do tratamento em relacdo ao controle foram de:
9,36% em T1, 10,09% em T2 e 7,23% em T3 (Figura 6 e Figura 8). Para a cepa
CCMA-UFSCar 277, em T2, as células do tratamento estavam 4,49% mais
largas que as células do controle, e essa diferenca aumentou em T3, chegando
a 7,72% (Figura 6).
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Figura 3. Variacdo no comprimento celular (um) das cepas de Ankistrodesmus no controle (branco) e no tratamento com adicdo de
infoquimicos dos claddceros (cinza) em trés tempos de cultivo. T1 = primeiras horas (4h); T2 = dia 2 (48h); T3 = dia 5 (120h). Diferencgas
significativas (p < 0,05) entre tratamento e controle séo indicadas pelo asterisco ( * ). Para cada tempo amostral n = 90 células (30 por

réplica).
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Figura 4. Variacdo na largura celular (um) das cepas de Ankistrodesmus no controle (branco) e no tratamento com adi¢do de infoquimicos dos

cladéceros (cinza) em trés tempos de cultivo. T1 = primeiras horas (4h); T2 = dia 2 (48h); T3 = dia 5 (120h). Diferengas significativas (p < 0,05)

entre tratamento e controle sdo indicadas pelo asterisco ( * ). Para cada tempo amostral n = 90 células (30 por réplica).
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Figura 5. Propor¢cdo de aumento do comprimento celular (%) das cepas de Ankistrodesmus do

tratamento em relacdo ao controle nos tempos em que é essa diferenca foi significativa (ver Figura 3)
para cada cepa. T2 = dia 2 (48h); T3 = dia 5 (120h).
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cepa. T1 = primeiras horas (4h); T2 = dia 2 (48h); T3 = dia 5 (120h).
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Figura 7. Exemplo de variacdo no comprimento celular da cepa CCMA-UFSCar
003 no T2 entre controle (a) e o tratamento (b). As imagens foram obtidas com
uma camera Zeiss AxioCam HRc utilizando software Axiovision 4.5 acoplada no

microscopio otico Zeiss Axioplan.
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b)

Figura 8. Exemplo de variagdo da largura celular da cepa CCMA-UFSCar 176 no
T2 entre controle (a) e o tratamento (b). As imagens foram obtidas com uma
camera Zeiss AxioCam HRc utilizando software Axiovision 4.5 acoplada no

microscopio otico Zeiss Axioplan.
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5.2 Densidade e tamanho de individuos obtidos por citometria

Os dados citométricos forneceram valores de densidade de individuos
(individuos/mL ou células + coldnias/mL) e tamanho dos individuos (estimados
pelo FSC-H). Nao houve um padrao por espécie nos dados citométricos, uma
vez que foram observadas diferencas significativas apenas em 3 cepas, cada

uma de uma espécie (Figura 7 e 8).

As trés cepas apresentaram diferencas significativas na densidade de
individuos quando expostas aos infoquimicos dos cladéceros, a A. arcuatus
(CCMA-UFSCar 024), uma cepa de A. densus (CCMA-UFSCar 239) e uma cepa
de A. fusiformis (CCMA-UFSCar 605) (Figura 7). As 3 cepas apresentaram
densidade celular no tratamento significativamente menor do que o controle,
embora em tempos diferentes (Figura 7). Para a CCMA-UFSCar 024 a
densidade menor no tratamento foi detectada apenas no T3, enquanto que para
as outras duas, a diferenca foi detectada em T2. As demais cepas nao
apresentaram diferencas significativas na densidade de individuos entre controle

e tratamento em nenhum dos tempos.

Diferente dos dados da microscopia, em que foi possivel detectar alguma
alteracao morfolégica em todas as cepas, os dados de FSC-H de citometria
mostraram diferenca no tamanho dos individuos (células + coldnias), ou seja, no
aumento da formacéo de colbnias, apenas para a cepa CCMA-UFSCar 605 (A.
fusiformis) em T2 (Figura 8). Desta forma, esta cepa foi a Unica entre todas que
apresentou diferencas em ambos os parametros medidos por citometria (em T2)
(Figuras 7 e 8). Para as demais cepas, ndo encontramos diferencas significativas

entre controle e tratamento no FSC.
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Figura 9. Densidade de individuos das cepas de Ankistrodesmus (células + colonias) que
apresentaram diferenca significativa entre o tratamento e o controle analisada pela citometria

de fluxo nos tempos T2 e T3. Foi considerado como diferenca significativa o valor de p < 0,05
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6 Discussao

Neste trabalho, avaliamos a plasticidade morfolégica em diferentes
espécies do género Ankistrodesmus sob efeito dos produtos excretados por um
predador, Daphnia magna. Para isso, o tamanho da célula, estimado por
comprimento e largura, assim como densidade e estimativa de tamanho (FSC-
H) dos individuos (células ou colbnias) por citometria, foram avaliados. De forma
geral, os cairomonios excretados por Daphnia magna influenciaram diretamente

em pelo menos uma das medidas celulares das microalgas.

O parametro FSC-H foi utilizado para verificar a formacao/manutencao de
colbénias ou agregacédo celular. Essa informacéo é importante, porque o Unico
trabalho da literatura sobre a resposta de duas cepas de Ankistrodesmus (A.
falcatus e A. bibraianus) a predacéo por microcrustaceos reporta que nao foi
possivel detectar inducdo de formacao de colbnias nestas espécies (VAN DONK;
LURLING; LAMPERT, 1999). Embora ndo tenhamos analisado nenhuma dessas
duas espécies, nossos resultados também apontam que a indugéo de formacao

de colbnias ndo é uma caracteristica predominante nas espécies do género.

No entanto, uma unica cepa (A. fusiformis, CCMA-UFSCar 605)
apresentou FSC-H significativamente maior no tratamento do que no controle em
T2, sugerindo que a manutencéo/formacéo de coldnia pode ocorrer em algumas
cepas. A formacdo/manutencdo de colénias como mecanismo defensivo
induzivel em algas da ordem Sphaeropleales em resposta aos infoquimicos
excretados por seus predadores ja foi documentada em outros trabalhos, mas
grande parte dos trabalhos explora o género Scenedesmus (e.g. ELERT;
FRANCK, 1999; HESSEN; VAN DONK, 1993; LAMPERT; ROTHHAUPT; VON
ELERT, 1994; LURLING; BEEKMAN, 1999; LURLING; DE LANGE; VAN DONK,
1997; PLANCK; ROTHHAUPT; ELERT, 2013). Este género de microalgas
verdes apresenta uma ampla plasticidade morfoldgica, seja por fatores bioticos
ou abidticos (TRAINOR, 1992; TRAINOR; EGAN, 1991; VAN DONK; LURLING;
LAMPERT, 1999). Ainda assim, inducdo de formacdo de colénias em
Scenedesmus é ampla, mas n&o € universal (VAN DONK; LURLING; LAMPERT,

1999), como observamos também com as espécies do género Ankistrodesmus.
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A cepa CCMA-UFSCar 605 apresentou também menor densidade de
individuos em relagdo ao controle quando o FSC-H foi significativamente maior
no tratamento. A menor densidade poderia ser explicada pela a manutencéo de
col6nias liberadas por autosporia no tratamento, e dissolugéo das colonias no
controle (aumentando o nimero de individuos por citometria). No entanto, outras
duas cepas que nado apresentaram indicios de formacéo de col6nias, também
apresentaram menor densidade de individuos quando expostas aos
infoquimicos dos predadores: CCMA-UFSCar 024 (A. arcuatus) em T3 e CCMA-
UFSCar 239 (A. densus) em T2. Uma vez que ambas as cepas tiveram
comprimento e largura celulares significativamente maiores no tratamento, €
possivel que as células expostas aos infoquimicos do predador tenham investido
energeticamente no aumento do tamanho celular em detrimento da reproducéao.
Neste caso, 0 desacoplamento do crescimento e da divisao celular explicaria o
aumento do tamanho das células e a reducéo da densidade celular no tratamento
(JAMERS; COEN, 2010).

As demais cepas analisadas apresentaram respostas em relacdo ao
tamanho celular (microscopia), embora nenhuma alteracdo dos dados
citomeétricos tenha sido detectada. Desta forma, a maioria das cepas (7 de 8)
apresentou aumento significativo em ambos 0s parametros, comprimento e
largura, em pelo menos um dos tempos quando exposta ao excretado de D.
magna. Entretanto, as respostas foram variaveis mesmo para cepas da mesma

espécie.

Para largura, todas as cepas apresentaram aumentos significativos em
pelo menos um dos tempos analisados. Para o comprimento celular, 7 das 8
cepas do género Ankistrodesmus apresentaram alteracdo significativa em pelo
menos um dos dias analisados, com excecao da cepa CCMA-UFSCar 605 (A.
fusiformis). Curiosamente, esta foi a cepa que apresentou FSC-H, que sugere
formacédo de colbnias, significativamente maior no tratamento. Isso pode indicar
gue Ankistrodesmus pode apresentar estratégias diferentes para evitar a
predacéo: formacéo de colénias ou aumento de tamanho celular, sendo a ultima

estratégia predominante.
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De forma geral, os resultados sugerem que as células sdo induzidas a um
aumento de comprimento e largura celular em poucos dias quando expostas a
agua filtrada dos predadores, mesmo que para comprimento as variagdes nao
se estenderam até T3, diferentemente dos dados de largura. Esses resultados
s&80 novos para a literatura, pois embora um trabalho tenha analisado a inducao
na formacdo de col6nias (VAN DONK; LURLING; LAMPERT, 1999), ndo ha
relatos de andlise de variacdo no tamanho celular para Ankistrodesmus ou para
outros géneros de microalgas da familia Selenastraceae quando sdo expostas
aos efeitos dos cairomonios resultantes da predacgao.

Analisando em nivel de espécie, foi possivel detectar um padrdo de
comportamento para comprimento apenas em Ankistrodesmus densus, ja que
todas tiveram resposta para comprimento e largura ao menos em T2. Para
largura, os padrdes de resposta foram bem variaveis para cepas da mesma
espécie, com excecdo da Ankistrodesmus fusiformis, ja que as duas cepas
apresentaram respostas apenas no ultimo tempo analisado (T3). No entanto, de
forma geral, observamos que cepas da mesma espécie, apresentaram respostas
em tempos variaveis, mostrando que ha variacao intraespecifica na resposta.
Isso sugere que a resisténcia a herbivoria também pode variar entre diferentes
cepas da mesma espécie de algas (VAN DONK, 1997; VAN DONK; LURLING;
LAMPERT, 1999).

Para comprimento, a cepa CCMA-UFSCar 277 apresentou resposta mais
tardia que as demais (T3) e a maioria das cepas apresentou resposta no T2.
Para largura, metade das cepas (CCMA-UFSCar 024, CCMA-UFSCar 003,
CCMA-UFSCar 239 e CCMA-UFSCar 176) apresentou respostas logo nas
primeiras horas de experimento (T1), se estendendo até T3, com excec¢ao da
cepa CCMA-UFSCar 239, que se manteve até T2. Apesar das variacoes, 6 de 8
cepas apresentaram largura significativamente maior no tratamento em relacéo
ao controle em T2. Apenas as cepas CCMA-UFSCar 605 e CB 2009/30
apresentaram respostas significativas para a largura tardiamente (T3). O
desenvolvimento de repostas induzidas até dois dias de exposicdo das células
algais aos produtos quimicos excretados pelos predadores ja foi documentado
em outros trabalhos (LAMPERT; ROTHHAUPT; VON ELERT, 1994; LURLING;
VAN DONK, 1997).
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LAMPERT et al. (1994) sugeriu que, possivelmente, as respostas se
tornem varidveis e menos detectiveis ao longo do tempo devido a reducao do
efeito do excretado sobre as células algais. Assim, a concentracao reduzida dos
produtos quimicos indutores e 0 aumento de tamanho da populacdo dos cultivos
podem resultar em uma menor exposicdo das células a esses produtos quimicos
(LAMPERT; ROTHHAUPT; VON ELERT, 1994), o que levaria a reducao das
diferencas entre o tratamento e o controle, por exemplo. Essa inativagéo pode
ser causada pela adsorcédo e incorporacdo dos quimicos indutores nas células
de algas (LURLING; VAN DONK, 2000). Embora a degradacédo bacteriana
também possa limitar a persisténcia dos infoquimicos no meio, em nosso
experimento, os excretados foram filtrados em 0,22 um para esterilizacdo e os
cultivos algais estavam axénicos. A resposta em até 48h de exposicao foi
bastante evidente para o comprimento celular, no entanto, nossos resultados
sugerem que a largura celular pode apresentar uma resposta mais rapida aos
infoquimicos, além de ser mais sensivel a diminuicdo de concentracéo, ja que
mais da metade das cepas ainda apresentava largura maior no tratamento com

120 h de exposicao.

Além disso, quando comparamos os dois parametros da microscopia, foi
possivel observar que a largura das células aumentou em uma propor¢cao muito
maior do que a do comprimento celular. Sabe-se que existe uma relacéo direta
entre o tamanho do corpo do predador e o tamanho maximo da célula que ele
pode ingerir (BURNS, 1968), sendo que D. magna pode ingerir particulas de 0,6
a 40 um (GELLER; MULLER, 1981). Como o comprimento da maioria das células
de Ankistrodesmus geralmente ultrapassa esse limite para a predacdo de
Daphnia magna, possivelmente a ingestédo da presa ocorre de forma que a célula
passe pelo aparelho de filtracdo do predador orientada pela sua menor dimensao
celular (neste caso, a largura). Desta forma, o aumento mais acentuado da
largura celular poderia ser uma resposta defensiva induzida também importante

para dificultar a predacao.

pY

E importante ressaltar que a resisténcia a predacdo envolve custos
metabdlicos (VAN DONK; LURLING; LAMPERT, 1999). Portanto, as microalgas
direcionam um gasto energético para criar mecanismos defensivos morfolégicos

gue possam reduzir sua taxa de mortalidade. Caso isso ndo aconteca, havera
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uma reducéo em sua habilidade competitiva. Portanto, existe um trade-off entre
resisténcia ao grazing ou a taxa paga pelo custo metabdlico (VAN DONK;
LURLING; LAMPERT, 1999). Fatores como a quantidade e o tamanho do
predador (VAN DONK; LURLING; LAMPERT, 1999), assim como a
concentragédo dos cairomonios (LAMPERT; ROTHHAUPT; VON ELERT, 1994),
podem afetar diretamente as respostas induzidas em microalgas, especialmente
no tamanho da particula. Neste trabalho, mesmo com abordagem utilizando
apenas os infoquimicos liberados pelo predador e em diluicdo de 20%, as
microalgas do género Ankistrodesmus apresentaram respostas plasticas,
investindo principalmente em aumento do tamanho celular, sem prejuizo para o

numero de individuos, na maioria dos casos.

Além da importancia para o entendimento da interacdo predador-presa,
ainda pouco conhecido para cladoceros-Ankistrodesmus, os resultados aqui
apresentados sao importantes também para a taxonomia das espécies
estudadas. A identificacdo com base morfolégica faz parte da sistematica
tradicional da familia Selenastraceae e o comprimento e a largura sao
caracteristicas usadas para a taxonomia (GARCIA et al., 2017). Os resultados
mostram que a predacao pode aumentar em mais de 13 % o0 comprimento e mais
de 15% a largura celular, e essa variacdo pode ser importante para melhor
delimitacdo dos valores de comprimento e largura das espécies. O efeito da
predacdo na morfologia das algas pode também dificultar a identificacdo dos

organismos em seu ambiente natural.

7 Concluséao

A presenca dos infoquimicos excretados durante a predacao do cladéceros
Daphnia magna foi capaz de induzir respostas morfolégicas em cepas de
diferentes espécies do género Ankistrodesmus. Apesar das diferencas em
relacdo ao tempo, intensidade de resposta e tipo de alteracao induzida, todas as
cepas do género Ankistrodesmus estudadas apresentaram algum tipo de

plasticidade fenotipica na presenca do predador.
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A principal plasticidade morfolégica induzida por predacdo em
Ankistrodesmus é a alteracdo do tamanho celular (comprimento e/ou largura).
Apesar de todas as cepas terem apresentado aumento no tamanho celular (em
comprimento e/ou largura) em pelo menos um dos tempos de cultivo, ndo foi

possivel observar padréo claro para cepas de uma mesma espécie.

Embora a inducao de formacado/manutencao de colonias tenha sido rara, 0s
dados citométricos sugerem que esse tipo de plasticidade também pode ocorrer

em cepas do género Ankistrodesmus quando expostas ao predador.

O parametro com resposta mais rapida e persistente foi a largura celular.
Além disso, a largura aumentou em uma propor¢do muito maior que o
comprimento celular. Como as células de Ankistrodemus sp. sé@o longas e
possuem comprimento maior que o limite de tamanho filtrado pelo cladécero, nés
sugerimos que o0 aumento na largura celular também seja uma importante

resposta de Ankistrodesmus para evitar predacéo.

Referéncias

ABNT. Aquatic ecotoxicology-Acute toxicity-Test with Daphnia spp (Cladocera,
Crustacea) Ecotoxicologia aquatica-Toxicidade aguda-Método de ensaio com
Daphnia spp (Crustacea, Cladocera). p. 27, 2016.

ADLER, F. R.; DREW HARVELL, C. Inducible defenses, phenotypic variability
and biotic environments. Trends in Ecology & Evolution, v. 5, n. 12, p. 407—-
410, dez. 1990.

AGRAWAL, A. A. Induced responses to herbivory and increased plant
performance. Science, v. 279, n. 5354, p. 1201-1202, 1998.

ASTM (American Society for Testing, Materials) Standard guide for conducting
acute toxicity testing on test materials with fishes, macroinvertebrates, and
amphibians. E729-E796. 2001.

ORBE, Rosa Angélica et al. Desarrollo del clad6cero nativo Ceriodaphnia sp con
clorofitas (Scenedesmus sp y Chlorella sp) en condiciones de

laboratorio. Revista de Investigaciones Veterinarias del Peru, v. 31, n. 1,



31

2020.

BAGATINI, I. L. et al. Host-specificity and dynamics in bacterial communities
associated with bloom-forming freshwater phytoplankton. PLoS ONE, v. 9, n. 1,
2014.

BAIRD, D. J. et al. The long-term maintenance of Daphnia magna Straus for use
in ecotoxicity tests: problems and prospects. Proceedings of the First
European Conference on Ecotoxicology. Lyngby Denmark, 1989. p. 144-148.
BERGKVIST, J. Grazer-induced responses in marine phytoplankton. 2012.
BROWN, JR.,W. L.; EISNER, T.; WHIUAKER, R. H. Allomones and kairomones :
Transspecific chemical messengers. BioScience, v. 20, n. 1, p. 21-22, 1970.
BURNS, C. W. The relationship between body size of filter-feeding cladocera and
the maximum size of particle ingested. Limnology and Oceanography, v. 13, n.
4, p. 675-678, 1968.

COLLIER, J. L. Flow cytometry and the single cell in phycology. Journal of
Phycology, v. 36, n. 4, p. 628—-644, 2000.

CYR, H.; CURTIS, J. M. 1999---He "---Zooplankton community size structure and
taxonomic composition.pdf. Oecologia, n. 118, p. 306—315, 1999.
DELORENZO, M. E. et al. Environmental Contamination and Toxicity and
Bioconcentration Potential of the Agricultural Pesticide Endosulfan in
Phytoplankton and Zooplankton. v. 181, p. 173-181, 2002.

DICKE, M.; SABELIS, M. W. Infochemical Terminology: Based on Cost-Benefit
Analysis Rather than Origin of Compounds? Functional Ecology, v. 2, n. 2, p.
131, 1988.

ELERT, E. VON; FRANCK, A. Colony formation in Scenedesmus grazer-
mediated release and chemical features of the infochemical. Journal of
Plankton Research, v. 21, n. 4, p. 789-804, 1999.

FALKOWSKI, P. G. et al. The evolution of modern eukaryotic phytoplankton.
Science, v. 305, n. 5682, p. 354-360, 2004.

GARCIA, T. D. S. et al. Selenastraceae (Sphaeropleales, Chlorophyceae): RbcL,
18s rDNA and ITS-2 secondary structure enlightens traditional taxonomy, with
description of two new genera, Messastrum gen. nov. and Curvastrum gen. nov.
Fottea, v. 17, n. 1, p. 1-19, 2017.

GELLER, W.; MULLER, H. International Association for Ecology The Filtration
Apparatus of Cladocera: Filter Mesh-Sizes and Their Implications on Food



32

Selectivity Published by : Springer in cooperation with International Association
for Ecology Oecologia The Filtration Apparatus. Oecologia, v. 49, n. 3, p. 316—
321, 1981.

GRIFFITHS, M. J. et al. Interference by pigment in the estimation of microalgal
biomass concentration by optical density. Journal of Microbiological Methods,
v. 85, n. 2, p. 119-123, 2011.

GUILLARD, R. R. L.; LORENZEN, C. J. Yellow-Green Algae With
Chlorophyllide C1,2Journal of Phycology, 1972.

HARVELL, C.D., TOLLRIAN, R. (Ed.). The Ecology and Evolution of Inducible
Defenses. [s.l: s.n.]. p. 89-103, 1999.

HESSEN, D. O.; VAN DONK, E. Morphological changes in Scenedesmus
induced by substances released from Daphnia. p. 12, 1993.

JAMERS, A. N.; COEN, W. D. Effect assessment of the herbicide paraquaton a
green algae using differential gene expression and biochemical biomarkers.
Environmental Toxicology and Chemistry: An International Journal, v. 29,
n. 4, p. 893-901, 2010.

KAMPE, H. et al. Direct effects of Daphnia-grazing, not infochemicals, mediate a
shift towards large inedible colonies of the gelatinous green alga Sphaerocystis
schroeteri. Limnologica, v. 37, n. 2, p. 137-145, 2007.

KRIENITZ, L.; BOCK, C. Present state of the systematics of planktonic coccoid
green algae of inland waters. Hydrobiologia, v. 698, n. 1, p. 295-326, 2012.
LACEROT, G. et al. The role of subtropical zooplankton as grazers of
phytoplankton under different predation levels. Freshwater Biology, v. 58, n. 3,
p. 494-503, 2013.

LAMPERT, W. Daphnia: Model herbivore, predator and prey. Polish Journal of
Ecology, 2006.

LAMPERT, W.; ROTHHAUPT, K. O.; VON ELERT, E. Chemical induction of
colony formation in a green alga (Scenedesmus acutus) by grazers (Daphnia).
Limnology and Oceanography, v. 39, n. 7, p. 1543-1550, 1994.

LASS S.; SPAAK P. Chemically induced anti-predator defences in plankton: a
review. Hydrobiologia, v. 491, p. 221-239, 2003.

LITCHMAN, E.; KLAUSMEIER, C. A. Trait-Based Community Ecology of
Phytoplankton. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, v. 39,
n. 1, p. 615-639, 2008.



33

LURLING, M. Phenotypic plasticity in the green algae Desmodesmus and
Scenedesmus with special reference to the induction of defensive morphology.
Annales de Limnologie - International Journal of Limnology, v. 39, n. 2, p.
85-101, 2003.

LURLING, M.; BEEKMAN, W. Grazer-induced defenses in Scenedesmus
(Chlorococcales; Chlorophyceae): coenobium and spine formation. Phycologia,
v. 38, n. 5, p. 368-376, 1999.

LURLING, M.; DE LANGE, H. J.; VAN DONK, E. Changes in food quality of the
green alga Scenedesmus induced by Daphnia infochemicals: biochemical
composition and morphology. Freshwater Biology, v. 3, p. 619-628, 1997.
LURLING, M.; VAN DONK, E. Grazer-induced colony formation in Scenedesmus:
are there costs to being colonial? Oikos, v. 88, p. 111-118, 2000.

LURLING, M.; VAN DONK, E. Morphological changes in Scenedesmus induced
by infochemicals released in situ from zooplankton grazers. Limnology and
Oceanography, v. 42, n. 4, p. 783-788, 1997.

MULLER, V. H. Wachstum and Phosphatbedarf von Nitzhia actinatroides
(Lemm.) v. Goor in statischer und homokontinuierlicher Kultur unter
Phosphatlimitierung. Arch. Hydrobiol.(Suppl.), p. 399-484, 1972.

OLSON, R. J.; ZETTLER, E. R.; ANDERSON, O. K. Discrimination of eukaryotic
phytoplankton cell types from light scatter and autofluorescence properties
measured by flow cytometry. Cytometry, v. 10, n. 5, p. 636—643, 1989.

PAU, Conxi et al. Filtering capacity of Daphnia magna on sludge particles in
treated wastewater. Water research, v. 47, n. 1, p. 181-186, 2013.

PLANCK, M.; ROTHHAUPT, K. O.; ELERT, E. VON. Chemical induction of
colony in a green formation alga ( Scenedesmus acutus ) by grazers ( Daphnia).
Limnology and Oceanography, v. 39, n. 7, p. 1543-1550, 2013.

RAND, G. M.; WELLS, P. G.; MCCARTY, L. S. Introduction to aquatic
toxicology. Fundamentals of aquatic toxicology effects, environmental fate,
and risk assessment. Taylor and Francis Publishers, North Palm Beach,
Florida, USA, p. 3-67, 1995.

TEAM, R. C. A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, 2017.

TOLLRIAN, R.; DODSON, S. I. Inducible defenses in Cladocera: constraints,

costs, and multipredator environments. The ecology and evolution of



34

inducible defenses, v. 177, p. 202, 1999.

TOLLRIAN, R.; HARVELL, C. D. The ecology and evolution of inducible
defenses. Princeton University Press: Princeton University Press, 1999.
TRAINOR, F. R. Cyclomorphosis in Scenedesmus armatus (Chlorophyta): an
ordered sequence of ecomorph development?, 1992.

TRAINOR, F. R.; EGAN, P. F. Discovering the various ecomorphs of
Scenedesmus: The end of a taxonomic era. Archiv fur Protistenkunde, v. 139,
n. 1-4, p. 125-132, 1991.

TREVINO, I. F. Estudios taxondmicos en algas verdes cocales del sur de
Espafia. 2008.

U.S. EPA (U.S. Environmental Protection Agency). Methods for measuring the
acute toxicity of effluents and receiving waters to freshwater and marine
organisms. 2002

VAN DONK, E. Defenses in phytoplankton against grazing induced by nutrient
limitation , UV-B stress and infochemicals. Aquatic ecology, v. 31, n. 1, p. 53—
58, 1997.

VAN DONK, E. Chemical information transfer in freshwater plankton. Ecological
Informatics, v. 2, n. 2, p. 112-120, 2007.

VAN DONK, E.; IANORA, A.; VOS, M. Induced defences in marine and
freshwater phytoplankton: A review. Hydrobiologia, v. 668, n. 1, p. 3-19, 2011.
VAN DONK, E.; LURLING, M.; LAMPERT, W. Consumer-induced changes in
phytoplankton: inducibility, costs, benefits, and the impact on grazers. The
ecology and evolution of inducible defenses, p. 89-103,1999.

VIOLLE, C. et al. The return of the variance: Intraspecific variability in community
ecology. Trends in Ecology and Evolution, v. 27, n. 4, p. 244-252, 2012.
WANG, W. L.; LIU, S. L.; CHEN, P. C. Studies on the morphotype alternation in
Monoraphidium sp.(Selenastraceae, Chlorophyta). Cryptogamie-Algologie, v.
26, n. 3, p. 243-258, 2005.

WEST-EBERHARD, M. J. Phenotypic Plasticity and the Origins of Diversity.
Annual Review of Ecology and Systematics, v. 20, n. 1, p. 249-278, 1989.
YANG, J. et al. PH-associated changes in induced colony formation and growth
of Scenedesmus obliquus. Fundamental and Applied Limnology, v. 187, n. 3,
p. 241-246, 2016.



CCMA-UFSCar 024 - A, arcuatus

Al

CCMA-UFSCar 605 - A, fusiformis

-_F_'_.__—l—"_}
-

-

ged

Abrs

Ling Alles BHID nim

Anexos

CCMA-UFSCar 003 - A. densus

B Ak BHD fim

CCMA-UFSCar 128 - A. densus

HH

CCMA-UFSCar 176 - A. stipitatus

i
.-*"'4_+

-

Log Abs S8

35

CCMA-UFSCar 239 - A. densus

Anexo 1. Curva de crescimento em dias intercalados durante 20 dias de amostragens das microalgas testadas no trabalho. O crescimento

das algas foi analisado por meio do log da absorbancia da concentragéo de clorofila a em 680 nm.
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