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RESUMO

As microalgas e cianobactérias sao microrganismos fotossintetizantes que possuem
diferentes morfologias e podem apresentar plasticidade fenotipica quando sob efeito de
predadores. S&o produtores primarios em ambientes aquaticos, sendo predados por
inumeros grupos heterotréficos, incluindo invertebrados benténicos. Entre importantes
invertebrados bentdnicos que se alimentam de microalgas, especialmente microalgas verdes,
diatomaceas e cianobactérias, podemos citar o género de insetos Chironomus
(Chironomidae, Diptera). Embora a variacao morfoldégica em microalgas para evitar predagao
por invertebrados plancténicos seja bem documentada, pouco se sabe sobre a plasticidade
fenotipica em microalgas predadas por essas larvas. Neste projeto, avaliamos a plasticidade
morfolégica em microalgas como forma de defesa a predagao por larvas de Chironomus cf.
xanthus. Avaliamos as alteragdes morfologicas em trés cepas de microalgas das espécies:
Desmodesmus spinosus, uma vez que este género usualmente apresenta plasticidade
fenotipica sob predagao por outros invertebrados; e duas microalgas de géneros que podem
ser encontrados no bentos, habitat das larvas: Micrasterias cf. pinnatifida, uma alga verde
(desmidia) e Cyclotella sp., uma diatomacea céntrica. D. spinosus foi avaliado diretamente
sobre predagédo, no entanto, devido a problemas metodoldgicos, as outras algas foram
avaliadas sob efeito do filtrado excretado da larva. Os experimentos foram realizados em
triplicatas. D. spinosus apresentou aumento significativo nas dimensdes dos cendbios no
segundo dia e dos espinhos (dimensdes maximas) apos o quarto dia de cultivo na presenca
do predador; no mesmo periodo, também foi observada a maior produgdo de individuos
unicelulares no tratamento com as larvas. Micrasterias aumentou significativamente sua
biomassa e a concentragao de clorofila a (determinadas por contagem celular e absorbancia),
no segundo dia em contato indireto com os quironomideos. Em Cyclotella, no tratamento
com o excretado filtrado (contato indireto), houve aumento significativo nas dimensdes
lineares maximas apods 2 e 4 dias, maior producao de individuosfilamentosos no quarto dia,
e aumento na concentracdo de clorofila a do primeiro ao terceiro dia. Este é o primeiro
trabalho que demonstra plasticidade morfolégica em microalgas predadas por
quironomideos. O conhecimento sobre a plasticidade morfoldgica das espéciesde microalgas
sob predacgéo pode auxiliar na elucidagdo da complexa taxonomia desses microrganismos.
Além disso, pode auxiliar em futuros estudos sobre as interagdes entre a larva e suas

presas e seus efeitos na biota e na produtividade local.

PALAVRAS-CHAVE: Defesa induzida; Microalgas; Chironomidae; Plasticidade morfoldgica.



ABSTRACT

Microalgae and cyanobacteria are photosynthetic microorganisms with different morphologies
and may present phenotypic plasticity under predation risk. They are primary producers in
aquatic environments and can be predated by innumerous heterotrophic groups, including
benthic invertebrates. Among important benthic invertebrates which feed on microalgae,
especially green microalgae, diatoms and cyanobacteria, there is the genus of insects
Chironomus (Chironomidae, Diptera). Although the morphological variation of microalgae to
avoid predation by planktonic invertebrates has been well documented, little is known about
the phenotypic plasticity in microalgae predated by those larvae. In this project, we evaluated
the morphological plasticity in microalgae as a defense to predation by Chironomus cf. xanthus
larvae. We evaluated the morphological alterations in three microalgae strains of the species:
Desmodesmus spinosus, since this genus usually presents phenotypic plasticity under
predation by other invertebrates; and two microalgae belonging to genera found in benthos,
habitat of the larvae: Micrasterias cf. pinnatifida, a green alga (desmid) and Cyclotella sp. a
centric diatom. D. spinosus was evaluated directly over predation, however, due to
methodological issues, the other algae were evaluated under the extracellular substances
released by the larvae. The experiments were performed in triplicates. Under predation, D.
spinosus presented significant increase in the coenobium dimensions on the second day,
and in the maximum linear dimension (between spines) at the fourth day of growth; in this
same period, a higher number of unicellular individuals was observed. Micrasterias biomass
and chlorophyll a concentration (determined by cell count and absorbance) increased
significantlyon the second day in indirect contact with chironomids. In Cyclotella, extracellular
substancesreleased by the chironomid larvae (indirect contact), significantly increased the
maximum linear dimensions of the individuals after 2 days, the number of filamentous
individuals on thefourth day; and the chlorophyll a concentration from the first to the third
days of growth. This is the first work showing morphological plasticity in algae predated by
chironomids. The knowledge on the morphological plasticity of microalgae under predation
can help elucidate the complex taxonomy of these microorganisms. Furthermore, it can help
future studies aboutthe interaction between the larva and its prey and its effects on the biota

and local productivity.

KEYWORDS: Induced defense; Microalgae; Chironomidae; Morphological plasticity.
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1. Introdugao

Em ambientes aquaticos, as microalgas e cianobactérias, assim como o0s
invertebrados bentdnicos, sdo importantes componentes do ecossistema, que interagem
entre si e atuam na ciclagem de biomassa e matéria organica (COVICH et al., 1999;
STERNER, 1994). As microalgas e cianobactérias compdem o fitoplancton, o perifiton e,
em ambientes mais rasos, o fitobentos. Sdo microrganismos fotossintetizantes — que em
conjunto com as macréfitas formam a base da cadeia tréfica - distribuidos em diferentes
grupos e com diversos arranjos: unicelulares, coloniais, filamentosos, entre outros
(ODUM,1971; VAN DEN HOEK et al., 1995; REVIERS, 2006; TARKOWSKA-KUKURYK,
2013). Dessa forma, estao frequentemente expostos a predagdo por inUmeros grupos
heterotroficos, como diversos invertebrados plancténicos e benténicos (VAN DONK et al.,
2011).

No cenario de predacao é importante destacar que por um processo evolutivo,que
envolve a pressado da predacao sobre a populagdao predada e o custo-beneficio de sua
resposta ao predador, diferentes grupos de microalgas podem desenvolver mecanismos
distintos de defesa que atenuem a herbivoria, por exemplo, por meio de plasticidade
fenotipica (YOSHIDA et al., 2004). Essa defesa induzida geralmente acarreta
modificagdes quimicas ou morfoldégicas (MAYELI et al., 2004). Por exemplo, na presenca
de cladéceros do género Daphnia Miller, 1785, individuos da espécie Desmodesmus
subspicatus (Syn. Scenedesmus subipicatus Chodat) Hegewald & Schmidt aumentam o
numero de células no cenobio (de 4 a 8 células), em conjunto com o tamanho e a rigidez
de seus espinhos (VAN DONK et al., 1999; HEGWALD, 2000).

Outros estudos também apontam mecanismos de defesa induzida em
Skeletonema marinoi Sarno & Zingone (Mediophyceae, Skeletonemataceae), uma
diatomacea, submetida a predacao por copépodes, demonstrando a redugao no numero
de células no filamento, adaptacédo evolutivamente vantajosa que mitigue a redugao do
fitness por predacdo (BERGKVIST et al.,2012). Também ¢é relatada a capacidade de
outras diatomaceas formarem filamentos na presenca do predador e de alguns
dinoflagelados, como a espécie Alexandrium tamarense (Lebour) Balech, poderem
desenvolver mecanismos contra a predacdo (BERG, 1995; LUCINDA, 2007;
BERGKVIST et al., 2012).

De modo geral, experimentos sobre as modificagdes nas microalgas induzidaspor
predacao, podem ou ndo demandar o contato direto do predador com a presa. Em muitos
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trabalhos faz-se o uso da cultura filtrada de claddceros,que contém substancias quimicas
excretadas por esses organismos (HA et al.,2004), os cairoménios. Para tanto, os
cladéceros sao cultivados em meio apropriado,aclimatados durante um certo periodo nas
condigbes laboratoriais, e retirados do cultivo para que este seja filtrado, obtendo o
material excretado (VAN DONK et al.,1999; LAMPERT et al.,, 1994; HESSEN & VAN
DONK, 1993; HA et al.,2004).

Embora os estudos se concentrem em predadores no zooplancton, as algas
também sao fundamentais na dieta de animais bentbnicos, que constituem parte do
zoobentos, e incluem diferentes instares larvais de alguns insetos sensiveisa mudancas
e a impactos ambientais, tal como os quironomideos, que podem apresentar
prontamente uma resposta a condi¢gbes adversas (COVICH et al., 1999). A dieta dessas
e de outras larvas bentbnicas, baseada em matéria organica, microalgas e
cianobactérias, € documentada a partir da analise do conteudo presente no tubo
gastrointestinal desses animais, e destaca a importancia dos microrganismos produtores
nos ecossistemas aquaticos (JOHANSSON & BEAVER, 1983; BERG, 1995;
HENRIQUES-OLIVEIRA et al., 2003; TARKOWSKA-KUKURYK,

2013).

Os insetos do género Chironomus, (Chironomidae, Diptera) abundantes e
amplamente distribuidos em diferentes nichos devido a sua plasticidade fisioldgica,
apresentam larvas predominantemente bentdnicas que se alimentam de microalgas,
especialmente diatomaceas e cloréfitas (JOHANSSON & BEAVER, 1983; BERG, 1995;
RICHARDI et al., 2013). Algumas espécies de quironomideos que se alimentam de
microalgas podem formar grandes biomassas em alguns ambientes (FROUZ et al.,
2004a). Esses mosquitos possuem quatro instares larvais, diferenciados pelo
comprimento das capsulas da cabega em vista ventral e outras medidas de estruturas
como antenas e mandibulas, por exemplo (BERG, 1995). Por serem organismos com
fisiologia plastica, resistentes a determinadas alteragdes nas condi¢des do meio, e nao
aparentarem resultados com grandes interferéncias em condi¢des laboratoriais, os
quironomideos tornam-se adequados para serem utilizados em experimentos
(FONSECA & ROCHA, 2004; RICHARDI et al., 2013).

Ainda que a plasticidade fenotipica das microalgas sob predagao de claddceros,
protozoarios e rotiferos tenha sido documentada (VAN DONK et al., 2011), n&o
encontramos trabalhos sobre a variagdo morfolégica em algas submetidas a predacéo

por quironomideos. Estudos sobre a dieta de dipteros Glyptotendipes paripes Edwards,
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1929 demonstraram uma reducgao da preferénciaalimentar por Scenedesmus quadricauda
(Turpin) Brébisson em larvas de quarto instar, e os autores sugeriram que as alteragdes
morfolégicas e fisiologicas nas algas podem té-las inviabilizado como alimento para
esses invertebrados (FROUZ et al., 2004a).

Desta forma, ha trabalhos que demonstram preferéncia alimentar de larvas de
quironomideos e sugerem mudanca fenotipica nas microalgas, grupo de microrganismos
com muitos exemplares de morfologia diversa (WANG, 2005; COESEL & KRIENITZ,
2008), mas nenhum que avalie sua plasticidade morfolégica diante da predagéo. Desse
modo, o presente trabalho pretendeu fornecer informagdes sobre a plasticidade
morfolégica das microalgas sob exposi¢ao direta e indireta as larvas de quironomideos.

Essa pesquisa enriquece os estudos sobre as interagdes microalgas-insetos e
pode auxiliar no entendimento de interagées tréficas em ambientes aquaticos. E de suma
importancia compreender a dindmica dentro de um ambiente, para que seja possivel o
desenvolvimento de melhores técnicas e protocolos para o manejo e a conservagao da
biota local (LUCINDA, 2007). Além de tornar exequivel planejamentos sobre as
mudangas nas condicoes e na produtividade do ambiente, a deteccdo de alteracdes
morfolégicas nas microalgas induzidas por predagao contribuipara a melhor resolugao da
complexa taxonomia desses produtores.

Sendo assim, procuramos detectar mudangas morfolégicas em trés diferentes
microalgas sob predacdo ou sob influéncia do excretado de larvas de Chironomus cf.
xanthus. Avaliamos as alteragdes nas dimensdes lineares dos individuos (célula, cendbio
elou filamento de acordo com a cepa), assim como a ocorréncia de agrupamento de

células e/ou variagbes no numero de coldnias.

2. Objetivos
2.1 Geral
Avaliar a plasticidade fenotipica em microalgas como forma de defesa a

predacao por larvas Chironomus cf. Xanthus.

2.2. Especificos

1) Verificar a ocorréncia do aumento no comprimento e largura das células de
microalgas submetidas a predacgao direta ou indireta (em contato com excretado do
predador).

2) Avaliar se ocorre a agregacao de células e/ou aumento das col6nias na

presenca do predador ou do seu excretado.



3. Material e Métodos
3.1. Microalgas utilizadas

As trés cepas utilizadas foram mantidas em condi¢des unialgais na Colegao de
Culturas de Microalgas de Agua Doce da Universidade Federal de S&o Carlos
(CCMA-UFSCar), sendo estas: Desmodesmus spinosus (Chodat) Hegewald -
CCMA-UFSCar 62 (Figura 1a); Micrasterias cf. pinnatifida Kutz. ex Ralfs, CCMA-
UFSCar 89 (Figura 1b); Cyclotella sp. (Kutzing) Brébisson CCMA-UFSCar BB041
(Figura 1c).

A espécie Desmodesmus spinosus (Sphaeropleales, Scenedesmaceae)
pertence a um género bastante utilizado em estudos de defesa induzida em
microalgas, que apresenta notoria plasticidade fenotipica e, geralmente, possui
cendbios de 2-8 células com espinhos nas extremidades (VAN DONK et al., 1999;
EBERHARD & ANKE, 2017).

O género Micrasterias pode ser bentbnico, pertencente ao diverso grupo
Desmidiales (Zygnematophyceae ou Conjugatophyceae) de algas verdes com
amplas distribuicdo (COESEL, 1982; COESEL & KRIENITZ, 2008), restrito a
ambientes mais acidos e oligotroficos, e que, quando cultivado in vitro, possui
geragbes com maiores duragdes (COESEL, 1982). De modo geral, € unicelular com
uma morfologia padrdo que consiste em duas hemicélulas (ou semicélulas)
espelhadas e de mesmo formato, separadas por uma constricdo mediana e
conectadas pelo istmo. Entretanto, diferentes espécies apresentam projecdes
distintas em formatos e tamanhos, do simples ao exuberante (MEINDL, 1993). A
terceira cepa utilizada nos experimentos foi de Cyclotella sp., uma diatomacea

céntrica (simetria radial).

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Figura 1. Capturas feitas em microscépio 6ptico de Desmodesmus spinosus (a), Micrasterias
cf. pinnatifida (b) e Cyclotella sp. (c). Barras de escala = 10um.
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3.2. Curvas de crescimento das microalgas

Os cultivos das microalgas para acompanhamento da curva de crescimento
foram feitos em tréplicas em frascos Boeco de 1L com 600 mL de meio de cultura
WCpH 7,0 (GUILLARD & LORENZEN, 1972) feito com o dobro de silica. Os cultivos
foram mantidos em temperatura de 23 £ 1 °C, intensidade luminosa de ~150 pmol de
fotonsm2s™' e fotoperiodo de 12:12h.

O crescimento das culturas foi acompanhado por meio da absorbancia e
contagem celular, com analises a cada 2 dias, por um periodo que variou de 18 a 25
dias, de acordo com as espécies das algas. A absorbancia foi medida em 680 e
750nm de acordo com Bagatini et al. (2014) e a contagem celular realizada em
camara de Fuchs-Rosenthal 3.2 (catalog N°. 3720, Hausser Scientific, Horsham,
PA).

3.3. Obtencao da biomassa algal para os experimentos

Os cultivos para obtengdo da biomassa algal para os experimentos foram
realizados nas mesmas condicbes das curvas de crescimento. O cultivo da cepa
CCMA-UFSCar 62 utilizado nos experimentos cresceu durante 13 dias, sob
luminosidade de 150 umol de fétons m2 s (fotoperiodo 12:12h),em um frasco com
600mL de meio WC pH 7,0 com dobro de silica e foi concentradapor centrifugacéo a
7.500xg para fornecer a quantidade de células necessarias para o experimento. As
culturas de M. cf. pinnatifida (CCMA-UFSCar 89) e Cyclotella sp. (CCMA-UFSCar
BB041) cresceram nas mesmas condigdes por 4 e 7 dias, respectivamente. Na
primeira e na segunda etapa dos experimentos (descrito na sessdo Desenho
Experimental), a cepa de Micrasterias foi centrifugada a 7.000 xg e a de Cyclotella

sp. a 3.000xg.

3.4. Cultivo dos Quironomideos

Inicialmente as larvas de Chironomus cf. xanthus foram disponibilizadas pelo
Laboratério de Entomologia Aquatica (LEA) no Departamento de Hidrobiologia da
Universidade Federal de Sdo Carlos, Campus S&o Carlos. Entretanto, a chegada da
pandemia interrompeu a manutencao da criagao, acarretando na morte das larvas.
Logo, iniciamos uma nova criagéo a partir de desovas fornecidas peloLaboratério de

Ecologia de Ambientes Aquaticos (LEAA), do Departamento de Hidraulica e
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Saneamento, na Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Campus 2.

Duas desovas foram realocadas para o LEA e acondicionadas em bandeja com
2L de agua filtrada, matéria organica vegetal triturada e areia (granulometria <0,5mm),
e oxigenagao por borbulhamento, coberta por uma gaiola telada com nylon. As larvas
foram alimentadas com Racé&o Alcon Basic: alimento completo em flocos para peixes
ornamentais, a cada dois dias.Os cuidados incluiram fazer anotagcées do numero de
desovas, limpeza do substratoe troca de agua.

No dia anterior a cada experimento, cerca de 20 a 30 larvas (de terceiro e
quarto instar) foram colocadas em uma placa de Petri grande e levadas ao Laboratério
de Ficologia (UFSCar), onde foram novamente realocadas para uma outra placa, em
60mL de meio WC com o dobro de silica e 4g de areia fina calcinada (400 °C por 6h
e 45min), para evitar possivel canibalismo (FROUZ et al., 2004b). Esse processo de
aclimatagéo das larvas ocorreu por 24h e sem alimentagdo (FROUZ et al., 2004b),
com fotoperiodo de 12h sob luminosidade de 43-53 pymol de fétons m2 s para o
primeiro experimento (D. spinosus) (Incubadora B.O.D 411D - Nova Etica, Brasil) e

de 53,5-63umol de fétons m2 s para os experimentos posteriores (Micrasterias e

Cyclotella) (Incubadora Infors HT Multitron, Suiga).

Para o experimento, foram usadas larvas de terceiro e quarto instares, porque
estariam mais desenvolvidas e com menos seletividade na dieta do que larvas
menores (BERG,1995). Nesses instares as larvas se alimentam muito para que
tenham estoque energético nos ultimos estagios de desenvolvimento, uma vez que,
na curta fase adulta, os quironomideos ndo se alimentam (FONSECA & ROCHA,
2004).

3.5. Desenho experimental

O primeiro experimento foi realizado com D. spinosus (CCMA-UFSCar 62) e
ocorreu em apenas uma etapa, com o contato direto do predador com as microalgas
(Figura 2). Esse primeiro desenho foi alterado e adaptado (Figura 3), resolvendo
algumas dificuldades que surgiram ao longo do experimento, como a agregacgao das
microalgas nos tubos construidos pelas larvas. Os experimentos posteriores foram
realizados com Micrasterias cf. pinnatifida (CCMA-UFSCar 89) e Cyclotella sp.
(CCMA-UFSCar BB041) em duas etapas, a primeira de obten¢&o dos excretados e a
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segunda de amostragens para a avaliagdo da morfologia das algas na presenca

indireta das larvas.

3.5.1.  Experimento 1 — predacgéo direta

No experimento com D. spinosus (Figura 2), 5 larvas de terceiro e quarto
instares foram colocadas em placas de Petri (em triplicata) com 30mL de meio WC
(com o dobro de silica); 1g de areia previamente calcinada; e 3,0x10* células da
microalga.mL™". No controle, as placas foram montadas com as mesmas condigdes
dos tratamentos, mas sem os quironomideos.

O experimento teve duracao de 4 dias, sendo que nos dias 2 e 4 ocorreram as
amostragens de uma aliquota de 900 yL do meio de cada uma das placas. Essa
aliquota foi fixada em formalina (formol 4%) e armazenada até as analises
microscoépicas de morfologia celular e contagens. Ap6s o quarto dia no experimento
com D. spinosus, as larvas foram fixadas e tiveram seus tubos gastrointestinais
abertos para montagem de Iaminas com solugédo de Hoyer (TRIVINO-STRIXINO,
2011). Dessa forma foi possivel afirmar se as algas foram predadas.



Desenho experimental - Desmodesmus spinosus (CCMA-UFSCar 062)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Figura 2. Desenho do experimento realizado com Desmodesmus spinosus (CCMA-UFSCar 62) sob
predacéo direta de Chironomus cf. xanthus.



3.5.2. Experimento 2 — efeito indireto do predador

Este experimento foi realizado com as cepas de M. cf. pinnatifida e com
Cyclotella sp. (Figura 3). Na primeira etapa, foram montadas 2 culturas para cada
cepa em frascos de cultura de tecido, um tratamento e outra controle. O tratamento
tinha o volume total de 30mL de meio WC com dobro de silica, e 3,0x10* células de
microalgas.mL™", 2g de areia calcinada e 8 a 9 larvas (1 larva a cada 4mL) (FROUZ
et al., 2004b). O frasco controle foi montado nas mesmas condigbes, apenas nao
continha as larvas, mas foi adicionado 1mL do meio da placa de aclimatagao
(BERGKEVIST et al., 2012), que serviu como controle das bactérias e fungos vindos
com 0s quironomideos.

Os frascos foram incubados por 4 dias, a 20°C e luminosidade de 53,5-63 pmol
de fétons m2 s-1. Apds os 4 dias o conteudo de cada frasco foi filtrado em filtro de
fibra de vidro com poro de 0,45um para obtengdo dos excretados (controle e
tratamento) (BERGKEVIST et al., 2012; LAFORSCH et al., 2006; HA et al.,2004).,
que foram utilizados na segunda etapa dos experimentos (Figura 3). Antes da
filtracdo, ao final da primeira etapa, as larvas da garrafa tratamento foram retiradas e
fixadas em formalina.

A segunda etapa ocorreu em tubos de ensaio, em tréplicas. Nos tubos do
tratamento (predacgéo indireta) foram colocados 2mL de in6culo de microalgas e 4mL
do excretado filtrado da garrafa do tratamento. Para obtengao dos inéculos utilizados
nessa etapa, as culturas de Micrasterias e Cyclotella foram concentradas por
centrifugacgéo, de forma que nos tubos experimentais, a concentragéo final de células
era de 5,0x10% células.mL' (CCMA-UFSCar 89) e 3,0x10* células.mL' (CCMA-
UFSCar BB041) (Figura 3). O mesmo procedimento foi realizado com os tubos do
controle, utilizando o excretado filtrado da garrafa controle obtido no final da etapa I.

Depois de montados, os tubos foram incubados por 4 dias sobre uma caixa de
luz com 140-170 pumol de fotons m2 s e fotoperiodo 12:12h. Aliquotas de 900uL
foram retiradas e fixadas apos 2 e 4 dias para as analises morfoldgicas e contagens.
Diariamente, foram realizadas analises de absorbancia nos comprimentos de onda
680 e 750 nm, para acompanhamento do crescimento das culturas. (BAGATINI et al.,
2014).



Desenho experimental - Micrasterias (CCMA-UFSCar 89) e Cyclotella (CCMA-UFSCar BB041)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Figura 3. Desenho experimental aplicado para Micrasterias cf. pinnatifida (CCMA-UFSCar 89) e
Cyclotella sp. (CCMA-UFSCar BB041) sob efeito indireto (excretado) de Chironomus cf. xanthus. (*)
5,0x103 células.ml* de Micrasterias (**) 3,0x10* células.ml-' de Cyclotella sp.
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3.6. Densidade celular e Analises morfolégicas

As contagens (numero de células e col6nias), além da quantificacao de
formacao de possiveis agregados celulares, foram realizadas em camara de Fuchs-
Rosenthal em microscopio 6tico Axioplan 2 (Zeiss).

As medidas de largura e comprimento das células e cendbios foram realizadas
em fotografias capturadas com microscopio 6tico Axioplan 2 (Zeiss) e com auxilio do
software de analise de imagens Axiovision 4.5 (Zeiss).

As medidas da D. spinosus foram: largura celular, comprimento celular,
comprimento do individuo (cendbio sem considerar os espinhos), largura maxima e
comprimento maximo (considerando os espinhos) (Figura 4a). A largura do individuo
(cendbio) coincidia com o comprimento celular, por isso foi desconsiderada. As
dimensdes utilizadas em Micrasterias e Cyclotella para fazer inferéncias foram o

comprimento e largura maximos do individuo (célula) (Figuras 4b e 4c).

\ Larg. max
\

[~ Larg. cel

Comp. cel

Comp. max
a
Epiteca
Hipoteca \
k Larg. max*

k Comp. max

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Figura 4. Medidas feitas em D spinosus (a), em M. pinnatifida (b) e em Cyclotella sp. (c). Larg. max
(largura méxima), Comp. max (comprimento maximo), Comp. ind (comprimento do individuo, neste
caso, do cendbio sem os espinhos), Larg. cel (largura celular) e Comp. cel (comprimento celular). (*)
A cepa de Cyclotella tem sido mantida ha anos em cultivo sem reprodugdo sexuada observada e,
possivelmente por isso, sua largura era menor do que o comprimento.
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Foram analisados, de cada réplica, pelo menos 30 individuos distribuidos em
5 ou mais campos aleatérios. Os cendbios em Desmodesmus spinosus foram
quantificados e a quantidade de células por cendbio registrada. Em Cyclotella sp. foi
quantificado o numero de individuos com mais de uma célula, entretanto nao foi

possivel determinar o numero de células nesses individuos.

3.7. Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para
amostras com dados de distribuicdo normal (p>0,05), o teste F de varidncia foi
aplicado - verificando a homoscedasticidade dos dados (p>0,05) - seguido do teste T
de Student. Os dados com distribuicdo n&do normal (Shapiro-Wilk com p<0,05), foram
submetidos a um método estatistico ndo paramétrico, com a aplicacdo do teste de
Levene (analise de variancia), seguido do teste U de Mann-Whitney — robusto para
variancias homo e heterocedasticas.

Esse tratamento estatistico permitiu, para cada dia e cada variavel, a
comparagao dos dados das réplicas do controle com as réplicas do tratamento,
considerando a=0,05. Os testes, graficos de barra e Boxplots foram feitos no Rstudio
(RStudio Team, 2019; R Core Team, 2021), enquanto os graficos de linha foram

plotados no Excel.
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4. Resultados
4.1. Curvas de crescimento
As curvas foram realizadas para determinar a duracéo das diferentes fases de

crescimento. Para a realizacdao dos experimentos, apenas a curva de absorbancia a
680-750 nm foi utilizada como referéncia. A biomassa algal para os experimentos foi
obtida na fase de crescimento exponencial, que variou conforme a cepa.
Desmodesmus spinosus
A partir dos dados coletados foi possivel constatar que o fim da fase

exponencial de crescimento em D. spinosus foi alcangado por volta do dia 15 do

cultivo (Figura 5).
Crescimento D. spinosus - CCMA-UFSCar 62

Dias

Abs 680-750 nm

0,01
0 5 10 15 20 25 30

Figura 5. Curva de crescimento de D. spinosus ao longo de 21 dias (Log10 da absorbancia em 680-
750 nm). A curva foi utilizada para determinagéo da fase de crescimento exponencial para a obtencéo
da biomassa algal do experimento. As barras de erros representam o desvio-padrao (n=3).

Micrasterias cf. pinnatifida
Em Micrasterias a fase exponencial findou-se aproximadamente no quarto dia

de cultivo (Figura 6).
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Crescimento M. cf. pinnatifida - CCMA-UFSCar
89

0,020

Ahs B80-750 nm

0,002
0 5 10 15 20

Dias

Figura 6. Curva de crescimento de Micrasterias cf. pinnatifida ao longo de 18 dias (Log10 da
absorbancia em 680-750 nm). A curva foi utilizada para determinagdo da fase de crescimento
exponencial para a obtencédo da biomassa algal do experimento. As barras de erros representam o

desvio-padrao (n=3).

Cyclotella sp.
A fase exponencial de crescimento em Cyclotella sp. terminou em torno do

seétimo dia do cultivo (Figura 7).
Crescimento Cyclotella sp. - CCMA-UFSCar BB041
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Figura 7. Curva de crescimento de Cyclotella sp. ao longo de 25 dias (Log10 da absorbancia em 680-750
nm). A curva foi utilizada para determinacgao da fase de crescimento exponencial para a obtengaoda

biomassa algal do experimento. As barras de erros representam o desvio-padrao (n=3).
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4.2. Efeito da predagao no crescimento das microalgas

Desmodesmus spinosus

Em D. spinosus nao houve diferenga significativa no crescimento, avaliado por
contagem celular (Figura 8, Tabela 1), quando em contato direto com o predador em

relacdo ao controle (p>0,05) (Tabela S1).

Contagem celular - CCMA-UFSCar 62

© Tratamentos
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K A | O Tratamento
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@
o

Dia 2 Dia 4

Figura 8. Densidade celular (células.mL-') do controle (sem quironomideos) e do tratamento (com
quironomideos) nos dias 2 e 4 do experimento com a CCMA-UFSCar 62. As barras de erros
representam o desvio-padréo (n=3).

Tabela 1. Densidade celular (células.mL™") do controle e tratamento nos dias 2 e 4 do experimento com
a Desmodesmus spinosus CCMA-UFSCar 62. DP, desvio-padrao (n=3)

CCMA-UFSCar Controle (sern. uironomideos) Tratamento quironomideos)
62 q DP (com DP
Média Média
Dia 2 2,9.10° 1,1.10 3,0.10° 1,5.108
6
Dia 4 5,7.10° 3,8.10 4,4.106 1,1.108
4

15



Micrasterias cf. pinnatifida

Os dados obtidos com M. cf. pinnatifida revelam que a densidade celular
(células.mL™"), aumentou significativamente no quarto dia em contato indireto com o
predador, quando comparado ao controle (p<0,05) (Figura 9, Tabela 2, Tabela S2).
No segundo dia do experimento, o contato das microalgas com o excretado das larvas
acarretou no aumento expressivo da producéo de clorofila a na cultura, avaliada por
meio da absorbancia 680-750nm (Figura 10, Tabela S3), e no aumento da
concentragao de clorofila por célula (Figura 11, Tabela S5). A absorbancia em 750
nm, que possui maior correspondéncia com a biomassa (GRIFFITHS et al., 2011), foi
significativamente maior no tratamento nos dias 2 e 4, sendo congruente com os

dados de contagem celular para o ultimo dia (Figura 12, Tabela S4).

Contagem celular - CCMA-UFSCar 89
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Figura 9. Densidade celular (células.mL-") de Micrasterias cf. pinnatifida (CCMA-UFSCar 89) nas
culturas do controle (sem quironomideos) e do tratamento (com excretado de quironomideos) nos dias
2 e 4 do experimento. Asterisco em vermelho indica diferenca estatistica (p<0,05) entre controle e
tratamento. A barra de erros representa o desvio-padrao (n=3).

Tabela 2. Densidade celular (células.mL"") do controle e tratamento nos dias 2 e 4 do experimento com
a Micrasterias cf. pinnatifida CCMA-UFSCar 89. DP, desvio-padrao (n=3)

CCMA-UFSCar Controle (sem quironomideos) Tratamento (com quironomideos)
89 Média DP Média DP

Dia 2 2,6.103 0,4.103 2,3.103 0,9.103

Dia 4 3,2.10° 1,9.10% 5,4.103 0,6.103
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Absorbéncia 680-750 nm - CCMA-UFSCar 89
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Figura 10. Absorbancia em 680-750 nm ao longo dos 4 dias de experimento com Micrasterias cf.
pinnatifida no controle (sem quironomideos) e no tratamento (com excretado de quironomideos).
Asterisco em vermelho indica diferenga estatistica (p<0,05) entre controle e tratamento. A barra de
erros representa o desvio-padréo (n=3).

Clorofila por célula - CCMA-UFSCar 89
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Figura 11. Estimativa da concentragao de clorofila a por célula em Micrasterias nos dias 2 e 4 do
experimento no controle (sem quironomideos) e no tratamento (com excretado de quironomideos).
Asterisco em vermelho indica diferenga estatistica (p<0,05) entre controle e tratamento. A barra de
erros representa o desvio-padrao (n=3).
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Absorbancia 750nm - CCMA-UFSCar 89
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Figura 12. Absorbancia em 750 nm ao longo dos 4 dias de experimento com Micrasterias cf. pinnatifida
no controle (sem quironomideos) e no tratamento (com excretado de quironomideos). Asterisco em
vermelho indica diferenca estatistica (p<0,05) entre controle e tratamento. A barra de erros representa
o desvio-padrao (n=3).

Cyclotella sp.

Em Cyclotella sp. ndo houve mudanga significativa entre controle e tratamento
no numero total de células ao longo dos 4 dias de experimento (p>0,05) (Figura 13,
Tabela 3). A absorbancia 680-750 nm, usada como estimativa da concentragcédo de
clorofila a, foi significativamente maior nos dias 2, 3 e 4 na cultura em contato indireto
com os quironomideos (p<0,05) (Figura 14, Tabela S7). Entretanto, durante o
experimento, a estimativa da concentragcado de clorofila a por célula n&o apresentou
alteracao estatisticamente relevante entre os tratamentos (Figura 15, Tabela S9). Do
primeiro ao terceiro dia, a biomassa - expressa pela absorbancia em 750 nm
(GRIFFITHS et al., 2011) - aumentou significativamente quando em contato com os

predadores (Figura 16, Tabela S8).
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Contagem celular - CCMA-UFSCar BB041
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Figura 13. Densidade celular (células.mL"") de Cyclotella sp. no controle (sem quironomideos) e no
tratamento (com excretado de quironomideos) nos dias 2 e 4 do experimento (n=3). A barra de erros
representa o desvio-padrédo (n=3).

Tabela 3. Densidade celular (células.mL") do controle e tratamento nos dias 2 e 4 do experimento com
a Cyclotella sp. CCMA-UFSCar BB041. DP, desvio-padrao (n=3)

CCMA-UFSCar

BB041 Controle (sem quironomideos) Tratamento (com quironomideos)
Média DP Média DP
Dia 2 4,2.104 5,5.10% 5,7.10* 1,4.10
4
Dia 4 1,1.10° 1,6.10* 1,3.10° 3,3.10
3
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Absorbédncia 680-750 nm - CCMA-UFSCar BB041
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Figura 14. Absorbancia em 680-750nm ao longo dos 4 dias de experimento com Cyclotella sp. no
controle (sem quironomideos) e no tratamento (com excretado de quironomideos). Asterisco em
vermelho indica diferenca estatistica (p<0,05) entre controle e tratamento. A barra de erros representa
o desvio-padrao (n=3).

Clorofila por célula - CCMA-UFSCar BB041
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Figura 15. Concentracao de Clorofila a por célula em Cyclotella sp. no controle (sem quironomideos)
e no tratamento (com excretado de quironomideos) nos dias 2 e 4 do experimento. A barra de erros
representa o desvio-padréo (n=3).
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Absorbancia 750 nm - CCMA-UFSCar BB041
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Figura 16. Absorbancia em 750nm ao longo dos 4 dias de experimento com Cyclotella no controle
(sem quironomideos) e no tratamento (com excretado de quironomideos). Asterisco em vermelho
indica diferenga estatistica (p<0,05) entre controle e tratamento. A barra de erros representa o desvio-
padrao (n=3).

4.3. Formacao de aglomerados ou alteragées no numero de colbnias e/ou
células por colénia

Desmodesmus spinosus

Apo6s os quatro dias de experimento com D. spinosus nao foram detectadas
quaisquer mudangas no numero médio total de individuos (p>0,05) (Figura 17) — cada
cenobio foi considerado como um individuo. Analisando as proporcdes médias de
individuos unicelulares, de 2 e de 4 células, em relacdo ao total de individuos,
observou-se no tratamento com as larvas o aumento significativo dos individuos
unicelulares - nos dias 2 e 4 - e a redugao significativa dos cendbios com 4 células
(p<0,05) no quarto dia (Figura 18) (Tabela S1). Nao houve aglomeragao de células

nos individuos, tanto na presencga quanto na auséncia dos dipteros.
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Total de individuos - CCMA-UFSCar 62
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Figura 17. Total de individuos (individuos.mL-') na cultura de D. spinosus no controle (sem
quironomideos) e no tratamento (com quironomideos) nos dias 2 e 4. A barra de erros representa o
desvio-padrao (n=3).

Micrasterias cf. pinnatifida

Em Micrasterias, ao longo dos 4 dias de experimento, as células ndo
formaram agregados ou colbnias, tanto quando em contato indireto com os

quironomideos, quanto no controle.

Cyclotella sp.
Apesar de nao formar aglomerados celulares, essa diatomacea demonstrou

uma elevacgao significativa no numero de individuos com mais de uma célula (p<0,05)
(Tabela S6), apds o quarto dia na presencga indireta do predador (Figura 19, Tabela
4). Isso indica que a célula sofreu divisdo celular, no entanto ndo houve a separagao

das valvas das células filhas, formando um individuo filamentoso (Figura S1).
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Individuos unicelulares - CCMA-UFSCar 62
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Figura 18. Proporcgodes (%) de individuos unicelulares e de cendbios de 2 e de 4 células de D. spinosus
nos dias 2 e 4. Asterisco em vermelho indica diferenga estatistica (p<0,05) entre controle (sem
quironomideos) e tratamento (com quironomideos). As barras de erros representam o desvio-padrao
(n=3).

23



Individuos com mais células - CCMA-UFSCar BB041
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Figura 19. Média de individuos com mais de uma célula (individuos.mL') do controle (sem
quironomideos) e tratamento (com excretado de quironomideos) nos dias 2 e 4 do experimento com
Cyclotella sp. Asterisco em vermelho indica diferenca estatistica (p<0,05) entre controle e tratamento.
As barras de erros representam o desvio-padrao (n=3).

Tabela 4. Médias (individuos.mL"") e desvios-padrao (DP, n=3) de individuos com mais de uma célula

do controle e tratamento nos dias 2 e 4 (Cyclotella sp.)

CCMA-UFSCar

BB041 Controle (sem quironomideos) Tratamento (com quironomideos)
Média DP Média DP
Dia 2 8,9.10° 1,7.10° 1,4.10* 4,4.10°
Dia 4 1,9.10* 1,6.103 3,2.10° 7,4.10%

4.4. Verificagao de alteragées nas medidas lineares nas microalgas na presencga
do predador

Desmodesmus Spinosus

Em Desmodesmus, observamos que no segundo dia em contato direto com as
larvas houve um aumento expressivo da largura maxima (p<0,0001) e uma redugéo
significativa no comprimento dos cendbios, isto €, sem considerar a extensao dos
espinhos (p<0,05) (Figura 20a e 20b, Tabela S1). No quarto dia, os cendbios do
tratamento com os predadores, apresentaram a largura maxima e o comprimento
maximo significativamente maiores que no controle (p<0,0001; p=0,001,
respectivamente) (Figura 20a, Tabela S1). Desse modo, é possivel inferir que as
alteragdes ocorreram no tamanho dos quatro espinhos (Figura S2), uma vez que
houve o crescimento das dimensdes maximas, mas ndo do comprimento dos

individuos (ver detalhes de medidas na Figura 4).
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Figura 20. Boxplots de comprimento celular (Comp. celular), largura celular (Larg. celular) e
comprimento dos cendbios (Comp. do individuo) (a); de comprimento e largura maximos dos individuos
(b), em micrémetros, dos cultivos de D. spinosus no controle (sem quironomideos) e no tratamento
(com quironomideos) nos dias 2 e 4. Asterisco em vermelho indica diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre controle e tratamento (n=30).
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Micrasterias cf. pinnatifida

Durante os 4 dias de experimento com Micrasterias, nao foi observada qualquer
alteracao significativa nas dimensdes lineares das células (p>0,05) (Figura 4, Tabela
S2) - comprimento e largura maximos - ao comparar o controle com o tratamento

(presenca indireta do predador) (Figura 21).
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Figura 21. Boxplots de comprimento e largura maximos dos individuos (em micrémetros) das culturas
controle (sem quironomideo) e tratamento (com excretado de quironomideo) de Micrasterias nos dias
2 e 4. N=30.

Cyclotella sp.

No segundo dia de experimento, a cultura de Cyclotella sp. sumetida ao efeito
da presenca indireta dos quironomideos, demonstrou um consideravel aumento na
largura maxima dos individuos (p<0,05) (Tabela S6). Apds o quarto dia, ambas
dimensodes lineares dos individuos - a largura e o comprimento maximos (Figura 4) -
foram significativamente maiores no tratamento, em comparagdo com o controle
(Figura 22).
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Figura 22. Boxplots de comprimento e largura maximos dos individuos (em micrémetros) dos cultivos
controle (sem quironomideos) e tratamento (com excretado de quironomideos) de Cyclotella sp. nos
dias 2 e 4. Asterisco em vermelho indica diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre controle e
tratamento. N=30.

5. Discussao

O estagio larval dos quironomideos é predominantemente benténico e é a faseda
vida na qual mais se alimentam, obtendo a energia necessaria para seu
desenvolvimento, uma vez que os estagios de pupa e adulto duram menos tempo e, na
fase adulta, eles ndo se alimentam (FONSECA & ROCHA, 2004). As microalgas sao
parte importante da dieta desses invertebrados, que escolhem a comida de acordo com o
tamanho, valor nutricional e tipo de alimento, podendo preferir grupos diferentes de algas
para incluir na alimentagcdo (BERG, 1995; FROUZ et al., 2004a). Mas além de serem
valorosas na dieta de quironomideos, essas produtoras sdo base da cadeia trofica de
ambientes aquaticos, que interagem com os individuos e o meio, e sdo constantemente
predadas por uma ampla gama de organismos (AMATO et al.,2018; ZHU et al., 2016).

Em algumas microalgas, a intensificacédo da predagéo por outros organismos pode
induzir, como estratégia de defesa, alteragdes de natureza morfolégica, como mudancgas

no tamanho, forma, formacédo de colbnias, etc.; bioquimica, na qual
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recrutam vias metabodlicas secundarias e produzem metabdlitos com o potencial de
toxicidade (VAN DONK et al.,1999; YOSHIDA et al., 2004; SELANDER et al., 2015); ou
fisiolégica, como o feedback positivo no crescimento de algumas algas, causado pela
intensificacdo da predacéo, feita inclusive por quironomideos (FROUZ et al., 2004a;
HERREN et al., 2017).

Desmodesmus spinosus

Os resultados obtidos de D. spinosus indicam que na presenca direta do predador,
a principal mudanca foi morfoldégica: o aumento do tamanho dos espinhos, pois houve
aumento das dimensdes lineares maximas, mesmo com uma redu¢do nocomprimento
dos cendbios logo no segundo dia (Figura 20a e 20b). O aumento expressivo dos
espinhos se manteve no dia 4, enquanto as outras dimensdes ndo apresentaram mais
alteragdes (Figura 20b). Houve ainda, a elevacéo na proporgao deindividuos unicelulares,
no segundo e quarto dias, e a redugcdo na propor¢gao de cendbios com 4 células no
quarto dia (Figura 18).

Esse género de algas verdes possui uma flexibilidade fenotipica que varia de
acordo com as condi¢gdes do meio e com o potencial predador (LAMPERT et al., 1994;VAN
DONK et al.,1999, LASS & SPAAK, 2002). O aumento dos espinhos na presenga dos
quironomideos pode inviabilizar essas microalgas como alimento, uma vez que dificulta
tanto a ingestdo quanto a passagem da alga no tubo gastrointestinal do predador, que
muitas vezes consegue ingerir o alimento, mas n&o € capaz digerir, 0 que pode afetar
negativamente a sua taxa de crescimento (VAN DONK et al.,, 1999; YOSHIDA et
al.,2004).

Outra mudancga que ocorreu em Desmodesmus foi o crescimento da propor¢aode
individuos menores unicelulares e a diminuicdo na propor¢cdo de cendbios maiores.
Estudos indicam que os individuos menores e com espinhos maiores (menor relagado
superficie-volume) sdo suspensos no meio mais facilmente (CONWAY & TRAINOR,
1972). Os quironomideos hiperventilam serpenteando dentro dos tubos construidos,
assim geram um fluxo e causam uma constante perturbagcdo no meio (BRACKENBURY,
2000). Esse movimento respiratério do quironomideo pode dificultar a captura das algas
que sao mais facilmente ressuspendidas na coluna d’agua.

Foi possivel observar na contagem de células, por exemplo na Figura 8, um maior

desvio padrao no tratamento, indicando maior variagao entre as réplicas. Essa

28



maior variagao fez com que os resultados ndo fossem significativamente diferentes entre
tratamento e controle, embora as médias tenham sido maiores no tratamento. Parte
dessa variagado ocorreu, particularmente, porque desenho experimental da D. spinosus
propde contato direto das larvas com as microalgas e com areia para a construgao dos
tubos. As larvas montam tubos com uma secre¢ao similar a fios de seda, que sai pelas
glandulas salivares (FONSECA & ROCHA, 2004), e acaba agrupando as algas no tubo.
Dessa forma, foi importante definir outro desenho experimental, solucionando as
dificuldades do desenho anterior: agregacdo ativa pelos predadores, além da

interferéncia da areia, dificultando as contagens.

Micrasterias cf. pinnatifida

Os resultados obtidos com Micrasterias nao indicaram mudancas em sua
morfologia (Figura 21) induzidas pela presenca indireta do predador. No entanto, houve
um aumento significativo (no segundo dia) da produg¢do de clorofila a nas células sob
efeito do excretado das larvas (Figuras 10 e 11). Nos dias 2 e 4, a biomassa do
tratamento, medida pela absorbancia, foi expressivamente maior (Figura12) e, no quarto
dia, a quantidade de células também foi mais elevada, quando comparada ao controle
(Figura 9).

Alguns consumidores primarios, especialmente quironomideos, podem elevar a
produtividade algal (medido por aumento da clorofila a) como feedback positivo
(HERREN et al.,2017). Mas mudangas no meio, ou alteragdes fisioldogicas também
podem alterar a concentragéo de clorofila a por célula (CHIA et al., 2013; LURLING &
VERSCHOOR, 2003). Diferengas nas respostas obtidas por concentragéo de clorofilaa ou
contagem celular em cianobactérias e microalgas sob predagao ja foramdocumentadas
(AKBAR et al., 2017).

Em relagdo as alteragbes morfologicas, € documentado que algumas
desmidias podem formar aglomerados por produgdo de mucilagem, além de serem mais
resistentes a predacdo em ambientes naturais (WILTSHIRE et al.,2003). Entretanto, isso
pode nao acontecer em condi¢cdes laboratoriais, principalmente se ndo houve o contato
direto do predador (WILTSHIRE et al.,2003). Em alguns casos, ndo é possivel induzir
defesa apenas com substancias excretadas pelo predador, tendo a necessidade do
estimulo mecanico para a formagéao dos agregados (WILTSHIRE et al.,2003). Em outros

casos nao é preciso que ocorram alteracdes nos
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individuos, uma vez que a predacdo de uma microalga esta fortemente relacionada com
o seu tamanho e o tamanho do predador (WILTSHIRE et al.,2003; BERGKVIST et
al.,2012). Algas maiores, como Micrasterias, tendem a ser menos susceptiveis a
predagéo (MEINDL,1993; WILTSHIRE et al.,2003).

Cyclotella sp.
Essa diatomacea apresentou alteragbes morfologicas e fisioldgicas, sendo a

primeira um crescimento das dimensodes lineares maximas das células nos dias 2 e 4,
dos cultivos submetidos ao efeito indireto das larvas (Figura 22). Esse resultado condiz
com o consideravel aumento na produgao de individuos filamentosos no quartodia - as
células se dividiram, mas permaneciam conectadas pela valva — (Figura 19). Foi
observado o aumento da biomassa medida por meio da absorbancia do primeiro ao
terceiro dia no tratamento, em conjunto com a elevagao na produgao de clorofila a
(absorbancia em 680-750 nm) das amostras, a partir do segundo dia em contato comos
dipteros (Figuras 14 e 16).

Varias espécies de microalgas podem ter respostas distintas a predagdo. Algumas
algas podem ajustar o tamanho dos filamentos/colénias, aumentando ou reduzindo o
numero de células, por exemplo (AMATO et al.,2018). Skeletonema marinoi, uma
diatomacea, reduz o tamanho das células e a quantidade de células porfilamento, para
diminuir a perda de individuos por predagdo (BERGKVIST et al.,2012).Em contrapartida,
outras microalgas formam col6nias/filamentos, pois células suspensas na coluna d’agua
acabam se tornando mais susceptiveis a predagao por copépodes, por exemplo, quando
comparadas a colonias e filamentos maiores (BERGKVIST et al.,2012).

Em Cyclotella sp., ainda que n&do tenham sido formadas colbnias/flamentos, as
medidas lineares e o numero de individuos maiores cresceu quando em contato indireto
com as larvas. Essa expansao das dimensdes pode interferir tanto naingestao e digestao
pelos quironomideos, quanto na deposicdo dessas células no substrato (BERG,1995;
BERGKVIST et al.,2012). O aumento da replicagcéo, dabiomassa e da clorofila na cultura
em contato com o filtrado excretado, sugere a ocorréncia de elevagao na produtividade
por feedback positivo do predador sobre as microalgas, estimulando o crescimento
populacional desses microrganismos (FROUZet al., 2004a; HERREN et al., 2017).
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6. Concluséo

Por dificuldades metodoldgicas, apenas D. spinosus foi analisado sob efeito de
predacdo direta, sendo que Micrasterias e Cyclotella sp. foram analisadas sob efeito
indireto do predador (excretado).

A predacao/presenca do excretado de quironomideos acarretou mudancas
morfolégicas nas microalgas Desmodesmus spinosus e Cyclotella sp., com ambas
aumentando suas dimensdes lineares maximas, possivelmente como forma de evitara
predacdo. Nas trés cepas, a presenca das larvas bentbnicas induziu plasticidade
fisiolégica: Desmodesmus aumentou a produgdo de individuos unicelulares, M. cf.
pinnatifida aumentou sua biomassa e a produtividade, e em Cyclotella o excretado de
quironomideos ocasionou o0 aumento expressivo da clorofila a e da produgao de

filamentos.
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8. Material Suplementar

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Figura S1. Cyclotella sp. Individuos do Controle (a) e Tratamento (excretado das larvas) (b) no quarto dia do experimento. Barras de escala = 10um.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
Figura S2. Desmodemus spinosus. Cendbios do Controle (a) e Tratamento (presenca das larvas) (b) no quarto dia do experimento. Barras de escala =
10um.
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Tabela S1. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de variancia, Teste de Levene, Teste T e Teste U de Mann-Whitney),
aplicados a todas as variaveis de D. Spinosus. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Dia 2 Dia 4
CCMA-UFSCar 62 Shapiro-Wilk Shapiro-Wilk
Controle Tratamento TesteF Levene TesteT TesteU | Controle Tratamento TesteF Levene TesteT  Teste U
Largura celular 0,02 2,76E-05 - 0,54 - 0,38 0,001 0,01 - 0,43 - 0,10
Comp. Celular 0,70 0,32 0,005 - 0,11 - 0,93 0,20 0,41 - 0,61 -
Largura maxima 0,0002 0,75 - 0,18 - 2,16E-07 0,63 0,28 0,13 - 1,244E-10 -
Comp. Maximo 1,27E-06 1,53E-05 - 2,20E-16 - 0,12 0,01 0,001 - 2,20E-16 - 0,001
Comp. individuo 2,06E-05 3,97E-07 - 0,75 - 0,01 7,87E-06 1,69E-07 - 0,99 - 0,84
Contagem celular 0,05 0,09 0,69 - 0,95 - 0,96 0,31 0,01 - 0,17 -
Contagem de indiv. 0,62 0,66 0,33 - 0,91 - 0,78 0,40 0,17 - 0,18 -
Indiv. Unicelulares 0,06 0,99 0,91 - 0,01 - 0,27 0,07 0,09 - 0,02 -
Indiv. ¢/ 2 células 0,71 0,34 0,58 - 0,97 - 0,79 0,37 0,53 - 0,10 -
Indiv. ¢/ 4 células 0,93 0,52 0,89 - 0,28 - 0,72 0,99 0,57 - 0,01 -

Tabela S2. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de variancia, Teste de Levene, Teste T e Teste U de Mann-Whitney),
aplicados a todas as medidas e contagens de Micrasterias pinnatifida. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Dia 2 Dia4d
CCMA-UFSCar 89 Shapiro-Wilk Shapiro-Wilk
Controle Tratamento TesteF Levene TesteT TesteU Controle Tratamento TesteF Levene TesteT TesteU
Largura Maxima 0,003 0,02 - 2,20E-16 - 0,51 0,65 0,50 0,01 - 0,94 -
Comprimento Maximo 0,06 0,14 0,24 - 0,99 - 0,001 0,0001 - <2,2E-16 - 0,63
Contagem Celular 0,78 0,17 0,35 - 0,60 - 0,49 <2,2E-16 - 0,39 - <0,05
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Tabela S3. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de variancia, Teste de Levene, Teste T e Teste U de Mann-

Whitney), aplicados para a absorbancia em 680-750nm de Micrasterias. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Abs680-750nm - CCMA-UFSCar 89

Shapiro-Wilk

Dia Controle Tratamento Teste F Levene Teste T Teste U
0 0,64 - - 0,16 - 0,49
1 1 <2,2E-16 - 0,77 - 0,49
2 0,46 0,78 0,81 - 0,03 -

3 1 1 1 - 0,07 -
4 1 <2,2E-16 - 1 - 0,07

Tabela S4. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de varidncia, Teste de Levene, Teste T e Teste U de Mann-

Whitney), aplicados para a absorbancia a 750nm em M. pinnatifida. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Abs750nm - CCMA-UFSCar 89

Shapiro-Wilk

Dia Controle Tratamento Teste F Levene Teste T Teste U
0 1 0,47 0,38 - 0,37 -
1 <2,2E-16 0,78 - 0,23 - 0,65
2 <2,2E-16 0,64 - 0,37 - < 0,05
3 <2,2E-16 <2,2E-16 - 0,56 - 0,07
4 - <2,2E-16 - 0,37 - 0,03
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Tabela S5. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de variancia e Teste T), aplicados para a concentragao de clorofila
por célula de Micrasterias. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Clorofila por célula - CCMA-UFSCar 89
Shapiro-Wilk

Dia Controle Tratamento Teste F Teste T
2 0,89 0,46 0,31 0,03
4 0,1 0,36 0,01 0,38

Tabela S6. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de variancia, Teste de Levene, Teste T e Teste U de Mann-Whitney),
aplicados a todas as medidas e contagens de Cyclotella sp. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Dia 2 Dia 4
CCMA-UFSCar BB041 Shapiro-Wilk Shapiro-Wilk
Controle  Tratamento Teste F  Levene TesteT TesteU Controle Tratamento TesteF Levene Teste T Teste U
Largura Mdaxima 0,001 0,51 - 0,01 - 0,001 0,29 0,24 0,78 - 0,001 -
Comprimento Mdaximo 4,53E-13 1,41E-11 - <2,2E-16 - 0,17 1,19E-10 2,33E-09 - <2,2E-16 - 0,003
Contagem Celular 0,02 0,73 - 0,37 - 0,2 0,84 <2,2E-16 - 0,21 - 0,12
Individuos + de 1 cél 0,90 0,84 0,27 - 0,13 - <2,2E-16 0,28 - 0,38 - 0,05

Tabela S7. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste de Levene e Teste U de Mann-Whitney), aplicados para a
absorbancia em 680-750nm de Cyclotella sp. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Abs680-750nm - CCMA-UFSCar BB041
Shapiro-Wilk

Dia Controle Tratamento Levene Teste U
0 - - - -
1 - <2,2E-16 0,37 0,32
2 - <2,2E-16 0,37 0,03
3 <2,2E-16 <2,2E-16 1 0,04
4 <2,2E-16 1 0,52 < 0,05
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Tabela S8. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste de Levene e Teste U de Mann-Whitney), aplicados para a

absorbancia a 750nm em Cyclotella sp. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Abs750nm - CCMA-UFSCar BB041
Shapiro-Wilk

Dia Controle Tratamento Levene Teste U
0 <2,2E-16 <2,2E-16 0,68 0,24
1 1 <2,2E-16 0,52 < 0,05
2 <2,2E-16 1 0,52 <0,05
3 <2,2E-16 - 0,37 0,03
4 0,36 - 0,24 0,12

Tabela S9. Valores de p dos testes estatisticos (teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste F de varidncia, Teste de Levene, Teste T e Teste U de Mann-
Whitney), aplicados para a concentragcéo de clorofila por célula de Cyclotella sp. Os valores em vermelho indicam p<0,05.

Clorofila por célula - CCMA-UFSCar BB041
Shapiro-Wilk

Dia Controle Tratamento Teste F Levene TesteT TesteU
2 <2,2E-16 0,95 - 0,47 - 0,82
4 0,46 0,41 0,12 - 0,7 -
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