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RESUMO

A epibiose é um tipo de interacio facultativa entre duas espécies. O epibionte é
0 organismo que coloniza um substrato vivo durante a fase séssil do seu ciclo
bioldgico, e o basibionte € o organismo que serve de base para a colonizagéo.
No plancton de sistemas aquaticos numerosas espécies de ciliados epibiontes
s&o frequentemente encontrados colonizando diversos organismos, entretanto a
relacédo entre eles e os papéis ecoldgicos da epibiose sdo pouco conhecidos. O
presente estudo visou avaliar a relacdo epibidtica na comunidade
zooplanctdnica, em especial, entre claddceros e o protozoario ciliado peritriquida
Epistylis pygmaeum Ehrenberg, 1838, em um ambiente eutréfico raso,
reservatorio do Monjolinho, no municipio de Sao Carlos - SP, Brasil. A presenca
de epibiontes no reservatorio foi monitorada mensalmente durante o periodo de
novembro de 2015 a novembro de 2017. Durante o estudo, foi observada a
ocorréncia e dominancia de uma espécie de epibionte (E. pygmaeum) apenas
em dois periodos: entre os meses de julho/ agosto de 2016 e
agosto/setembro/outubro de 2017. Nesses periodos, amostras foram coletadas
utilizando-se uma rede de plancton e trazidas para o laboratério onde as
populagdes foram identificadas e os experimentos de sobrevivéncia do
basibionte, sitio de localizagdo do epibionte, seletividade de hospedeiros, taxa
de desprendimento e colonizagao e bacterivoria foram realizados. E. pygmaeum
mostrou preferéncia por claddceros, especialmente por espécies do género
Daphnia, e saco ovigero de copépodos. Também mostrou preferéncia por
determinados sitios de localizagao/colonizagao, sendo a regido dorsal inferior
preferida as outras regides do corpo dos cladoceros. O protozoario apresentou
capacidade de se desprender rapidamente do seu hospedeiro e se transformar
da forma séssil para a livre-natante (telotréquia) em tempo médio de 30 minutos.
No que diz respeito a influéncia da epibiose na sobrevivéncia do hospedeiro,
constatamos que ela afeta de forma negativa e significativa a sobrevivéncia do
hospedeiro. Em relacédo ao potencial bacterivoro, nas trés espécies de basibionte
testadas Bosminopsis deitersi Richard, 1895, Daphnia ambigua Scourfield, 1947
e Moina micrura Kurz, 1874 constatamos uma diminuicdo no consumo de
bactérias por parte de cladoceros carregando epibibiontes quando comparado
com o consumo de bactérias realizado por cladéceros sem a presenca do
epibionte em sua carapaga. Ja para o protozoario, a relagéo foi vantajosa pois o
seu consumo de bactéria foi maior em sua forma epibionte quando comparada
a sua forma livre-natante. A epibiose, para o protozoario, embora envolva gasto
energético e suposta susceptibilidade a predagao, confere beneficios. Ja para o
hospedeiro, a relagao é desfavoravel e o mesmo acaba sendo prejudicado, tanto
no que diz respeito a alimentacdo, quanto a natacao, podendo afetar também a
sua sobrevivéncia, principalmente na presenca de predadores ou na ocorréncia
de competicao.

Palavras-chave: epibionte, protozoario, claddcero, seletividade, bacterivoria.



ABSTRACT

Epibiosis is a type of facultative interaction between two species. The epibiont is
the organism that colonizes a living substrate during the sessile stage of their life
cycle, and the basibiont is the organism that serves as the basis for colonization.
In the plankton of aquatic systems numerous epibiont ciliate species are often
found colonizing various organisms, however the relationship between them and
the ecological roles of epibiosis are poorly understood. The present study aimed
to evaluate the epibiotic relationship in the zooplankton community, especially
between cladocerans and the ciliate protozoan Epistylis pygmaeum Ehrenberg,
1838, in a shallow eutrophic environment, in Monjolinho reservoir, in the city of
Sao Carlos-SP, Brasil. The presence of epibionts in the reservoir was monitored
from november 2015 to november 2017. During the study, the occurrence and
dominance of a species of epibiont (E. pygmaeum) was observed only in two
periods: between july / august 2016 and august / september / october 2017. The
samples were collected in horizontal trawls in the water column, using a mesh
plankton net and brought to the laboratory where the populations were identified.
After identification, basibiont survival experiments, epibiont localization site, host
selectivity, rate of detachment and colonization and bacterivory were performed.
E. pygmaeum showed preference for cladocerans, especially the genus Daphnia,
and copepod ovine sac. It also showed preference for certain sites of
colonization, the dorsal region being preferred to the other regions of the
cladocerans' body. The protozoan was able to detach itself quickly from its host
and transform from the sessile form to the free natant form (telotroquia) in an
average time of 30 minutes. In relation to the influence of epibiosis on host
survival we found that it affects adversely and significantly the survival of the host.
In relation to the bacterivorous potential, in the three basibionte species tested
Bosminopsis deitersi Richard, 1895, Daphnia ambigua Scourfield, 1947 and
Moina micrura Kurz, 1874 we noticed a decrease in the consumption of bacteria
by cladocerans carrying epibibionts when compared to the consumption of
bacteria performed by cladocerans without the presence of epibiont in their
carapaces. For the protozoan, the relation seems to be advantageous because
its bacterial consumption was greater in its epibionte form when compared to its
free natante form. Epibiosis, for the protozoan, although involving energy
expenditure and supposed susceptibility to predation, confers benefits. For the
host, a relationship is unfavorable and it ends up being impaired, both with
respect to food and swimming, and may also affect its survival, especially in the
presence of predators or in the occurrence of competition.

Keywords: epibiont, protozoan, cladoceran, selectivity, bacterivory.
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1 ESTRUTURA DA TESE

Na presente proposta foram abordados aspectos ecoldgicos da
relacdo epibidtica entre o ciliado Epistylis pygmaeum Ehrenberg, 1838, e o
zooplancton em um reservatoério eutréfico raso no municipio de Sao Carlos, Séo
Paulo. Os aspectos abordados foram: ocorréncia temporal, preferéncia por
grupos de organismos na infestacdo, sitio de localizagdo e intensidade de

colonizagao dos ciliados epibiontes.

Na primeira parte foi realizado estudo da ocorréncia de epibiontes
sobre o zooplancton nos municipios de Sao Carlos e de Itirapina, buscando-se
um ambiente adequado para o estudo na regido, realizamos coletas em
reservatorios e em tanques de piscicultura em pelo menos dois periodos do ano

(seco e chuvoso).

Na segunda, foi investigado o padréo de colonizagédo de ciliados
epibiontes sobre claddceros, copépodos e rotiferos em um reservatério raso

eutrofizado (reservatério do Monjolinho).

Na terceira, investigamos a preferéncia dos epibiontes por
determinados sitios de localizacdo sobre o corpo dos hospedeiros e
quantificamos a intensidade de colonizagao destes ciliados sobre os organismos

zooplanctdnicos.

Na quarta, realizamos experimentos de sobrevivéncia do
cladécero, de desprendimento do protozoario e de bacterivoria por protozoarios
epibiontes e por cladéceros com e sem infestagdo de epibiontes através da

utilizagao de bactérias marcadas fluorescentemente.
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2 INTRODUGCAO

No ecossistema, as comunidades bioticas influenciam-se
mutuamente promovendo as chamadas interagdes ecoldgicas. As interagdes
interespecificas sdo muito importantes e necessarias no ciclo biolégico da
maioria das espécies (BRONSTEIN et al., 2006), pois proporcionam beneficios
para, pelo menos, um dos organismos envolvidos e aumentam suas chances de
sobrevivéncia (HOEKSEMA e BRUNA, 2000). Com isso, os estudos sobre essas
interagdes se tornam ainda mais relevantes (BRONSTEIN et al., 2006) para
entendermos o papel que as espécies desempenham no ecossistema e os
fendmenos bioldgicos (NYBAKKEN, 2003).

A epibiose é um exemplo de interacdo interespecifica nao
simbidtica entre dois organismos: o epibionte e o basibionte (WAHL, 2010). O
termo “epibionte” é utilizado para designar individuos que, durante o estagio
séssil do seu ciclo de vida, colonizam um substrato vivo, sem depender
troficamente do mesmo. A superficie ou organismo que os hospeda, o
“basibionte”, aloja e constitui um suporte para o epibionte e frequentemente
possui a superficie externa corporal biologicamente inativa (WAHL e MARK,
1999; TAYLOR, 2002; WAHL, 2010; RAJABUNIZAL e RAMANIBAI, 2011).

Uma ampla gama de espécies de animais invertebrados
representantes de muitos filos apresentam em seu ciclo bioldgico, pelo menos,
uma etapa de vida séssil, na qual precisa fixar-se em um substrato animado ou
inanimado. Essas espécies epibiontes sdo representadas por algas, bactérias,
cnidarios, diatomaceas, esponjas, equinodermos, moluscos, anelideos
poliquetos, protozoarios, rotiferos, entre outros (WAHL e MARK, 1999; WAHL,
2010). Devido a grande diversidade de organismos com essa caracteristica
peculiar no ciclo biolégico, milhares de individuos ou colbnias coexistem em
pequenos substratos, tendo como consequéncia, a competicdo por estes
substratos (FERNANDEZ-LEBORANS, 2009; ).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estudar a relagdo epibidtica entre o
protozoario ciliado Epistylis pygmaeum Ehrenberg, 1838 e o zooplancton de um
reservatorio eutréfico raso situado no municipio de Sao Carlos — SP, e avaliar se

a interacao influencia de alguma forma os organismos envolvidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a ocorréncia e temporalidade de protozoarios ciliados epibiontes
no reservatorio do Monjolinho.

b) Analisar a distribuicdo, o sitio de localizacdo e a preferéncia por
basibiontes pelo epibionte E. pygmaeum no ambiente.

C) Determinar a taxa de desprendimento e a de colonizacdo, e avaliar
experimentalmente a seletividade do epibionte por sitios de ligacdo e
grupos/espécies de basibiontes.

d) Avaliar a influéncia da epibiose na sobrevivéncia do hospedeiro.

e) Determinar e verificar diferengas no consumo de bactérias entre as formas
epibionte e livre-natante do protozoario e nos cladéceros com e sem infestacao

por epibiontes.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 EPIBIOSE

Em tempos passados, a epibiose era entendida como uma relagao
comensal entre dois ou mais organismos. Entretanto, alguns estudos
demonstraram que os epibiontes podem causar efeitos perniciosos aos seus
hospedeiros (XU, 1992; PUCKETT e CARMAN, 2002).

O termo epibionte ¢é utilizado para designar organismos
colonizando superficies ou substratos organicos vivos e entende-se que o sufixo
“bionte” refere-se ndo ao organismo colonizante, mas a natureza do substrato
(TAYLOR, 2002). Este tipo de colonizagdo em substratos vivos € um processo
extremamente complexo, e difere do ectoparasitismo, da simbiose tréfica ou da
relacdo momentanea/passageira de um animal visitante movel, pois trata-se de
uma associacgao interespecifica facultativa ndo simbidtica entre dois organismos
(WAHL, 2010).

Face a natureza ocasional e facultativa da epibiose, varios
organismos sésseis podem viver como basibiontes ou como epibiontes, ou
ambos simultaneamente (epibiose de segundo ou terceiro grau). Em uma
revisdo do tema, Wahl (2010) menciona que o numero de epibiontes
estabelecidos exclusivamente em substratos vivos é inferior a 20%, dos quais
menos de 5% sao restritos a uma espécie de basibionte. Esta associagao pode
ainda ser temporaria, mas muitas vezes dura toda a vida de pelo menos um dos
organismos envolvido. Na maioria dos casos, as etapas iniciais deste processo
extremamente complexo parecem seguir um padrao, que € quase independente
do tipo de substrato, da regido geografica ou das espécies colonizadoras
estudadas (WAHL, 1989).

A colonizagdo do basibionte geralmente acontece ao acaso,

entretanto, existem evidéncias de que algumas espécies de epibiontes
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“‘escolhem” o basibionte durante o processo de colonizagdo. Os epibiontes
podem ter preferéncia por sitios de localizacdo no basibionte que satisfagcam
suas necessidades ecoldgicas. Essa preferéncia pode estar relacionada ao
tempo de evolugao da interagao epibidtica, bem como a aspectos funcionais,
como a presencga de sitios com menor possibilidade de deslocamento do
epibionte, boa oxigenagdo e facilidade em obter nutrientes, ou sitios que
oferecam protecdo contra a predagdo ou que sejam menos colonizados,
evitando a competicéo entre epibiontes (D’AVILA e LAMEGO, 2016)

4.1.1 Implicacoes da epibiose

As implicagbes biologicas da epibiose envolvem vantagens e
desvantagens para os epibiontes e basibiontes, além de adaptactes
morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais tanto dos epibiontes como dos
basibiontes (WAHL, 1989). Essas vantagens e desvantagens podem ocorrer
para ambos os organismos envolvidos ou um deles, dependendo da histéria de

vida dos organismos e das condi¢gdes ambientais.

A presenga de epibiontes modifica numerosas interagdes do
basibionte com o meio onde vive (WAHL e MARS, 1999) e uma modificagao na
interface entre o organismo e o ambiente pode afetar uma ou mais interagdes do
hospedeiro com o meio (LAUDIEN e WAHL, 2004). A relagdo que antes da
colonizacio era apenas basibionte/meio passa a ser basibionte/epibionte/meio.
(WAHL et al., 1997).

A relacao epibidtica pode resultar em beneficios e maleficios tanto
para os epibiontes quanto para os basibiontes. Sabe-se que, em altas
densidades, os epibiontes podem causar os seguintes efeitos negativos ao
basibionte: diminuir a fecundidade (GREEN, 1974; HENEBRY e RIDGEWAY,
1979; WEISSMAN et al., 1993; GILBERT e SCHRODER, 2003), diminuir o tempo
de sobrevivéncia (XU e BURNS, 1991; GILBERT e SCHRODER, 2003), causar-
lhe lesées (SCHUWERACK et al., 2001), alterar a sua locomog¢éo, reduzindo sua
velocidade (HENEBRY e RIDGEWAY, 1979), torna-lo mais susceptivel a
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predacdo (WILLEY et al., 1993), competir com ele por alimento (KANKAALA e
ELORANTA, 1987) e aumentar a demanda energética do basibionte
(WEISSMAN et al., 1993).

Todavia, o basibionte pode se beneficiar com os metabdlitos
produzidos pelos epibiontes como o produzido pelas microalgas e diatomaceas
(WAHL, 1989). O epibionte pode proteger o basibionte contra dessecagao
(WAHL e SONNICHSEN, 1992; WAHL e MARK, 1999) ou ainda auxiliar na
camuflagem quimica ou fisica contra predadores (WAHL, 1989), desde que a
superficie do basibionte apresente alteragdes (fisicas ou quimicas) (WAHL et al.,
1997), podendo interferir na aceitabilidade do predador (LAUDIEN e WAHL,
2004; FARREN e DONAVAN, 2007).

Para o epibionte, as vantagens da colonizagao ficam evidentes em
ambientes superpopulosos, onde a competicdo por espacgo e alimento é alta e
um substrato vivo pode coloca-lo em posi¢ao hidrodinamica favoravel (WAHL,
1989). O transporte fornecido pelos basibiontes pode oferecer condigbes
nutricionais variadas e ainda facilitar a dispersao génica entre as populagdes de
epibiontes (EVANS et al., 1979). Os epibiontes fototréficos podem se beneficiar
do acesso mais facil aos nutrientes dissolvidos e os heterotroficos pela constante
renovagao de particulas alimentares pela movimentagao do hospedeiro (KUDO,
1966; THRELKELD et al., 1993; MAYEN-ESTRADA e ALADROLUBEM, 2002).
Alguns ciliados peritriqueos se localizam préximo a corrente de filtragao de seus
hospedeiros zooplanctdnicos, o que reduz os custos da geragdo de uma corrente
de alimentagao (THRELKED et al., 1993).

Por outro lado, a epibiose pode proporcionar também
desvantagens ao epibionte. A instabilidade do substrato vivo pode ocasionar
alteragcdes morfologicas e fisioldégicas no protozoario; a possivel competigdo
entre epibiontes e basibiontes por nutrientes, principalmente os dissolvidos na
agua, além da exposigao a predagao, podem prejudicar ou impedir a colonizagao
do epibionte (WAHL, 1989). Além disso, os epibiontes correm risco de colonizar
basibiontes cujo habitat € o mesmo de seus predadores (THRELKELD et al.,
1993). Além destas desvantagens, alguns comportamentos de limpeza podem

remover os epibiontes.
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4.1.2 Epibiose no ecossistema

Os epibiontes constituem um componente significativo dos
ecossistemas aquaticos e desempenham um importante papel na cadeia
alimentar (PRATT e CAIRNS, 1985; BALDOCK, 1986). Contudo, poucos estudos
abordam os aspectos ecoldgicos da relagdo epibionte/basibionte (BALDOCK,
1986; XU, 1992; FERNANDEZ-LEBORANS et al.,, 1997; HANAMURA, 2000;
UTZ e COATS, 2005; DIAS et al., 2008; 2009; BULUT e SALER, 2017).

A presenga de uma comunidade epibidtica pode modificar varias
interagdes entre o basibionte e os componentes abioticos e bidticos do sistema,
que podem ter diversos efeitos nas espécies envolvidas e na dinamica da
comunidade (WAHL e MARK, 1999). Em cada caso, a importancia relativa dos
efeitos positivos e negativos da epibiose depende de fatores ambientais, da
biologia e da historia de vida dos basibiontes e epibiontes (fatores especificos da
espécie) (WAHL e SONNICHSEN, 1992) e geralmente nao pode ser classificada
como globalmente benéfica ou prejudicial para nenhum dos envolvidos (WAHL,
1989).

A elevada percentagem de infestagdo sugere que algumas
espécies de crustaceos tém pouca ou nenhuma protecao contra a infestagao por
epibiontes. O percentual de alguns crustaceos plancténicos que transportam
protozoarios epibiontes e a abundancia destes pode ser influenciada,
principalmente, por fatores ambientais e pode ser um indicador de poluicdo da

agua como sugerido por Henebry e Ridgeway (1979).

4.2 CILIADOS PERITRIQUIOS

O filo Ciliophora Doflein 1901 (Protista: Ciliophora) possui 11
classes e cerca de 8.000 espécies descritas, incluindo aproximadamente 200

formas fosseis e 3.000 espécies simbidticas. Os ciliados sao heterotroficos,
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exibindo uma ampla variedade de comportamentos alimentares e ampla
distribuicdo geografica (LYNN, 2008). Os ciliados da subclasse Peritrichia Stein,
1859 estdo entre os ciliados mais comumente encontrados em ambientes
marinhos e dulcicolas, sendo raros em ambientes terrestres (solos umidos). Com
cerca de 14 familias e 96 géneros, os peritriqueos sdo caracterizados por
possuirem ciliatura oral conspicua disposta em sentido anti-horario ao redor do
colar peristomial e, ciliatura somatica reduzida a uma banda de cilios
subequatoriais arranjados em fileiras curtas e obliquas, chamada de banda
telotrocal, a qual é ciliada nos estagios de dispersdo das espécies sésseis
(FOISSNER et al.,1992; LYNN, 2008).

Os ciliados sdo importantes na cadeia tréfica, pois se alimentam de
algas filamentosas, amebas, bactérias, detritos, cianobactérias, outros ciliados e
hifas de fungos. Conforme o modo de capturar os alimentos, podem ser
classificados como filtradores: que utilizam os batimentos dos cilios para se
alimentar de bactérias ou nutrientes dissolvidos na agua; raptoriais: que predam
outros protozoarios; e suctoriais: que se utilizam dos tentaculos especiais para
predar suas presas. Os ciliados sao na maioria de vida livre, sendo a minoria
comensais, parasitas e simbiontes. Além disso, podem ser livre-natantes ou
sésseis. Na fase séssil, os ciliados passam parte do ciclo biolégico fixo ao
substrato inanimado ou animado, com este ultimo caracterizando a epibiose
(VERNI e GUALTIERI, 1997; DIAS, 2007).

A reproducgado desses organismos ocorre por fissdo longitudinal e
conjugagao anisogédmica com formagdo de macro e microconjugantes. O
microconjugante possui banda telotrocal e se prende lateralmente ao
macroconjugante para troca de micronucleo. Esse modo de reprodugao consiste
em uma forma de adaptacdo desses organismos a condigao séssil (CORLISS,
1979; KAHL, 1935). Com excegao de algumas espécies que retornaram ao modo
de vida livre-natante (Familia Astylozoonidae), as espécies da subclasse
Peritrichia passam a maior parte de seu ciclo de vida na condigao séssil (estagio
trofonte), como epibiontes presos a substratos vivos (plantas e animais) ou

colonizando superficies inanimadas (pedras, galhos) (KAHL, 1935).
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4.2.1 Ciliados peritriquios epibiontes

Numerosas espécies de protozoarios ciliados pertencentes ao
grupo Peritrichida podem ser encontradas vivendo sobre outros organismos
aquaticos. Este grupo € bastante diversificado, ecologicamente importante e
geralmente com um ciclo de vida complexo. Embora a relagdo epibiotica entre
ciliados e seus hospedeiros seja relativamente conhecida nos ecossistemas
aquaticos, pouco se sabe a respeito de seus aspectos ecoldgicos, visto que a
grande maioria dos estudos aborda novos registros e descrigdes de espécies de
epibiontes (FERNANDEZ-LEBORANS et al. 1997; DIAS et al., 2007). A ecologia
de ciliados e outros grupos de protozoarios epibiontes requer atengao,
especialmente em relagdo a sua selegdo e colonizagdo de hospedeiros, e seus
efeitos na sobrevivéncia e reproducao do hospedeiro (BULUT e SALER, 2017).

A diversidade de peritrigueos epibiontes provavelmente é
subestimada devido a escassez de estudos em outros continentes além da
Europa (FOISSNER et al., 2009). O estudo de ambientes e microambientes na
regido neotropical tém revelado uma diversidade oculta, resultando na descricéo

de novas espécies e géneros de ciliados peritriqueos (LAMEGO, 2015).

Os protistas ciliados peritriqueos vivem como epibiontes sobre uma
variedade de espécies de metazoarios aquaticos, incluindo diversos grupos de
invertebrados: poriferos, cnidarios, ctenéforos, rotiferos, tardigrados, planarias,
crustaceos, anelideos, larvas de insetos, moluscos e de vertebrados: peixes
girinos e cagados (KAHL, 1935, LAIRD, 1959, CORLISS, 1979, FOISSNER et
al., 1992, FERNANDEZ-LEBORANS e TATO-PORTO, 2002, MOSS et al., 2001;
REGALI-SELEGHIM e GODINHO, 2004).

A dinamica populacional da espécie epibionte pode ser afetada por
diversos fatores, tais como, a presenca e abundéancia de hospedeiros (EVANS
et al., 1979; HENEBRY e HIDGEWAY, 1979, THRELKELD et al., 1993; REGALI-
SELEGHIM e GODINHO, 2004; UTZ e COATS, 2005), disponibilidade de
alimento, grau de poluigdo organica (LAIRD, 1959; XU, 1992; UTZ e COATS,
2005) e abundancia dos predadores do hospedeiro (WILEY e THRELKELD,
1993; UTZ e COATS, 2005).
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Mudangas nas caracteristicas de um ambiente desencadeiam
modificacdes qualitativas e quantitativas nas espécies que compdem a
taxocenose de protistas ciliados de um ecossistema (SPARAGANO e
GROLIERE, 1991). Aspectos quantitativos da relagdo epibiética podem ser
utilizados como indicadores da qualidade da agua em diversos ecossistemas
aquaticos, tais como a prevaléncia de intensidade de colonizagido e abundancia
dos ciliados sobre crustaceos planctdnicos, pois podem ser influenciadas por
fatores ambientais (XU, 1992). As vantagens na utilizagao dos ciliados epibiontes
como indicadores da qualidade dos ecossistemas aquaticos sdo: ampla
distribuicdo geografica, sensibilidade as alteragdes das condigbes fisicas e
quimicas da agua e método rapido e pouco oneroso (HENEBRY e RIDGEWAY,
1979; DIAS et al., 2009), podendo ser obtidos em quantidades estatisticamente
aceitaveis (PICCINNI e GUTIERREZ, 1995). Segundo Laird (1959), ambientes
organicamente enriquecidos apresentam elevadas abundéancias de ciliados

peritriquios epibiontes.

Quando colonizam substratos vivos, os epibiontes peritriqueos tém
que se adaptar aos aspectos da biologia de seus hospedeiros tal como
crescimento e/ou muda, sendo capazes de formar estagios livre-natantes e
colonizar novos substratos quando as mudangas ocorrem (WAHL, 1989). A fase
séssil do ciclo de vida dos peritriqueos é conhecida como trofonte e a fase livre-
natante como telotréquio (UTZ e COATS, 2005). A formagéao do telotréquio pode
ser desencadeada por fatores ambientais como queda brusca na concentracao
de oxigénio, disturbios diretos do organismo ou, no caso dos epibiontes, morte
ou muda do hospedeiro (UTZ e COATS, 2005). As principais caracteristicas
morfolégicas usadas na distingdo de espécies de peritriqueos incluem
dimensdes do corpo, forma da regido peristomial, niumero de voltas da espiral
adoral e da membrana ondulante, tamanho do disco peristomial, tipos de
estriacbes na regido somatica e do pedunculo, e disposigao da ciliatura oral no
peristdmio e infundibulo (FOISSNER, 1999; MAYEN-ESTRADA e ALADRO-
LUBEL, 2002).

O comportamento alimentar dos ciliados peritriqueos,
primordialmente bacterivoro, possui implicagdes no sitio de localizagcdo destes
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ciliados em regides particulares de seus hospedeiros e ainda em sua predilegédo
por ambientes eutrofizados (LAIRD, 1959; EVANS et al., 1979; HENEBRY e
RIDGEWAY, 1979; BALDOCK, 1986; MAYEN-ESTRADA e ALADRO-LUBEL,
2002).

4.2.1.1 O género Epistylis

O género Epistylis inclui cerca de 100 espécies descritas de
ciliados sésseis, a maioria dos quais se acredita viver como epibiontes de
crustaceos, insetos, rotiferos, e plantas aquaticas em ambientes marinhos e de
agua doce (UTZ, 2007).

Epistylis pygmaeum possui zodides in vivo medindo 22-50 ym x 17-
45 ym, geralmente com 40 x 30 ym, isto &€, com o comprimento medindo cerca
de 1,3 vezes a largura. Os zodides possuem formato de pera, calice ou quase
cilindricos, raramente campanulados, com estriacdes transversais na pelicula.
Quando contraidos, possuem forma elipsoidal a globular. O macronucleo esta
localizado no eixo transversal da célula, aproximadamente semicircular, em
forma de ferradura, disco peristomial obliquo e proeminente, vestibulo largo. O
vacuolo contratil encontra-se ligeiramente abaixo do colar peristomial. Sao
encontrados como epibiontes de crustaceos, rotiferos e peixes. Geralmente
solitarios, as coldnias, quando presentes, sdo compostas por 2 ou 3 zodides,

raramente com mais que 8 zodides (FOISSNER et al., 1999)

O ciclo de vida de E. pygmaeum apresenta dois estagios: séssil e
movel (Figura 1). O estagio séssil do ciclo € formado por zodides (Figura 1 a) ou
colonias (Figura 1 b) presos a um substrato e formas inativas encistadas (Figura
1 e). O estagio movel possui as formas de dispersao desses organismos que sao
os telotréquios e os zodides natantes. Os telotroquios (Figura 1d) sao formas
que nao se alimentam e nadam em busca de um substrato para adesao,
enquanto que os zooides natantes (Figura 1c) sdo zooides que se desprenderam
do pedunculo e podem se alimentar, se reproduzir ou se transformar em

telotroquios. Tanto os telotroquios quanto os zodides livre-natantes podem se
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prender ao substrato e transformar-se em zodides pedunculados (rotas 7 e 6), e
podem também, dar origem a uma nova col6nia (rota 1). Cada zodide preso a
coldnia pode originar um telotréquio (rota 3, via transformacgao ou divisédo celular),
um zoodide natante (rota 2, via desprendimento ou divisédo celular) e cistos, que
sao formas de resisténcia as condicbes ambientais desfavoraveis, produzidos
por estagios sésseis ou moveis (rotas 8-11) (GILBERT e SCHRODER, 2003).

Estagio movel

Estagio séssil

Figura 1. Esquema do ciclo de vida do ciliado Peritriquida Epistylis pygmaeum. Estagios
do ciclo de vida: (a) zooide aderido recentemente ao substrato, (b) colénia com dois
zoodides (c) zodide livre-natante, (d) telotroéquio e (e) cisto. A setas escuras indicam rotas
bem conhecidas em peritriqueos e setas claras indicam possiveis rotas e que
necessitam de mais estudos. Fonte: Figura modificada de GILBERT e SCHRODER,

2003.
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4.2.1.2 Epistiliase

Epistiliase € uma doenga causada por protozoarios ciliados
pertencentes ao género Epistylis. Estes protozoarios utilizam peixes e também
outros animais aquaticos tais como crustaceos, anfibios ou répteis como
basibiontes. Os peixes abrigam estes epibiontes nas escamas e nos raios das
nadadeiras que proporcionam a sustentacado necessaria para o desenvolvimento
das coldnias (PADUA et al., 2013). Os epibiontes se alimentam de materiais em
suspensao na agua, principalmente bactérias. Sua presenca geralmente esta
relacionada a infecgbes bacterianas, comumente corrosdo de nadadeiras e
ulceracdo da pele (MARTINS et al., 2015). E importante salientar que Epistylis
sp. nao se alimenta das células dos peixes, nem causa lesdes nestes, tampouco
perfuram a pele durante o processo de fixacdo. Fato que torna questionavel a
denominagdo de parasita para estes protozoarios, ja que eles ndao dependem
dos peixes para se alimentarem, nem competem pelo mesmo alimento. No
entanto, em infestagdes massivas por Epistylis € comum observar corrosao de
nadadeiras e ulceracio da pele, relacionada a atividade de enzimas bacterianas
(PADUA et al., 2012). E, portanto, uma doenga com etiologia mista, cujo efeito
negativo torna a denominagdo de epibiose para essa situagdo também
questionavel. Por conveniéncia, o termo parasita para este protozoario é
utilizado quando diagnosticado em peixes de criagao. A transmissao ocorre por
meio da infecgéo de telétroquios em contato com os peixes na agua (MARTINS
et al., 2015).

Na década de 70 a infestagédo por Epistylis em peixes produzidos
nos Estados Unidos foi associada muitas vezes a formagdo de feridas
avermelhadas sobre a superficie corporal destes, sendo denominada doencga da
ferida vermelha (red-sore disease), tendo este ciliado como agente primario da
doenga. Hazen et al. (1978) elucidou o envolvimento da bactéria Aeromonas
hydrophila como agente primario desta enfermidade, revelando que Epistylis na
realidade trata-se do agente causador secundario. Os ciliados ndo secretam
enzimas liticas capazes de provocar lesdes sobre os peixes. O que ocorre € a
colonizacdo do pedunculo do protozoario por bactérias capazes de secretar

essas enzimas, o que ocasiona a formacao de lesdes tipicas que levam o nome
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da doenca. Além disso, a infeccao exclusiva por A. hydrophila determina a
ocorréncia de septicemia hemorragica, com a despigmentagdo da pele,
ulceracao cutanea, palidez branquial, além de alteracbes patoldgicas variadas

em o6rgaos internos (SILVA et al. 2012).

No Brasil, a epistiliase tem sido caracterizada como uma doenca
emergente presente em criagao de bagres e peixes ornamentais (ISHIKAWA et
al., 2012.; PADUA et al., 2013). No Estado do Mato Grasso do Sul, foi observada
a ocorréncia de Epistylis em copepoditos, em fémeas adultas do copépoda
Learnaea cyprinacea e no hibrido tambacu (Piaractus mesopotamicus fémea x
Colossoma macropomum macho). Estes crustaceos podem provocar a
disseminagdo da doenca uma vez que a forma livre dos protozoarios é
responsavel pela formagao e dispersdo de novas colénias (ISHIKAWA et al.,
2012).

4.3 COMUNIDADE ZOOPLANCTONICA

Dentre os organismos zooplanctonicos, rotiferos, cladéceros e
copépodes possuem grande representatividade nos corpos de agua lénticos do
Brasil e do mundo (ROCHA e GUNTZEL, 1999) e apresentam grande relevancia
ecologica nos ambientes aquaticos por serem organismos filtradores de material
em suspensdo de diferentes tamanhos, incluindo desde bactérias até algas
filamentosas, utilizando diferentes estratégias de obtengdo de alimentos (LIMA
et al., 2012). Tanto claddceros quanto copépodos sdo os mais importantes
componentes do grupo dos crustaceos no zooplancton de agua doce e, além do
consumo de bactérias, contribuem também com a predagao sobre protozoarios
ciliados e flagelados (SHERR e SHERR, 2002; ZOLLNER et al., 2003)

Estudos ecolégicos do zooplancton sao importantes, pois estes
organismos s&o conhecidos por manter o equilibrio do ambiente aquatico,
podendo controlar a densidade da comunidade fitoplanctonica, servir de alimento
para os peixes (ARAGAO et al., 2004), assim transferir energia na cadeia trofica

(ALMEIDA et al., 2010) e sao considerados bons indicadores biolégicos da
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qualidade da agua (LANSAC-TOHA et al., 2004; MATSUMURA-TUNDISI e
TUNDISI, 2005).

4.4 BACTERIVORIA

As bactérias sdo componentes chave das teias alimentares
aquaticas devido a extraordinaria diversidade de suas vias metabdlicas e sua
capacidade de processar substratos organicos e inorganicos com grande
eficiéncia e versatilidade (POMEROQY et al., 2007). A visdo classica da fungao
das bactérias nos ecossistemas sempre foi a de decomposi¢do da matéria
organica em gas carbdnico e substancias simples, humicas e ions, contribuindo
para a ciclagem de nutrientes e produgao de alimentos para organismos de
niveis troficos superiores na cadeia alimentar (COLE, 1999). Além dessas
funcdes, Azam et al. (1983) introduziu a teoria da “alga microbiana” (microbial
loop), criada por Pomeroy (1974), na qual as bactérias, além de decompositoras,
sdo também importantes como agentes transformadores da matéria organica
dissolvida (MOD) nos ecossistemas aquaticos em matéria orgénica particulada
(MOP), permitindo sua canalizagao para a cadeia alimentar via predagéao.

A alca microbiana é tradicionalmente formada por bactérias e
protozoarios, mas atualmente sabe-se que ela ndo pode ser vista de forma
independente do restante da teia alimentar, pois € um componente de uma rede
troéfica muito mais complexa, formada por interagdes que incluem ndo somente
protozoarios e bactérias, mas todos os organismos procariontes e eucariontes

autotroficos e heterotréficos dos sistemas aquaticos (SHERR e SHERR, 1988).

As interagbes planctdnicas dirigem o fluxo de energia dentro da
cadeia trofica microbiana (LOBAO, 2009), sendo que uma enorme gama de
fatores bidticos e abidticos pode influenciar a abundancia e a produtividade das
comunidades bacterianas. Em muitos sistemas aquaticos tais fatores foram
apontados como sendo: disponibilidade de nutrientes (TOOLAN et al., 1991;
WANG, MILLER e PRISCU, 1992; THOMAS e ESTEVES, 1997), predacao
(LANGHEDER e JURGENS, 2001; ROSELLI, 2008; SACCA et al., 2009), o
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parasitismo (DUFFY et al.,2010), a competicdo (HIBBING et al.,2010), o
comensalismo (BRATBACK e THINGSTAD, 1985), a lise viral (SUTTLE, 1994),
e a temperatura (POMEROY e DEIBEL, 1986). Dentre estes fatores, a predacgao
€ capaz de influenciar a abundancia, o tamanho, a composicdo, o
comportamento e a morfologia das presas (ROSELLI, 2008) e constitui o
chamado controle top-down proposto por Wright (1988), que, juntamente com a
disponibilidade de nutrientes (controle bottom-up) merecem destaque, como

sendo os principais responsaveis pelo controle das bactérias nos sistemas.

No plancton de ambientes aquaticos, o controle fop-down de
bactérias € comumente exercido por protozoarios e organismos zooplanctdnicos,
como rotiferos, claddceros e copépodos (ALGASILD e NOGES, 2005; SACCA
et al., 2009; ZOLLNER et al., 2009). Dentre os protozoarios, 0 maior consumo
de bactérias ocorre principalmente por parte dos ciliados (ZINGEL et al., 2007)
e nanoflagelados heterotroficos (NHF) (CLEVEN e WEISSE, 2001). A
bacterivoria é vista como potencial reguladora das comunidades bacterianas e
também como um mecanismo capaz de estimular a atividade bacteriana em
muitos habitats, acelerando as taxas de ciclagem de matéria organica (MURASE
et al., 20006).

Varios estudos tém usado diferentes técnicas a fim de registrarem
os impactos causados pela predacdo em populacdes e comunidades
bacterianas (LANGHEDER e JURGENS, 2001; REGALI-SELEGHIM, 2001).
Dentre elas, as mais frequentes sdo experimentos de predagao utilizando
bactérias marcadas radioativamente, bactérias coradas com corantes
fluorescentes e microesferas de latex inertes coradas com os mesmos
fluorocromos. Esses trabalhos avaliaram o potencial bacterivoro do
protozooplancton (PACE e BAILIFF, 1987; HAHN e HOFLE, 2001;
PERNTHALER, 2005; HISATUGO et al., 2014a e MANSANO et al.,2014) bem
como do zooplancton (OOMS-WILMS et al.,1995; KIM, HWANG e JOO, 2000;
LANGENHEDER e JURGENS, 2001, AGASILD e NOGES, 2005; HISATUGO et
al., 2014b; HAYASHI-MARTINS et al., 2017).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DE ESTUDO

O reservatoério do Monjolinho (47° 52’ W e 21° 59’ S) é formado pelo
represamento do Rio Monjolinho, situado no Campus da Universidade Federal
de S&o Carlos, em uma area urbanizada da cidade de S&o Carlos - SP, Brasil.
O reservatdrio é parte da sub-bacia hidrografica do rio Monjolinho, localizada na
regido centro-norte do Estado de S&o Paulo (ESPINDOLA, 2000). O reservatorio
situa-se em regido subtropical e a bacia possui area de 273,77m?, perimetro de
84,75 Km, volume de 73.251m?3 e profundidade média e maxima de 1,5 m e 3,0
m, respectivamente (REGALI-SELEGHIM, 2001). O clima da regido é o
subtropical umido, Cwa, segundo a classificagao de Képen (1931), apresentando
inverno seco (abril e setembro) e verdo chuvoso (outubro a margo). O
reservatorio é altamente instavel devido a seu curto tempo de retencéo, pequena
dimensao e profundidade, precipitacdo e vento, que afetam as comunidades
fitoplanctonicas, zooplancténicas (NOGUEIRA e MATSUMURA-TUNDISI,
1996), protozooplancténicas e bacterioplancténicas (REGALI-SELEGHIM, 2001;
REGALI-SELEGHIM e GODINHO, 2004).

5.2 COLETAS

Foram realizadas coletas mensais durante o periodo de 2 anos (de
novembro de 2015 a novembro de 2017), feitas apenas para analise qualitativa,
na busca por epibiontes aderidos ao zooplancton. Quando os organismos
objetos de estudo foram encontrados, nos meses de julho e de agosto de 2016
e nos meses de agosto, setembro e outubro de 2017, as coletas foram repetidas
a cada dois ou trés dias até o desaparecimento dos epibiontes no ambiente. As
amostras qualitativas foram obtidas por meio de arrastos horizontais da coluna

d'agua, utilizando-se uma rede de plancton conico-cilindrica com malha de 20
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um e colocadas em frascos de vidro de 600 mL de capacidade, com tampa de

rosca, e transportados para o laboratério em caixa de isopor.

No laboratorio, os objetos de estudo (organismos zooplanctonicos
com epibiontes aderidos) foram isolados em microscopio estereoscopico (Motic,
SMZ168) e identificados em microscépio 6tico (Leica DMLS, aumento de até
1000x), com auxilio de pipetas de Pasteur (com didmetro aumentado e ponta
arredondada para n&o danificar os organismos). A identificagdo taxonémica foi
feita em nivel de género e espécie, para os organismos zooplanctonicos de
acordo com Edmondson (1959), Reid (1985), Matsumura-Tundisi (1996),
Nogrady et al. (1993), Elmoor-Loureiro (1997), Santos-Silva (2000), Nogrady e
Segers (2002), Silva e Matsumura-Tundisi 2005. Para os ciliados epibiontes a
taxonomia foi baseada principalmente em Foissner e Berger (1996) e Foissner
et al. (1999).

5.3 DENSIDADE DE BACTERIAS

Para a estimativa da densidade de bactérias plancténicas, uma
amostra de agua da sub-superficie do reservatorio do Monjolinho (100 mL) foi
coletada, acondicionada em frasco escuro, fixada no campo com solucido de
formalina neutra (concentragao final 2%) e transportada para o laboratério, onde

foi conservada na geladeira até o momento da contagem.

No momento da contagem, o frasco foi homogeneizado
manualmente e uma aliquota foi corada com o fluorocromo 4’,6’-diamidino-2-
phenilindol (DAPI), segundo Porter e Feig (1980), e filtrada em membrana de

policarbonato preta (Nuclepore®) de didametro de poro de 0,2um.

A membrana foi colocada entre lamina e laminula, com oleo de
imersdo nao fluorescente e as bactérias foram contadas e medidas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BHS-313, equipado com luz de
mercurio HBO 200 e conjunto de filtros para luz UV, utilizando-se filtro de

excitacdo de 365-370 nm e emissdo a 421 nm, em aumento de 1250X. A
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densidade de bactérias mL"' foi calculada segundo Jones (1979), apods a

contagem de 300 células, de acordo com a equagéo:

D=YxAxd

axyv

onde:

D = densidade numérica (células mL-");

Y = numero médio de células por area de contagem;
A = area de filtragdo da membrana (mm?);

d = diluicao;

a = area do campo de contagem (mm?);

v = volume filtrado da amostra (mL).

Com base na raz&o comprimento/largura, as células bacterianas
foram classificadas nos seguintes morfotipos (ZARITSKY, 1975): coco (razao de
1 a1,25); cocobacilo (de 1,26 a 1,75); bacilo (de 1,76 a 5) e filamento (maior que

5). Foram também quantificados outros morfotipos como o vibrio.

5.4 DENSIDADE DE ORGANISMOS ZOOPLANCTONICOS.

Para as amostras quantitativas, no campo, foram filtradas em rede
de plancton de 20 ym 100L de agua coletados com balde de 20L, as amostras
foram preservadas em formol, com concentracao final de 4%. No laboratdrio,
rotiferos, cladéceros e copépodos foram quantificados utilizando-se cubeta de
acrilico com fundo quadriculado em um microscépio estereoscopio (Motic,
SMZ168). A taxonomia dos organismos foi realizada sob microscopio otico
(Leica DMLS, aumento de até 1000x) de acordo com as descri¢cdes da literatura.
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5.5 SOBREVIVENCIA DE CLADOCEROS

Exemplares de duas espécies de cladoceros abundantes no
reservatério (uma de maior porte Daphnia ambigua Scourfield, 1947 e outra de
pequeno porte Bosminopsis deitersi Richard, 1895), com e sem epibiontes
aderidos, foram isolados a partir da amostra de campo, coletada com uma rede
de plancton cénico-cilindrica com malha de 20 um. Foram montados 6 béqueres
contendo em cada um 500 mL de agua do reservatorio filtrada (3 vezes em rede
de 10 um de abertura de malha) e suspensao algal de Raphidocelis subcapitata
(Korshikov) Nygaard et al. 1987, na concentragao de 1 x 10° células mL-". Em 3
béqueres foram colocados 10 individuos em cada de D. ambigua com epibiontes
e nos outros 3, foram colocados em cada um, 10 individuos de D. ambigua sem
epibiontes, os béqueres foram incubados em camara germinadora a 25°C e
fotoperiodo de 12h luz / 12h escuro (Figura 2) por 5 dias, sendo adicionado
suspensao algal a cada dois dias. Os claddceros foram observados diariamente,
bem como a presenga ou auséncia dos epibiontes ao longo do experimento. O

mesmo experimento foi realizado utilizando-se a espécie B. deitersi.

Figura 2. Teste de sobrevivéncia dos claddceros. Béqueres na camara de germinagao
contendo claddceros com e sem epibiontes, agua do reservatorio filtrada e suspensao
algal. Fonte: Autoria proépria (2017).
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Em paralelo, outro experimento para observar a sobrevivéncia do
cladécero individualmente com e sem epibiontes foi realizado. Para isso, utilizou-
se uma placa de cultivo celular de fundo chato estéril (Figura 3) com 24 pogos,
cada pogo com capacidade maxima de 3,5mL, um individuo foi adicionado em
cada pogo da placa de cultura celular, contendo 2 mL de agua do reservatoério
fitrada 3 vezes em malha de 10 um e suspensao algal de R. subcapitata, na
concentragéo de 1 x 10° células por mL. As placas foram tampadas para diminuir
a evaporagao do meio e incubadas em camara germinadora a 25°C e fotoperiodo
de 12h luz / 12h escuro, os cladéceros foram observados de 12 em 12 horas,
durante 48 horas. Observamos 20 individuos de D. ambigua, 10 com epibiontes
e 10 sem epibiontes e 20 individuos de B. deitersi, 10 com epibiontes e 10 sem

epibiontes.

Figura 3. Placa de cultura celular de fundo chato. Fonte: Autoria prépria (2017).

5.6 TAXA DE DESPRENDIMENTO DO EPIBIONTE

Nas coletas onde os epibiontes aderidos ocorreram, estes estavam
em varias espécies do zooplancton encontrados no reservatério. Entretanto, os
claddceros com o epibionte E. pygmaeum foram os mais comuns nas amostras,

e, por este motivo, foram usados para este experimento.
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A metodologia para obtengao dos telotréquios e dos zodides livre-
natantes de E. pygmaeum foi baseada na técnica utilizada por Bickel et al. (2012)

com adaptacoes.

O zooplancton foi coletado no reservatério do Monjolinho através
do arrasto horizontal da rede de plancton de 20 ym, colocado em frascos de vidro
contendo agua do reservatorio e transportado para o laboratério em caixa de
isopor. No laboratério, com o auxilio do microscépio esterescopico, cladoceros
que transportavam o ciliado epibionte E. pymaeum foram separados e colocados
em béqueres contendo agua do reservatério filtrada 3 vezes em rede de malha
de 10 uym de abertura. Foram selecionados os individuos que possuiam
infestacdo por E. pygmaeum, com no minimo 10 zodides aderidos em sua

carapaca, sem formacao de coldnia.

Os cladoceros foram transferidos individualmente com uma
pequena gota da agua para uma lamina com o auxilio de uma pipeta Pasteur. O
cladocero foi morto esmagando seu posabdémen com a ponta de uma agulha
de disseccdo e o numero total de epibiontes inicialmente aderidos a sua
carapaca foi imediatamente contado usando um microscépio ético (Leica DMLS),
as observagdes foram realizadas a temperatura ambiente (21 ° C). O numero de
epibiontes que permaneceu ligado ao claddcero foi contado a cada 5 min por até
40 minutos apds a morte do mesmo. Foram analisados quinze individuos, 5

individuos de D. ambigua, 5 de B. deitersi e 5 de Moina micrura Kurz, 1874.

Durante o experimento de desprendimento do epibionte observou-
se que algumas células de E. pygmaeum ao invés de se desprenderem
prontamente como zodides livre-natantes, se transformavam em telotroquios.
Dessa forma, foi feito o acompanhamento individual através da observagcéo em
microscopio otico (Leica DMLS), filmando e fotografando cada etapa da
diferenciacao celular de 10 zodides de E. pygmaeum durante sua transformagéo
de zodide séssil, desde a morte do hospedeiro, até o desprendimento do

telotréquio.
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5.7 TAXA DE COLONIZAGAO/LIGAGAO DO EPIBIONTE

Cladéceros fortemente infestados por epibiontes (com mais de 20
zooides de E. pygmaeum por individuo), coletados no reservatério do Monjolinho
através do arrasto horizontal da rede de plancton de 20 um, no laboratorio, foram
isolados das amostras e colocados em béqueres contendo agua do reservatorio
filtrada em rede de malha de 10 um. Para a montagem do experimento, utilizou-
se os epibiontes obtidos da carapaca de claddceros fortemente infestados. A
concentracdo de zoodides utilizada foi proxima a concentragdo de protozoarios
ciliados encontrados no ambiente onde foram coletados; 7 a 31 ind. mL"
(HISATUGO, 2014). Os cladéceros com epibiontes separados no laboratorio,
foram transferidos individualmente cada um com uma pequena gota da agua
para uma lamina com o auxilio de uma pipeta Pasteur (com didmetro aumentado
e ponta arredondada para nao danificar os organismos). O cladécero foi morto
pelo esmagamento de seu posabdémen ou sua cabega com a ponta de uma
agulha de dissecg¢&o. Cerca de 30 minutos apds a morte do cladécero ocorreu o
desprendimento dos protozoarios. Apds esse tempo, a carcaca do individuo
morto foi retirada e a gota de agua contendo os protozoarios (de 20 a 30 zodides)
foi transferida para um pogo de uma placa de cultura celular de fundo chato
estéril (Figura 3) com 24 pogos, cada pogo com capacidade maxima de 3,5mL,
contendo em cada um 2 mL de agua do reservatorio filtrada 3 vezes em malha
de 10 um e suspensao algal de R. subcapitata, na concentragdo de 1 x 10°
células por mL. Em cada po¢o foi colocado um individuo zooplanctdnico sem
epibiontes aderidos. Foram selecionados 12 cladoceros (6 individuos de D.
ambigua e 6 de Bosmina hagmanni Stingelin, 1904), 6 copépodos (6 individuos
de Thermocyclops decipiens Kiefer, 1929) e 2 espécies de rotiferos (Keratella
cochlearis Gosse 1851, e Asplanchna priodonta Gosse, 1850). As placas foram
tampadas para diminuir a evaporacdo do meio e incubadas em camara
germinadora a 25°C e fotoperiodo de 12h luz / 12h escuro, a observagéao foi
realizada durante 48 horas nos seguintes intervalos 6, 12, 24, 30 e 48 horas do
inicio do experimento, em cada periodo foi verificado se os protozoarios se

ligavam a algum dos basibiontes disponiveis e o local elegido para colonizagao.



39

5.8 SELEGAO DE HOSPEDEIROS (BASIBIONTES) PELOS EPIBIONTES

Para este experimento, com a finalidade de testar a seletividade do
protozoario por hospedeiros e sitios de colonizagao, epibiontes de E.pygmaeum
foram expostos a pares de possiveis hospedeiros: 2 cladéceros de espécies
diferentes (D. ambigua e B. hagmanni); 2 cladéceros da mesma espécie com
idades distintas (D. ambigua jovem e adulta e B. hagmanni jovem e adulta); 2
copépodos de espécies diferentes (ums espécie da Ordem Calanoida,
Notodiaptomus iheringi Wright, 1935 e outra da Ordem Cyclopoida, T. decipiens);
1 claddcero (D. ambigua) e 1 copépodo (T. decipiens); 5 rotiferos (3 K. cochlearis
e 2 A. priodonta); 1 cladécero (B. hagmanni) e 3 rotiferos (K. cochlearis); 1

copépodo (T. decipiens) e 3 rotiferos (A. priodonta).

Assim como nos experimentos das taxas de desprendimento e
colonizagao, individuos zooplancténicos fortemente infestados por epibiontes (E.
pygmaeum), com mais de 20 zodides por individuos, coletados no reservatorio
do Monjolinho através do arrasto horizontal da rede de plancton de 20 ym, foram
separados no laboratorio. Os claddoceros com epibiontes separados no
laboratorio, foram transferidos individualmente cada um com uma pequena gota
da agua para uma lamina com o auxilio de uma pipeta Pasteur (com diametro
aumentado e ponta arredondada para nao danificar os organismos). O cladécero
foi morto esmagando seu posabdémen ou sua cabega com a ponta de uma
agulha de disseccgdo. Apds o desprendimento dos protozoarios, cerca de 30
minutos apos a morte do claddcero, a carcaga do individuo morto foi retirada e a
gota de agua contendo os protozoarios (de 20 a 30 zodides) foi transferida para
um pogo de uma placa de cultura celular de fundo chato estéril (Figura 3) com
24 pogos, contendo 2,5 mL de agua do reservatorio filtrada 3 vezes em malha
de 10 um e suspensio algal de R. subcapitata, na concentragdo de 1 x 10°
células por mL. Em cada po¢o uma dupla de individuos zooplancténicos foi
colocada, repetindo-se o0 mesmo par de organismos em 6 réplicas. Observou-se
durante 48 horas nos seguintes intervalos 6, 12, 24, 30 e 48 horas do inicio do
experimento se os protozoarios se ligavam a algum dos basibiontes disponiveis

e o local elegido para colonizagéo.
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5.9 BACTERIVORIA (GRAZING)

5.9.1 Preparo das bactérias fluorescentes

Os experimentos de bacterivoria foram realizados utilizando-se
bactérias marcadas fluorescentemente (fluorescently labelled bacteria - FLB). O
meétodo utilizado para a marcacao das bactérias foi baseado na técnica descrita
por Sherr, Sherr e Fallon (1987). O corante utilizado foi o fluorocromo 5-(4,6-
diclorotriazina-2yl) aminofluoresceina (DTAF) que foi incorporado por bactérias
cultivadas em laboratério da linhagem Escherichia coli ATCC 8739. A bactéria E.
coli apresenta reagdo Gram-negativa, possui forma de bacilo e &€ aerdbia ou
anaerobia facultativa, o que a torna muito comum e capaz de se adaptar a uma
grande variedade de ambientes. A escolha desta bactéria se baseou
principalmente no fato de apresentar tamanho médio semelhante ao das
bactérias mais frequentes no reservatério do Monjolinho e no fato do préprio
reservatorio conter elevada densidade populacional de E. coli. Em teste
laboratorial, a linhagem de E. coli que foi utilizada, apés fixagao, apresentou uma

relagdo comprimento/largura média de 1,28.

Para o cultivo das bactérias, uma alca padrao de Escherichia coli
em cultura foi inoculada em 40 mL de Caldo Sintético (SILVA, 2008). A
suspensao foi mantida em estufa, com agitagdo, a 37°C e as bactérias foram
obtidas na fase log para evitar a formagao de aglomerados. A fase log para essa
bactéria, nessas condi¢gdes de cultivo, foi determinada a partir de curva de
crescimento elaborada por Silva (2008) e Silva et al. (2010) e se situa entre 3 e

5 horas.

As bactérias foram centrifugadas (5.410 x g por 5 minutos) e o
material sedimentado ressuspenso em 10 mL de tamp&o fosfato salino esteéril
(pH 9). Posteriormente, 2 mg do corante DTAF foi adicionado a suspensao, que
foi, em seguida aquecida em banho a 60° C por 2 horas, a fim de se matar as
bactérias. ApoOs essa etapa, as células foram novamente centrifugadas e lavadas
trés vezes com 10 mL de solugdo salina tamponada. Apds a ultima lavagem, as

células foram ressuspensas em 20 mL de solucao de pirofosfato de tetrasddio
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0,02 M, que tem efeito tamp&o. A suspensao foi agitada em vortex por 1 minuto
e aliquotas de 1 a 2 mL foram pipetadas em criotubos (Eppendorf®) que foram
vedados e estocados em freezer. No momento do experimento de bacterivoria,
as FLB estocadas foram descongeladas e colocadas em ultra-som (ultracleaner

1400, marca Unique) por 1 minuto a fim de se desfazer eventuais aglomerados.

Uma das amostras estocada em criotubos foi reservada para a
determinacgdo da concentracdo de FLB. Para isso, apds descongelamento, uma
aliquota (50 pL) da suspenséo foi pipetada em 2 mL de solugdo de pirofosfato
de tetrasddio 0,02 M, centrifugada (5.410 x g por 5 minutos), ressuspendida com
1 mL de agua destilada, sonicada em um pulso de 1 minuto (ultrasom
ultracleaner 1400, marca Unique) e filtrada em uma membrana de 0,2 ym de
diametro de poro para contagem em microscopia de epifluorescéncia. A
densidade bacteriana foi calculada segundo a equagao de Jones (1979), ja

descrita. (Item 4.3. “Densidade de bactérias” em Material e Métodos).

5.9.2 Bacterivoria (grazing) in vitro de E. pygmaeum e de cladéceros com e
sem epibiontes

O zooplancton foi coletado no reservatério do Monjolinho através
do arrasto horizontal da rede de plancton de 20 um. A amostra foi acondicionada
em frascos de vidro contendo agua do reservatério e transportada para o
laboratério em caixa de isopor. No laboratério, com o auxilio do microscépio
esterescopico, as trés espécies de cladéceros mais abundantes nas amostras
que transportavam o ciliado epibionte E. pymaeum foram separadas e colocados
em béqueres contendo agua do reservatério filtrada 3 vezes em rede de malha
de 45 pym. Foram selecionados individuos que possuiam infestacdo por E.
pygmaeum, com no minimo 10 zoodides aderidos em sua carapaga, sem
formacédo de colénia e também individuos das trés espécies de claddceros

escolhidas sem a presenca do epibionte.

Foram montados, 6 béqueres contendo em cada um 500 mL de
agua do reservatério filtrada (3 vezes em rede de 45 ym de abertura de malha)

e suspensao algal de R. subcapitata, na concentragdo de 1 x 10° células mL™".
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Em 3 béqueres, foi adicionado em cada um 15 clad6ceros com epibiontes (5 D.
ambigua, 5 M. micrura e 5 B. deitersi) e nos outros 3 béqueres, 15 cladéceros
sem epibiontes (5 D. ambigua, 5 M. micrura e 5 B. deitersi).

Para os experimentos de bacterivoria foram adicionadas bactérias
(E. coli) marcadas fluorescentemente (FLB) com o fluorocromo 5-(4,6-
diclorotriazina-2yl) aminofluoresceina (DTAF). As bactérias marcadas foram
sonicadas em um pulso de 1 minuto (ultrassom ultracleaner 1400, marca
Unique), para evitar a formagado de grumos, diluidas em solugao salina 0,85%
até a concentragao final de 5 % da abundancia bacteriana estimada previamente
e adicionadas aos 3 béqueres contendo agua filtrada do reservatério com os 15
cladéceros com epibiontes e os outros 3 béqueres com 15 cladoceros sem
epibiontes. Apds a adicdo das FLBs, os béqueres foram incubados por 30
minutos. Apds esse periodo, o conteudo dos béqueres foi filtrado em rede de
malha de 10um, os organismos retidos foram anestesiados com 10 mL de agua
mineral gaseificada Schincariol®, para impedir e evacuagdao do conteudo
intestinal e fixados com formaldeido (concentracdo final 4%). No momento da
contagem, as amostras foram coradas com DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol,
Dihydrochloreto) e filtradas em membranas pretas de policarbonato de 0,8 uym
de didmetro de poro. As membranas foram posicionadas entre lamina e laminula,
com o uso de 6leo de imersao n&o fluorescente, levemente pressionadas de cima
para baixo e analisadas em microscoépio de epifluorescéncia (Olympus BHS-313)
equipado com luz de mercurio HBO 200 e conjunto de filtros para luz azul, em
aumento de 1250X. Os protozoarios foram localizados utilizando o conjunto de
filtros para a luz UV e, em seguida, os filtros para a luz azul foram utilizados para
analisar os vacuolos dos protozoarios e o tubo digestivo dos cladoceros para a
avaliagao da ingestao das FLB; foram analisados 9 individuos de cada espécie
de claddcero testada com epibiontes, 9 individuos de cada espécie de cladécero
sem epibiontes, 27 protozoarios epibiontes e 27 protozoarios livre-natantes (E.

pygmaeum).
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5.10 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada utilizando-se Bartlett e Levene
e a analise estatistica utilizada foi a anélise de varidancia (ANOVA) com intervalo
de confiaga de 95%. Nos dados dos experimentos onde as variancias
mostraram-se desiguais, utilizamos o teste de Welch. Todos os testes foram
realizados através do software Action stat, desenvolvido pela Estatcamp.
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6 RESULTADOS

A ocorréncia de epibiontes durante o periodo de estudo foi de julho
a agosto de 2016, e nos meses de agosto, setembro e outubro de 2017. Eles
foram encontrados colonizando varias espécies do zooplancton e o epibionte
mais frequente foi o ciliado Epistylis pygmaeum, identificado com base no padréo
de ramificacdo do pedunculo, sua espessura e natureza nao-contractil; e o
tamanho das células, que possuiam em média 45,8 +3,7 ym de comprimento e
37,5 +2,5 um de largura (Figura 4). Além desta espécie, na coleta de agosto de
2016, em dois cladéceros foi observado também o ciliado Vorticella aquadulcis
Stokes, 1887; em agosto de 2017, foi verificado um exemplar de calanoida com
quatro ciliados epibiontes Trichodina domerguei megamicronucleata Dogiel,
1940.

Figura 4. Zodide séssil de Epistylis pygmaeum sobre a carapaga de Daphnia ambigua,
coletado no Reservatoério do Monjolinho em agosto de 2017. Aumento de 400x. Fonte:
Autoria prépria (2017).
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6.1 DENSIDADE DE BACTERIAS

A densidade bacteriana do reservatério, avaliada no més de agosto
de 2016, foi de 3 x 10° cel. mL-' . A forma bacilar foi a mais abundante, seguida

da forma cocobacilar (Figura 5).

7%

13% .

/

22%

= Bacilos Cocobacilos = Cocos = Filamentos Vibrios

Figura 5. Abundancia (em porcentagem) de cada morfotipo bacteriano encontrado no
reservatorio do Monjolinho em agosto de 2016.

6.2 COMUNIDADE ZOOPLANCTONICA

6.2.1 Densidade de rotiferos

A densidade média de rotiferos no reservatério foi de 1,98 ind. mL™".
Foram encontrados 16 taxa, 11 géneros e 6 familias (Tabela 1). Os taxa mais
abundantes foram: Keratella cochlearis, Polyarthra remata Skorikov, 1896,

Asplanchna priodonta e Brachionus calyciflorus Pallas, 1766.
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Tabela 1. Densidade das espécies zooplanctdnicas (rotiferos, cladéceros e copépodos)
encontrados no reservatoério do Monjolinho, nos meses de agosto de 2016 e agosto de
2017.

Densidade (ind. mL™")

agosto/2016 agosto/2017

Rotiferos

Asplanchna priodonta 0,035 0,12
Brachionus calyciflorus 0,173 0,11
Brachionus rubens 0,028 0
Epiphanes brachionus 0,024 0,09
Filinia longiseta 0,067 0,084
Filinia terminalis 0,041 0,09
Keratella cochlearis 0,936 0,69
Lecane Lunaris 0,053 0,07
Lepadella ovalis 0,034 0,048
Mytilina ventralis 0,032 0
Platyas quadricornis 0,014 0
Polyarthra minor 0,03 0,08
Polyarthra remata 0,464 0,26
Polyarthra vulgaris 0,25 0,12
Trichocerca longiseta 0,019 0
Cladéceros

Alona guttata 0,003 0
Bosmina hagmanni 0 0,04
Bosmina longirostris 0,018 0,01
Bosminopsis deitersi 0,097 0,02
Chydorus eurynotus 0,003 0,03
Daphnia ambigua 0,036 0,11
Moina micrura 0,129 0,01
Moina minuta 0,014 0
Copépodos

Metacyclops mendocinus 0,066 0
Notodiaptomus iheringi 0 0,05
Thermocyclops decipiens 0,134 0,03

Os rotiferos foram classificados de acordo com seus habitos
alimentares, sendo que 60% das espécies encontradas sdo preferencialmente
bacterivoras e predadoras (Tabela 2). A representatividade dos onivoros se deve

principalmente a alta densidade de K. cochleatris.
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Tabela 2. Lista dos taxa de rotiferos encontrados no reservatério do Monjolinho em
agosto de 2016 e agosto de 2017, seus descritores, comprimentos médios, familias e
habitos alimentares.

Taxa Descritor Comprimento Familia Habito
meédio (um) Alimentar
Asplanchna priodonta Gosse, 1850 112 Asplanchnidae R
Brachionus calyciflorus Pallas, 1766 200 Brachionidae 0]
Brachionus rubens Ehrenberg, 1838 64 Brachionidae Ba, R
Epiphanes brachionus Ehrenberg, 1837 200 Brachionidae Ba, R
Filinia longiseta Ehrenberg, 1834 120 Testudinellidae O
Filinia terminalis Plate, 1886 190 Testudinellidae O
Keratella cochlearis Gosse, 1851 125 Brachionidae O
Lecani Lunaris Ehrenberg, 1832 90 Lecanidae @)
Lepadella ovalis Mdller, 1786 100 Brachionidae Ba, R
Mytilina ventralis Ehrenberg, 1832 160 Brachionidae Ba, R, Al
Platyas quadricornis Ehrenberg, 1832 100 Brachionidae Ba, R
Polyarthra minor Voigt, 1904 60 Synchaetidae R, Ba
Polyarthra remata Skorikov, 1896 60 Synchaetidae R, Ba
Polyarthra vulgaris Carlin 1943 120 Synchaetidae R, Ba
Trichocerca longiseta Schrank, 1802 130 Trichocercidae O

Al = algas; Ba = bactérias; R = predadores (de protozoarios e metazoarios); O = onivoros

6.2.2 Densidade de cladéceros

A densidade média de claddceros no reservatoério foi de 0,26 ind.
mL-'. Foram encontrados 8 taxa diferentes, todos com habito alimentar onivoro
(Tabela 3). Na coleta quantitativa de agosto de 2016, o mais abundante, foi
Moina micrura com 43%, o segundo Bosminopsis deitersi, com 32,33% , seguido
por Daphnia ambigua, com 12% do total de cladéceros. Ja na coleta de agosto

de 2017 o taxa mais abundante foi D. ambigua com 50%, seguida de Bosmina
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hagmanni com 18,18% e B. deitersi com 9,09% do total de cladoceros (Tabela
1).

Os taxa foram agrupados num total de 4 familias. A familia
predominante foi Bosminidae, que apresentou maior abundancia de espécies
(37,5%). A segunda familia mais abundante foi Moinidae com 25%. A familia
Daphnidae, embora com apenas uma representante, teve 12% de abundancia
de espécies em 2016 e 16,6% em 2017 e 50% da densidade total também em
2017. Ja a familia Chydoridae, com duas espécies, apresentou apenas 2% da
abundancia total de 2016 e em 2017, com apenas uma espécie, obteve 13,63%

da abundancia total.

Tabela 3. Lista dos taxa de cladoceros encontrados no reservatorio do Monjolinho em

agosto de 2016 e agosto de 2017, seus descritores, comprimentos médios, familias e

habitos alimentares.

Taxa Descritor Comprimento Familia Habito
médio (mm) Alimentar
Alona guttata Sars, 1862 ~0,4 Chydoridae 0]
Bosmina hagmanni Stingelin, 1904 ~0,4 Bosminidae 0]
Bosmina longirostris Mdller, 1785 0,23-0,80 Bosminidae 0]
Bosminopsis deitersi Richard, 1895 ~ 0,25 Bosminidae 0]
Chydorus eurynotus Sars, 1901 0,35-0,48 Chydoridae O
Daphnia ambigua Scourfield, 1947 1,0-2,0 Daphnidae 0]
Moina micrura Kurz, 1874 0,5-1,2 Moinidae O
Moina minuta Hansen, 1899 0,37 - 0,40 Moinidae O

O = onivoros (alimentam-se por filtragéo de particulas finas, bactérias, algas e detritos)

6.2.3 Densidade de copépodes

A densidade de copépodes foi de 0,14 ind. mL"", apresentando

somente 3 taxa diferentes (Tabela 1). Em 2016 o mais abundante foi

Thermocyclops decipiens (67%), seguido do Metacyclops mendocinus

Wierzejsk, 1892 com 33% da abundancia. Os dois taxa encontrados pertencem
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a Ordem Cyclopoida e a familia Cyclopidae, sendo de habito algivoro e também
predador (de protozoarios e metazoarios). Em 2017 observamos N. iheringi, da
familia Diaptomidae, pertencente a Ordem Calanoida, com habito alimentar
algivoro e detritivoro, representando 62,5% da densidade daquele periodo e T.

decipiens com 37,5% (Tabela 4).

Tabela 4. Lista dos taxa de copépodes encontrados no reservatério do Monjolinho em
agosto de 2016 e agosto de 2017, seus descritores, comprimentos médios, familia e
habitos alimentares.

Taxa Descritor Comprimento Familia Habito
médio (mm) Alimentar
Metacyclops mendocinus Wierzejski, 1892 1,5-3,0 Cyclopidae R, Al
Notodiaptomus iheringi Wright, 1935 1,3-15 Diaptomidae Al, D
Thermocyclops decipiens Kiefer, 1929 09-1,6 Cyclopidae R, Al

Al = algas; D = detritos e particulas finas e R = predadores (de protozoarios e metazoarios)

6.3 EPIBIONTES NO ZOOPLANCTON

A Tabela 5 mostra a abundancia em porcentagem e a proporgao
dos organismos zooplancténicos (Rotifera, Cladocera e Copepoda) infestados
por epibiontes encontrados neste estudo nos dois periodos onde ocorreram o0s
epibiontes.

No ano de 2016, os rotiferos constituiram a proporgao mais rica da
amostra, com 16 espécies, depois cladéceros com 7 espécies e finalmente
copépodos com apenas 2 espeécies. Dos varios organismos de zooplancton, os
rotiferos foram numericamente os mais abundantes (81,48%), seguidos dos
cladéceros 11,11% e por ultimo os copépodos (7,4%). Embora tenha sido o
grupo de maior densidade, dentre os rotiferos observados, nenhum apresentava
epibionte. Dos copépodes ciclopoides presentes nas amostras, poucos

possuiam epibiontes (apenas 7,5% dos organismos observados).

No ano de 2017, os rotiferos ainda constituiram a proporgcéo mais

rica da amostra com 12 taxa, seguidos dos cladoceros com 6 espécies e
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copépodos com 2 espécies. A densidade de rotiferos seguiu o ano anterior
constituindo 85,45% da densidade total de individuos, seguidos dos cladéceros,
(10,67%) e por fim, os copépodos com apenas 3,87% do total de individuos. Dos
trés grupos, cladoceros foram o que apresentaram maior infestagcdo por
epibiontes (42,5% dos individuos), seguidos por copépodos (5% dos individuos)
e rotiferos, também com apenas 5% infestados por epibiontes.

Dos individuos com epibiontes a média de zodides por organismo
na amostragem de 2016 foi de 4,96 +2,83 e na amostragem de 2017 foi de 6,51
14,26.

Tabela 5. Abundéancia de cada grupo zooplancténico e a proporgao de infestagao por
epibionte observada em agosto de 2016 e agosto de 2017 no reservatorio do
Monjolinho.

Comunidade Infestacao por epibiontes
zooplancténica (%) (n=40)
2016 2017 2016 2017
Rotiferos 81,48 85,45 0 5
Cladoceros 11,11 10,67 75 425
Copépodos 7,40 3,87 7.5 5

6.4 SiTIOS DE LOCALIZAGAO DE EPIBIONTES NOS ORGANISMOS ZOOPLANCTONICOS

Nos cladéceros, a regido corporal de maior ocorréncia de
epibiontes foi a regido dorsal inferior, seguida da regido da cabeca e da regido

ventral (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicao da localizacdo dos zodides epibiontes (em porcentagem) nas
diferentes regides do corpo dos cladéceros: M. micrura, B. deitersi e D. ambigua.

Para B. deitersi, a média de zodides por individuo foi 6, metade dos
epibiontes observados estavam localizados na regido ventral, seguida da regido
dorsal inferior, com 43%. Nos individuos observados, nenhum apresentava

epibiontes na regiao da cabeca.

D. ambigua apresentou média de 4,87 +1,88 epibiontes por
individuo, sendo que a maior parte dos zodides epibiontes estavam localizados
na regiao dorsal inferior (44%), seguida da regiao da cabeca (23%), que envolve

anténula e antena também (Tabela 2 - Apéndice B).

M. micrura apresentou média de 4,7 +3,35 zodides por individuo
com metade dos epibiontes observados localizados na regidao dorsal inferior,

seguida da regido da cabeca, com 28%.

As tabelas com as distribuicbes dos protozoarios epibiontes (E.
pygmaeum) encontrados sobre a carapaga dos individuos das trés espécies
mais abundantes encontram-se no Apéndice B (Tabelas 1, 2 e 3).
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6.5 SOBREVIVENCIA DE CLADOCEROS

Para D. ambigua, embora o numero médio de claddceros
sobreviventes apds dois dias de duragcéo do experimento com epibiontes seja
levemente maior quando comparado aos experimentos com claddceros sem
epibiontes, verifica-se que ndo ha diferenga significativa entre a sobrevivéncia
dos cladoceros com e sem epibiontes (WELCH, p = 0,67983). Ja no quarto dia
do experimento, ocorreu diferenga significativa (WELCH, p = 0,03208) na
sobrevivéncia dos cladéceros com e sem epibiontes. Pelo grafico de efeitos
observa-se que o numero de sobreviventes com epibiontes € bem menor quando

comparado ao sem epibiontes (Figura 7) .
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Figura 7. Graficos de efeitos resultantes dos testes de Welch, para os dados
coletados apés 2 e 4 dias de duragao do experimento de sobrevivéncia para o
cladécero D. ambigua. Onde: No_de_sobrev = Numero médio de sobreviventes

Para B. deitersi, o numero médio de claddéceros sobreviventes com

epibiontes, com dois dias de duragdo do experimento, foi significamente menor



53

quando comparado ao dos sem epibiontes (WELCH, p = 0,03565). No quarto dia
do experimento, também foi observado diferencga significativa (WELCH, p =
0,03267) na sobrevivéncia dos cladéceros com e sem epibiontes, ou seja, desde
os primeiros dias de experimento até os ultimos, esta espécie de claddcero ja
mostrou diferenca na sobrevivencia dos individuos quando possuiam ou nao
epibiontes. Os graficos de efeitos demonstraram que o numero de sobreviventes
com epibiontes foi bem menor quando comparado ao numero de sobreviventes

sem epibiontes (Figura 8) .
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Figura 8. Graficos de efeitos resultantes dos testes de Welch, para os dados
coletados apés 2 e 4 dias de duragao do experimento de sobrevivéncia para a espécie
de claddcero B. deitersi. Onde: No_de_sobrev = Numero médio de sobreviventes

O teste de sobrevivéncia dos claddceros, teve duracao de 5 dias.
Apos este periodo, todos os organismos testados morreram, tanto dos
cladéceros com epibiontes aderidos quanto dos cladéceros sem epibiontes em
sua superficie corporal. Os dados coletados nos 5 dias de duragdo do
experimento para as duas espécies de cladéceros testadas encontram-se no

Apéndice.
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No experimento de sobrevivéncia realizado em placa de cultivo
celular, para D. ambigua com epibiontes aderidos, dos 10 individuos iniciais
sobreviveram 8 apods 24h e apenas 4 apds 48h. Para D. ambigua sem epibiontes,
apos 24h, sobreviveram 8 e apods 48h, sobreviveram 5 individuos. Ja para a
espécie B. deitersi, dos individuos com epibiontes, apds 24h, sobreviveram 9 e
apos 48h, sobreviveram 6; e para os individuos sem epibiontes, apds 24h,

sobreviveram 8 e apds 48h, sobreviveram 6 individuos também.

6.6 TAXA DE DESPRENDIMENTO DO EPIBIONTE

Apds a morte do basibionte, 30% dos epibiontes (E. pygmaeum) se
desprenderam nos primeiros 5 minutos e 51,5% apos 10 minutos. Desta forma,
a meia vida esteve proxima aos 10 minutos. Durante o desprendimento,
observamos dois tipos de formas celulares livre-natantes: zodides natantes, que
sao os zodides que se desprendem do pedunculo, e os telotroquios, que
constituem as células modificadas que aparentemente ndo se alimentam e
nadam em busca de um substrato para adeséo.

Durante o desprendimento, o ciliado realizou um movimento de
balango para se libertar da haste (Figura 9), deixando o pedunculo ligado ao
hospedeiro. Os zodides, apds se desprenderem da haste, nadavam de forma
lenta e regular, em padrédo espiral usando seus cilios orais, proximos ao colar
peristomial. Os telotroquios (Figura 10), bem menores e com o peristdmio
contraido, nadavam mais rapidamente e de forma erratica, usando seus cilios

somaticos subequatoriais localizados na banda telotrocal.
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Figura 9. A seta vermelha indica o zo6ide nadando proximo ao corpo do claddcero apés
sua morte, o circulo mostra a haste abandonada pelo protozoario no momento do

desprendimento. Fonte: Autoria prépria (2017).

Figura 10. Telotroquio de E. pygmaeum momentos antes de se soltar do hospedeiro (D.
ambigua), o peristdmio encontra-se contraido e ha o batimento dos cilios da banda
telotrocal localizada logo abaixo da regido mediana da célula. Fonte: Autoria prépria

(2017).
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Apos 35 min, 98,5% dos epibiontes havia se desprendido. A
equacao de decaimento exponencial descreve o desprendimento dos epibiontes

do corpo dos claddceros:

Y = Yo ekt

onde:

Y = epibiontes que permaneceram aderidos ao corpo do cladécero
(em porcentagem);

Yo = valor inicial de epibiontes (quanto t=0);

K = constante de proporcionalidade.

Dessa forma, a fungdo para os protozoarios epibiontes que
continuaram presos ao corpo claddcero foi: Y = 100 e - .07t

Em B. deitersi, ap6s os primeiros 10 minutos do inicio do
experimento, a carcaca do claddcero possuia apenas 41,8% dos epibiontes
aderidos, e apds 25 minutos todos os epibiontes do inicio do experimento ja

haviam se desprendido (Figura 11).
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Figura 11. Numero de epibiontes aderidos a carcaca de B. deitersi em cada intervalo
de tempo (min).

Em M. micrura apés os primeiros 10 minutos do inicio do
experimento, a carcaga do cladécero possuia 43,9% dos epibiontes aderidos, e
ap6s 35 minutos todos os epibiontes do inicio do experimento ja haviam se

desprendido (Figura 12).
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Figura 12. Numero de epibiontes aderidos a carcaca de M. micrura em cada intervalo
de tempo (min).

Para D. ambigua apdés os primeiros 10 minutos do inicio do
experimento, a carcaga do claddcero possuia 54,16% dos epibiontes aderidos,
e apo6s 40 minutos todos os epibiontes do inicio do experimento ja haviam se

desprendido (Figura 13).
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Figura 13. Numero de epibiontes aderidos a carcaca de D. ambigua em cada intervalo
de tempo (min).

A tabela 6 mostra as modificacbes observadas nos zodides de E.
pygmaeum durante sua transformagcdo em telotroquio no tempo (min). A
transformacao dos zodides ocorreu da seguinte maneira: inicialmente ocorre a
contragao do peristdmio (Figura 14) e a modificagdo do formato celular passando
da forma de calice para uma forma mais globular/arredondada, em seguida ha a
formacdo da banda telotrocal e o batimento dos cilios da banda telotroquial
(subequatoriais arranjados em fileiras curtas e obliquas), movimentagdo e

desprendimento do protozoario em seu estagio de disperséo.
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Figura 14. Dois zodides de E. pygmaeum coletados no reservatério do Monjolinho sobre
a superficie corporal de D. ambigua. O primeiro zodide encontra-se com o peristdmio
contraido, o segundo encontra-se aberto com a ciliatura oral do colar peristomial
batendo formando uma corrente de agua. Fonte: Autoria propria (2017).

Tabela 6. Modificagbes do zoodide séssil de E. pygmaeum na transformagdo em
telotréquio no tempo (min)

Contragao Formacao Fim da
do Formato da banda banda
peristomio globular telotrocal telotrocal Desprendimento
Zooide 1 7 20 22 34 41
Zoodide 2 2 6 8 26 30
Zoodide 3 1 8 10 22 23
Zoodide 4 3 8 8 19 27
Zodide 5 4 16 16 28 33
Zoodide 6 9 13 15 19 21
Zodide 7 6 18 23 30 35
Zoodide 8 12 20 20 28 40
Zooide 9 5 19 22 30 36
Zooide 10 4 10 16 22 25

Apds a morte do cladécero, a transformagao da célula piriforme do
epibionte E. pygmaeus para o formato arredondado/globular ocorreu em média
9,5 min apds a contragao do peristbmio, a formacao da banda telotroquial se deu
12,9 min apés a modificacdo no formato celular e levou em média 9,8 min. O

tempo que o telotroquio levou para se soltar da carcaga do hospedeiro apds sua
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transformacao foi de 5,3 min. Do inicio da modificagdo celular até seu total

desprendimento como telotroquio, o protozoario levou em média 31 min.

6.7 TAXA DE COLONIZAGAO/LIGAGAO DO EPIBIONTE NO BASIBIONTE

A ligagao do epibionte E pygmaeum a superficie corporal de D.
ambigua ocorreu em 50% dos individuos nas primeiras 6h de experimento, em
83,3% colonizados em 12h decorridas do inicio do experimento e 100% dos
individuos colonizados apds 24h de experimento. O inicio da colonizagao
sempre teve inicio no dorso (inferior e superior) do individuo, seguida do ventre

e tendo a regido da cabeca e apéndices sendo a ultima regido a ser colonizada.

Em B. hagmanni a ligagao do epibionte E. pygmaeum a superficie
corporal do cladocero teve inicio, na maioria dos individuos, apdés 12h de
experimento, a colonizagao de 50% dos claddceros ocorreu entre 12 e 24 horas,
em apenas um individuo (16,6%) a colonizagdo ocorreu entre 6 e 12h e a
colonizagao de todos os individuos testados (100%) ocorreu apds 48h do inicio
do experimento. A ligagao teve inicio, em 83,3% dos individuos no dorso (inferior
e superior). Em um dos individuos (16,7%) a colonizagao teve inicio na regiao

ventral.

Em nossos experimentos, durante as 48 horas observadas, E.
pygmaeum nao colonizou a superficie corporal nem do copépodo T. decipiens e
nem do rotifero A. priodonta.

6.8 SELEGAO DE HOSPEDEIROS (BASIBIONTES) PELOS EPIBIONTES

Os dados de seletividade de E. pygmaeum em relagdo ao
hospedeiro quando oferecemos duas opgdes como basibiontes sdo mostradas
na Tabela 11 do Apéndice.
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Entre os cladoceros testados, houve preferéncia dos zodides livres
por D. ambigua quando comparado a B. hagmanni (NELCH, p = 0,01077). A
maior parte dos epibiontes se fixou apds 12 horas do inicio do experimento. Entre
a mesma espécie de cladécero mas em estagio de vida distinto, houve
preferéncia por individuos adultos (tanto para D. ambigua quanto para B.
hagmanni). Em D. ambigua, apés 48h do inicio do experimento, todos os
individuos adultos possuiam epibiontes, com o numero de zodides variando de
1 a 7 por individuo, enquanto que apenas 1 individuo jovem possuia apenas 1
epibionte. Para B. hagmanni, quando testados jovens e adultos, nenhum jovem
apresentou epibionte e dos 6 adultos, 5 apresentaram epibiontes aderidos, com

0 numero de zodides variando de 1 a 2 por claddcero.

Ao testar a preferéncia de E. pygmaeum entre cladocero e
copépodo, tomou-se o cuidado de utilizar Daphnia no experimento por se tratar
de uma espécie de maior porte, quando comparada as outras espécies de
cladéceros presentes no reservatério do Monjolinho, para que o tamanho
corporal influenciasse menos no teste, observou-se que o protozoario se ligou a
5 das 6 réplicas de cladécero, com o numero de zodides por individuos variando

de 1 a5, e ndo se ligou a nenhum copépodo.

Ao testar a preferéncia do protozoario entre B. hagmanni e rotiferos
(K. cochlearis e A. priodonta), o protozoario n&o se ligou a nenhuma das duas
espécie de rotifero testada. J4 no claddcero, apés 48h, 4 dos 6 individuos

possuiam epibiontes, com o numero de zodides variando de 1 a 3 por individuo.

Nos copépodos, houve preferéncia pela ligagdo do epibionte ao
saco ovigero, quando presente. Nao ocorreu a ligagdo do epibionte a superficie
das carapacas de nenhum nauplio ou copepodito. Quando houve disponibilidade
como superficie para ligacdo copépodos adultos e nauplios, ndo ocorreu
colonizacdo em nenhum deles nas 6 réplicas, durante as 48h do experimento.
Entre os copépodos adultos (tanto da ordem Calanoida como da ordem
Cyclopoida) nao constatou-se preferéncia e ligagdo de nenhum zodide, apenas
em um individuo Calanoida, quando o mesmo desenvolveu ovissaco durante o

experimento (Figura 15). Observou-se uma forte colonizagado da superficie do



63

ovissaco e apos sua eclosdo, os zooides ndo se ligaram ao corpo do individuo

adulto e nem aos nauplios

Figura 15. Copépodo adulto da Ordem Calanoida com epibiontes ligados ao ovissaco.
Fonte: Autoria propria (2017).

Em rotifera, duas espécies de tamanhos distintos (A. priodonta e K.
cochlearis) foram testadas juntas e separadamente. Este experimento foi
realizado pois Asplanchna é uma espécie predadora e se alimenta também de
rotiferos menores, como por exemplo Keratella. Nas amostras de campo e
durante os experimentos observou-se frequentemente K. cochlearis na cavidade
oral de A. priodonta. Nao foi constatado nenhum epibionte aderido a A. priodonta
e em K. cochlearis, tanto quando colocadas juntas quanto separadas. Nas
amostras ambientais raramente foram observados epibiontes em K. cochlearis e
apenas quando possuiam ovos. Das 6 réplicas do experimento, houve ligagédo
de 2 zodides de E. pygmaeum em um individuo de K. cochlearis quando o

mesmo estava com ovo.



64

6.9 BACTERIVORIA IN VITRO DE E. pygmaeum E DE CLADOCEROS COM E SEM
EPIBIONTES

Os cladoéceros (B. deitersi, D. ambigua e M. micrura) foram

escolhidos para os experimentos de bacterivoria, pois foram encontrados

diversos exemplares infestados por epibiontes, diferente dos rotiferos e

copépodos observados neste estudo.

A ingestdo média de bactérias (Figura 16) por E. pygmaeum foi
maior nos ciliados em sua forma epibionte (4,58 +0,75 x 10° bactérias Individuo
" hora™') quando comparada a do protozoario em sua forma livre-natante (3,45
+0,64 x 10% bact. Ind.”" h*'). Por outro lado, nos cladoceros (Figura 17) que
carregavam protozoarios em sua carapaga a ingestdo média de bactérias foi
menor (2,55 +0,50 x 10%bact. Ind.”" h-') quando comparada a taxa aos cladoceros
sem epibiontes (3,14 0,59 x 10° bact. Ind.”* h'"). A tabela de valores contendo
as espécies de claddceros analisadas, com e sem epibiontes aderidos e as taxas

de ingestao dos cladéceros e do protozoario encontram-se no apéndice.

Taxa de ingestdo de bactérias (.103)
(bact.ind'.h")
= N w S (9] (o)}

o

Zoodide epibionte Zoodide natante

E. pygmaeum

Figura 16. Bacterivoria pelo protozoario E. pygmaeum em sua forma epibionte e livre-
natante; bactérias ingeridas por individuo apds 30 min de incubacgao.
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Figura 17. Bacterivoria por cladéceros com e sem infestacédo por epibiontes; bactérias
(x 10%) ingeridas por individuo apos 30 min de incubagéo.

Comparando-se o consumo médio de bactérias entre os claddceros
com e sem epibiontes (ANOVA, p = 0,000009) e as espécies analisadas
(ANOVA, p = 0,000024), observa-se que ha diferenca significativa entre
cladoceros com e sem epibiontes. Existe também diferenga significativa entre as
espécies de claddéceros estudadas, e ndo ha diferenca significativa entre a
interacéo fator A e fator B (ANOVA, p = 0,404148), ou seja, ndo ha diferenca
significativa entre a relagcéo cladoceros com e sem epibiontes e as espécies de
cladoceros. O Grafico de efeitos (Figura 18) mostra o consumo médio de
bactérias pelo cladéceros com e sem epibiontes nas 3 espécies analisadas. Pelo
grafico pode-se observar um menor consumo de bactérias por B. deitersi e um
maior consumo por D. ambigua, quando comparados entre as 3 espécies
estudadas, tanto nos cladéceros com epibiontes como também nos claddceros

sem epibiontes aderidos.



66

Grafico de Efeitos

Cladocero = com epi Cladocero = sem epi

400

350

300

No_bacterias

250

200

Figura 18. Gréfico de efeitos gerado pela ANOVA ao analisarmos o consumo médio de
bactérias pelas trés espécies de cladoceros estudadas (B. deitersi, D. ambigua e M
micrura) com e sem a presenca do epibionte E. pygmaeum. No_bacterias = Numero de
bactérias ingeridas (103). Epi = epibiontes

Comparando-se o consumo de bactérias pelo protozoario, em sua
forma epibionte e a livre-natante (ANOVA, p = 0,00027), observa-se que ha
diferenga significativa entre elas. O grafico de efeito (Figura 19) mostra
claramente um maior numero de bactérias consumidas pela espécie de
protozoario estudada em sua forma epibionte. Ao testarmos se a presencga do
protozoario epibionte influencia no consumo de bactérias por parte dos
cladéceros (ANOVA, p = 0,01336), notamos que existe diferenga significativa, ou
seja, o numero médio de bactérias consumidas difere em cladéceros com e sem

epibiontes (Figura 20).
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Figura 19. Gréfico de efeitos gerado pela ANOVA ao compararmos se ha diferenca
significativa no consumo de bactérias entre a forma epibionte e a forma livre-natante do
protozoario E. pygmaeum. No grafico, eixo x, 1 = E. pygmaeum em sua forma epibionte
e 2 = E. pygmaeum em sua forma livre-natante; eixo y, bactérias = numero de bactérias
consumidas x 10.
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Figura 20. Grafico de efeitos gerado pela ANOVA ao testarmos se a epibiose (ou seja,
a presenca de epibiontes sobre o corpo dos cladéceros) influencia significamente o
consumo de bactérias.
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7 DISCUSSAO

7.1 DENSIDADE DE BACTERIAS

A densidade bacteriana encontrada no reservatorio do Monjolinho
no ano de 2016 (3 x 108 cel. mL" ) estd acima do obtido por Regali-Seleghim
(2001) que obteve densidade variando de 2,3 a 18 x 10%cel. mL™", sendo o valor
médio anual de 5,8 x 10° cel. mL-'. No entanto, o valor observado no presente
estudo foi proximo ao valor encontrado por Hisatugo (2012), que obteve como
média anual de 4,7 106 cel. mL™" (+2,3 x 108 cel. mL-"), de acordo com a autora,
este fato sugere que o aumento da densidade bacteriana no reservatério pode
estar relacionado com um grau de trofia no sistema. Embora se observe uma
tendéncia de sistemas com maior grau de trofia apresentarem alta produtividade
bacteriana, esta deve ser contrabalangada por outros fatores, como a predacéo.
No reservatério do Monjolinho, as comunidades bacterianas sofrem pressao de
predacao nado apenas por nanoflagelados heterotréficos, mas também pelo
zooplancton local (REGALI-SELEGHIM, 2001; HISATUGO et al., 2014b). A
pressao sofrida pelas bactérias pode ser evidenciada pelo predominio de
bactérias com morfotipo celular bacilar, uma vez que sob pressao de predadores,
as bactérias tendem a modificar seu formato em resposta a predacéo (JURGENS
et al., 1999) e alongar seu comprimento, tornando-se bacilares (RACY, 2004;
2005). Em estudos anteriores, Hisatugo (2012) obteve resultados semelhantes
e atribuiu as maiores densidade de bacilos ao aumento das pressdes de

predadores.

7.2 COMUNIDADE ZOOPLANCTONICA

7.2.1 Densidade de rotiferos

Dentre os grupos de organismos zooplancténicos presentes no

reservatorio do Monjolinho, os rotiferos foram os dominantes numericamente.
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Eles sao frequentemente dominantes na maioria dos ambientes aquaticos do
Brasil, tanto em abundancia quanto em biomassa. Coelho-Botelho (2003)
associa a dominancia de rotiferos (animais de pequeno porte) no plancton com
tendéncia a eutrofia. Em ambientes oligotroficos, mais caracterizados por uma
elevada transparéncia da agua, baixas concentragdes de clorofila-a devido a
reducdo da biomassa fitoplanctdnica, e baixa disponibilidade de nutrientes,
ocorre uma predominancia de zooplancton de grande porte, como os copépodos
calandides e os cladéceros (CUTOLO, 1998).

De acordo com Nogueira e Matsumura-Tundisi (1996), a
dominancia e elevada abundancia dos rotiferos em ambientes tropicais e
subtropicais também esta provavelmente associada ao ciclo biolégico de menor
duragéo destes organismos, que atingem a maturidade mais cedo e apresentam
taxas de reposigao mais rapidas que a dos microcrustaceos, principalmente em
reservatorios pequenos e rasos como € o caso no Monjolinho (HISATUGO,
2012). Por serem organismos oportunistas, adaptam-se com facilidade as
mudangas das condi¢gdes ambientais e, assim, dificiimente se encontra um
padrao constante de composi¢cdo e ocorréncia de espécies no espago e no
tempo (RODRIGUEZ e MATSUMURA-TUNDISI, 2000).

A dominéncia de algumas espécies e a sua associagao com o grau
de trofia do ambiente ja foi apresentada por diversos autores (MATSUMURA-
TUNDISI et al., 1990). Espécies como Brachionus calyciflorus, Filinia longiseta,
registradas neste trabalho, s&o potenciais indicadoras de eutrofizagcédo
(SERAFIM-JUNIOR et al., 2010), assim como Keratella cochlearis, cuja
presenca, como uma das espécies mais abundantes, indica um ambiente mais

eutrofizado.

7.2.2 Densidade de cladéceros

A densidade de claddceros encontrada ficou acima da obtida por
alguns autores da literatura em reservatérios brasileiros (RAMOS et al., 2008).

Em comparagao com os outros grupos, a densidade de claddceros foi préoxima a
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de copépodos e menor quando comparada a de rotiferos. A competicao de
cladéceros principalmente com rotiferos pode ser um fator regulador das
populagdes de claddceros no reservatério do Monjolinho, pois tanto claddceros
quanto rotiferos sado animais essencialmente filtradores e competem pelo
consumo de algas, bactérias e detritos (GILBERT, 1985). Fatores bioldgicos
como a competicdo, intensidade de predacdo e composicao fitoplancténica
exercem influéncia sobre a estrutura das comunidades zooplancténicas,
refletindo seus efeitos no niumero de espécies e tamanho dos organismos.
Dentre os trés fatores bioldgicos citados, a epibiose afeta diretamente dois deles:
a competicao é afetada tanto no que diz respeito a concorréncia por alimento
entre epibionte e basibionte, como também entre basibiontes; quanto a
intensidade de predacao, a epibiose pode afetar o hospedeiro, dificultando seu
escape, bem como dificultando sua natacdo, contribuindo para a menor

densidade dos organismos afetados.

A baixa riqueza de espécies de claddceros é caracteristica comum
em reservatorios e pode estar relacionada a baixa estabilidade, devido aos
mecanismos de funcionamento e por apresentar uma menor quantidade de
habitats quando comparados a outros ambientes Iénticos (PIYASIRI e
JAYAKODY, 1991). A baixa diversidade de dafinideos parece ser uma
caracteristica marcante das comunidades de cladéceros em sistemas tropicais,
tanto oligotroficos quanto eutréficos. Matsumura-Tundisi (1984, 1989) encontrou
apenas 10 espécies de crustaceos na lagoa do Bispo (D. Helvécio), no Parque
Estadual do Rio Doce — MG, e relatou apenas trés espécies do género Daphnia
para todos os sistemas de agua doce do Brasil, onde Diaphanosoma spp., Moina

spp. € Bosmina sp. sdo os géneros de claddceros dominantes.

Pinto-Coelho (2005) associa a baixa diversidade de crustaceos
zooplanctdnicos encontrada nos reservatorios tropicais do Brasil a predacao de
peixes e a biogeografia. A geomorfologia e a geografia da América do Sul podem
ter resultado no isolamento geogréfico e influenciado na histéria da colonizagao

das espécies.

Observamos 8 espécies diferentes de cladéceros com tamanho

que variou de 0,20 a 2,00 mm. Houve predominio de espécies menores como B.
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deitersi, B. hagmanni e B. longirostris. A predominancia de organismos de
pequeno porte, como rotiferos e pequenos cladoceros, esta associada a
predacao por parte de peixes planctivoros, como o lambari (Astianax fasciatus),
que ocorre neste sistema e que pode selecionar as espécies de maior porte de
Cladocera e Copepoda (NOGUEIRA e MATSUMURA-TUNDISI, 1996). A
predacao destes organismos maiores sobre os cladoceros também explica a

menor densidade de Cladocera no estudo.

Bosminposis deitersi € uma espécie de ampla distribuicdo em
aguas tropicais e Bosmina longirostris demonstra ter preferéncia diversa quanto
a trofia do meio aquatico (CUTOLO, 1998). Moina € um possivel género
indicador de poluicdo, M. minuta parece ser predominante em ambientes oligo-
mesotroficos, enquanto M. micrura € mais caracteristica de ambientes poluidos,
turbidos e altamente eutréficos (ROCHA e GUNTZEL, 1999). Ambas espécies

de Moina foram observadas, sendo M. micrura mais abundante.

7.2.3 Densidade de copépodos

As densidades de copépodes encontradas no reservatoério ficaram
abaixo das obtidas em reservatdérios brasileiros (RAMOS et al., 2008). Como 100
% das espécies de copépodos encontradas possuem habito alimentar algivoro,
sendo duas também predadoras e uma detritivora; a escassez dessas especies,
pode estar relacionada com a baixa disponibilidade de alimento.

As variaveis como tempo de residéncia da agua, turbuléncia e
presenca de macronutrientes, além dos fatores climaticos, exercem forte
pressdo de selegdo sobre a comunidade plancténica (NOGUEIRA, 1990). A
baixa densidade de copépodos (apenas 3 espécies durante o periodo de
estudo), assim como de claddceros, pode ser explicada por caracteristicas do
reservatorio do Monjolinho, como a instabilidade e homogeneidade, que
permitem a predominancia de grupos zooplancténicos com um ciclo de vida mais
curto, como os rotiferos (REGALI-SELEGHIM e GODINHO, 2004). A densidade

de rotiferos, cladoceros e copépodos no nosso trabalho corroboram esta
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hipotese; sendo os rotiferos (ciclo de vida curto) os mais abundantes e os

copépodos (ciclo de vida mais longo dentre os trés) os menos abundantes.

Outra teoria que explica as menores abundéncias de organismos
zooplanctdnicos de grande porte, € a ocorréncia de intensa predagao por peixes
planctivoros, que selecionam presas maiores de zooplancton, provocando
modificacdes na estrutura da comunidade, induzindo a dominancia de formas
menores (OKANO, 1994; NOGUEIRA e MATSUMURA-TUNDISI, 1996). E
importante lembrar que nauplios ndo foram quantificados e que a abundéancia de
copépodes corresponde apenas as formas adultas destes organismos. Por
serem de grande porte, os adultos sdao mais selecionados como presa de
organismos maiores, diminuindo a densidade de copépodes adultos em
decorréncia desta predacédo (PINTO-COELHO, 2005).

A composigao zooplanctbnica encontrada neste estudo foi
semelhante as espécies de rotiferos, cladéceros e copépodos relatadas por
Regali-Seleghim e Godinho (2004) e Hisatugo (2012), entretanto a diversidade
de espécies encontrada foi menor quando comparada aos estudos citados, isso
se deve provavelmente ao levantamento apenas de um periodo a cada ano deste

trabalho e nao anualmente.

7.3 TEMPORALIDADE DA OCORRENCIA DE EPIBIONTES

A ocorréncia de E. pygmaeum no final da estacédo seca (julho e
agosto) do ano de 2016 e agosto, setembro e outubro de 2017 pode estar
relacionada com o aumento do suprimento de alimentos para os diferentes
componentes da cadeia alimentar. Regali-Seleghim e Godinho (2004) relataram
em seu trabalho que a populacéo de epibiontes segue o aumento da densidade
bacteriana no periodo de floragéo algal, e também esta associada as densidades
altas de zooplancton, possivelmente devido ao aumento da superficie de
adesao. A epibiose permite o crescimento normal das popula¢des hospedeiras
quando presente, mas nao em infestagcdes severas. A alta incidéncia de

infestagdo pode ser um agente de controle direto e / ou indireto que influencia a
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sucessdo sazonal das populagbes zooplancténicas (REGALI-SELEGHIM e
GODINHO, 2004).

7.4 DENSIDADE DE EPIBIONTES

O epibionte E. pygmaeum foi encontrado em uma variedade de
organismos zooplanctdnicos em diversos estagios de vida, entretanto parece
haver alguma preferéncia em relagdo aos cladéceros. Tanto no ano de 2016,
com 75% de infestacdo, como no ano de 2017, com 42,5%, os cladoceros
tiveram maior infestacao infestacdo por epibiontes, enquanto apenas 7,14% e
5% em copépodos carregavam epibiontes e 5% em rotiferos apenas no ano de
2017. Bickel et al. (2012) ao estudar epibiose por Epistylis sp em nove lagos da
Alemanha, observaram baixo grau de especificidade do hospedeiro que
colonizou copépodos e cladoceros, entretanto notaram diferengas na ocorréncia
de epibiontes entre as espécies de zooplancton no mesmo lago, e entre os
diferentes lagos para as mesmas espécies de zooplancton. Como cladéceros e
copépodos sao cobertos por carapaga quitinosa, € pouco provavel que a
diferenca de prevaléncia seja resultado de diferengas na quimica de superficie
corporal. Em experimentos de laboratério, Gilbert e Shroder (2003) mostraram
que E. pygmaeum aderia preferencialmente a algumas espécies de zooplancton,

mas outras ndo, mas a causa permaneceu desconhecida.

Em um estudo realizado por Bozkurt e Genc (2009), no qual
relataram pela primeira vez a presenca de Epistylis sp sobre o zooplancton do
Rio Asi, na Turquia, foi registrado a ocorréncia deste epibionte em apenas 2 dos
58 taxa encontrados de rotifera. Segundo estes autores, os organismos maiores
sao alvos mais faceis para os epibiontes, quando comparados aos menores,
mesmo que estes sejam mais abundantes. Seleghim e Godinho (2004 ) alegaram
que a infestacdo esta associada a superficie corporal disponivel para adesao
oferecida por cada grupo (tamanho do hospedeiro e area disponivel) e também
com a duracdo dos seus instares. Além disso, de acordo com Threlkeld et al.

(1993), a relagao positiva entre a carga de infestagdo e o tamanho corporal do
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organismo pode ser explicada, pois, 0s organismos maiores sao alvos mais

faceis para epibiontes passivamente e aleatoriamente dispersos.

Nas amostras ambientais deste estudo, Epistylis foi encontrado
mais comumente em individuos adultos do zoopléancton, fato ja observado por
Sherman e Schaner (1965). Esses autores declararam que a falta de Epistylis
nos estagios mais jovens de copépodos poderia ser devido a ecdise, o que

efetivamente remove os epibiontes que estavam presos a exuvia.

7.5 SITIOS DE LOCALIZAGAO DOS EPIBIONTES NOS ORGANISMOS ZOOPLANCTONICOS

A escolha dos sitios de localizagdo no corpo do basibionte
normalmente nao ocorre de forma aleatéria e sim determinada pelas
necessidades ecoldgicas do epibionte, bem como pelo comportamento, biologia
e fisiologia do basibionte. Os peritriqueos epibiontes tendem a colonizar com
maior frequéncia regides expostas a um maior suprimento de oxigénio e
alimento, e que fornegam protecdo contra danos mecanicos causados pela
movimentagdo dos hospedeiros (COOK et al.,, 1998; DIAS et al., 2009;
HANAMURA, 2000; REGALI-SELEGHIM e GODINHO, 2004; UTZ e COATS,
2005). Ao colonizarem a superficie de basibiontes com corpos segmentados, tal
como crustaceos, os peritriqueos tendem a se estabelecer em regides de baixa
mobilidade como o cefalotérax e o abdémen (UTZ e COATS, 2005), com maior
aderéncia e oxigenacdo como antenas, anténulas e pereiépodes (MAYEN-
ESTRADA e ALADRO-LUBEL, 2002), e sujeitas a menor abrasdo durante a
movimentagao do basibionte como a regido ventral em anfipodes (FERNANDEZ-
LEBORANS et al. 2006). Em nosso estudo, foi observada colonizagdo diferencial
entre os sitios, apesar da ocorréncia de peritriqueos epibiontes em praticamente
todas as regides do corpo dos claddceros. A distribuicdo esteve mais
concentrada em sitios situados na regido dorsal inferior, que pode estar
relacionada a baixa mobilidade e pode sugerir determinada prote¢ao a raspagem
ou friccdo por parte do basibionte. J& o segundo sitio de localizagdo mais

ocupado, a regido da cabeca, que engloba as anténulas e antenas, ha
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controvérsias em relagdo a vantagem ou desvantagem da fixagao neste local. O
movimento da agua realizado através dos apéndices pode fornecer um maior
suprimento de oxigénio e alimento, por outro lado, os epibiontes podem ser
perdidos através do desgaste causado pelos movimentos destes apéndices
(REGALI-SELEGHIM e GODINHO, 2004). De acordo com Green (1974), o
movimento frequente da antena do hospedeiro interrompe a alimentagdo dos

peritriquios epibiontes, pois causa a contracdo dos zooides.

No claddcero B. deitersi a regiao mais infestada por epibiontes foi
a regiao ventral. Dias et al. (2009) ao estudar sitios de localizagao de protistas
peritriquios epibiontes sobre ninfas de Kempnyia klapalek encontrou Epistylis sp.
localizados predominante na regido ventral e relacionou a colonizagéo
preferencial em locais mais oxigenados e com menor atrito, tal como relatados
por outros estudos (ROBERTS e CHUBB, 1998; DIAS et al., 2007; DIAS et al.,
2009).

As associacbes epibidticas podem modificar as interagdes do
basibionte com o meio em que ele vive, atuando como agente controlador da
populagao de hospedeiros, comprometendo a sua fecundidade e sobrevivéncia
(GILBERT e SCHRODER, 2003; HENEBRY e RIDGEWAY, 1979; WAHL, 1989;
WAHL et al. 1997). A elevada intensidade de infestacdo, em alguns casos, pode
reduzir a velocidade de locomog¢ao do cladocero, devido ao aumento da
superficie de atrito com a agua e do sobrepeso. A presenca de formas coloniais,
pode aumentar a visibilidade do basibionte aos predadores tornando-os mais

susceptiveis a predagao.

7.6 SOBREVIVENCIA DOS CLADOCEROS

No que se refere a sobrevivéncia do basibionte na presenca ou
auséncia do epibionte, para D. ambigua (espécie de maior porte), a influéncia do
epibionte parece ter sido menor quando comparada a B. hagmanni (espécie de
porte pequeno). Esta diferenga pode ser observada pela analise estatistica para
a espécie maior, logo nos primeiros dias de experimento. Nao havia diferencga

significativa entre as dafinias com e sem epibiontes, entretanto, para a espécie
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de menor porte, houve diferenga significativa logo nos primeiros 2 dois dias de
experimento. Em ambientes naturais, os ciliados epibiontes raramente causam
a morte de seus basibiontes, mas podem causar doengas provenientes das
incrustacdes superficiais e das altas infestagoes, tipicamente sob condicdes
estressantes (LIGHTNER, 1996). Essa influéncia, embora ndo leve a obito o

basibionte, afeta indiretamente a sua sobrevivéncia.

O teste de sobrevivéncia dos claddceros teve duragao de 5 dias,
pois, apos este periodo, 100% da metade dos organismos testados morreu, tanto
dos claddceros com epibiontes aderidos quanto aqueles sem, mesmo tendo
fatores como fotoperiodo, temperatura e alimentacdo controlados. Tendo a
morte dos individuos ocorrido tanto com basibiontes com epibiontes, como sem,
o alto indice de o6bito dos individuos parece estar mais relacionado a qualidade

da agua de cultivo, do que a epibiose propriamente dita.

Uma outra forma da epibiose afetar a sobrevivéncia do basibionte
no ambiente € que, os adultos fortemente infestados podem ter um maior risco
de predacao do que os menos infestados ou sem infestacao de epibiontes, uma
vez que os epibiontes aumentam o tamanho aparente dos individuos e os tornam
visiveis aos peixes predadores. Willey et al. (1990) demonstraram que a
prevaléncia de Colacium vesiculosum em Daphnia spp. foi significativamente
menor nos tanques experimentais que continham peixes comparados aos
tanques de controle, sugerindo que os epibiontes tornaram o hospedeiro mais
suscetivel a predacédo, aumentando o tamanho e o contraste do mesmo. Além
disso, os epibiontes podem afetar o comportamento de natagdo e os movimentos
de escape, aumentando as forcas de arrasto e tornando os hospedeiros também
mais suscetiveis aos peixes (WILLEY et al., 1990; CHIAVELLI et al., 1993).

7.7 TAXA DE DESPRENDIMENTO DO EPIBIONTE

O comportamento do epibionte referente ao seu vertiginoso
desprendimento apos a morte do basibionte sugere que o epibionte possui a
capacidade de detectar rapidamente uma alteracdo na condigcao do hospedeiro,

que faz com que a adesdo nado seja mais vantajosa. Utz e Coats (2005)
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sugeriram que alguns sinais quimicos ou elétricos podem percorrer a haste do
epibionte até o zoodide. Alteracdes deste tipo podem ocorrer durante a ecdise ou
apos a morte do cladécero e desencadear o desprendimento. Neste estudo, o
numero de epibiontes aderidos aos claddceros diminuiu exponencialmente apos
sua morte. Em experimento realizado por Bickel et al. (2012) com Epistylis sp. e
o0 copépodo calandida Eudiaptomus gracilis este mesmo comportamento foi
observado, também no ciliado marinho Zoothamnium intermedium que se
desprendeu dos copépodos calanoides Acartia tonsa e Eurytemora affinis (UTZ,
2008). Os epibiontes em nosso estudo tiveram uma "meia-vida" de separagéo
de 10 min; isto €, cerca de 50% dos epibiontes se separaram dentro de 10 min
apo6s a morte do hospedeiro e 98% se destacaram dentro de 30 min, intervalo de
tempo bem préximo ao observado por Bickel et al. (2012), que relataram meia-
vida de 5 min. Em contraste, Z. intermedium desprendeu-se com uma taxa muito
mais baixa: 50 e 90% apds 3 e 7 h apds a morte do hospedeiro, respectivamente
(UTZ, 2008).

Gilbert e Shroder (2003) observaram dois padrées de natagao
distintos entre os diferentes estagios de vida de E. pygmaeum na sua forma
movel: (1) zodides separados nadando lentamente em um padréao circular, e (Il)
telotroquios rapidos e de natagao erratica. Eles sugeriram que Epistylis possui a
capacidade de alternar entre as duas formas. No nosso estudo também
observamos os dois tipos celulares e seus respectivos padrdées de natacéo,
sendo os zodides livre-natantes os primeiros a se desprenderem do hospedeiro
e posteriormente os telotroquios. Bickel et al. (2012) descreve uma diferenga
temporal entre a ocorréncia das duas formas natantes, e atribui este ocorrido
como resultado do tempo necessario para mudangas fisiolégicas durante a
transformacdo da forma séssil para zodide livre e/ou telotroquio. Nossos
resultados corroboram essa afirmagdo, uma vez que o desprendimento da
maioria dos zooides livre-natantes ocorreu nos primeiros minutos e o
desprendimento dos telotroquios foi observado posteriormente, apds a

transformacao de suas células.

A existéncia de dois tipos de células moveis e a possibilidade de
transformacdo é importante para a espécie, pois sugere-se que a forma de
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telotroquio de natagao rapida n&o se alimenta e funciona principalmente como
uma maneira de encontrar novos sitios (hosts), enquanto que o zodide lento e
de natacgao livre pode se alimentar e se reproduzir, permitindo que as populacdes
persistam quando os hospedeiros so raros (GILBERT e SHRODER , 2003).

Quanto a diferenciagdo celular em E. pygmaeum, assim como
pesquisas com outras espécies peritriquidas (NENNINGER, 1948; GUHL, 1979),
mostraram que os zodides sésseis podem produzir telotroquios (via 3 da Figura
1, via transformacgao ou divisdo celular) e zodides livre-natantes (via 2 da Figura
1, via desprendimento ou divisdo celular). Nosso estudo demonstrou que os
zoolides sésseis de E. pygmaeum também produzem os dois tipos de células

moveis observadas nas populacdes desta espécie.

Segundo Matthes e Scheubel (1970), zodides sésseis de Epistylis
galea podem se transformar diretamente em telotréquios, ja Guhl (1979) afirma
que a formacéao do telotroquio € precedida por uma divisao celular. Neste estudo
observamos que os telotréquios de E. pygmaeum podem ter origem da
diferenciagao celular das células sésseis (via transformacao), ndo havendo

necessidade da divisao celular.

E provavel que apenas telotréquios possam se ligar aos
hospedeiros e metamorfosear em zodides sésseis, entretanto, Gilbert e Schroder
(2003) relataram a possibilidade de que zodides livre-natantes também possam
fazer o mesmo. A capacidade de E. pygmaeum para se reproduzir como células
moveis e de vida livre deve facilitar muito a dispersdo e a manutencédo da
populagado, especialmente se os hospedeiros forem raros. Se um telotréquio
produzido a partir de um zodide séssil ndo conseguir localizar um hospedeiro,
ele pode se transformar em um zodide livre-natante que pode se alimentar e se
multiplicar para produzir tanto zooides livre-natantes como telotréquios. Desta
forma, uma populacao de vida livre poderia crescer e produzir periodicamente

telotroquios para localizagao e colonizagao do hospedeiro.
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7.8 TAXA DE COLONIZAGAO/LIGAGAO DO EPIBIONTE

A localizagdo do protozoario no hospedeiro € especifica e n&o
aleatéria. Os motivos da especificidade dos protozoarios para os locais de
colonizacdo em seus hospedeiros sao diversos e estdo principalmente
relacionados aos habitos do hospedeiro. As correntes de agua formadas pelos
hospedeiros que transportam particulas de alimentos sdo amplamente
exploradas pelos epibiontes (MORADO e SMALL, 1995). Observamos o inicio
da colonizagdo em D. ambigua ocorrer em um intervalo de tempo menor, quando
comparada a B. hagmanni. Uma das razdes para a infestagdo em animais
maiores € o tamanho da carapaca, que serve como substrato para o epibionte,
com mais area superficial disponivel para fixacdo (OVERSTREET, 1983), além
disso, com areas maiores, o encontro do epibionte ao substrato para fixagao é

dedutivamente facilitado e mais rapido.

Com relagao ao local de colonizagao, observamos com frequéncia
a colonizagao tendo inicio na regido dorsal em D. ambigua e na maioria das B.
hagmanni também na regido dorsal. Posteriormente, outras regides também
foram colonizadas, o que sugere que os protozoarios, além de distinguir, sdo
capazes de selecionar o local da fixacdo, o que reforca a ideia de que a

colonizacdo nao é meramente ocasional.

De acordo com literatura, os epibiontes fixam-se aos locais no
hospedeiro onde as chances de obter alimentos sdo maiores. E. pygmaeum foi
observado em toda carapaga dos cladéceros, com alguns sitios de localizagéo
favoritos, mas nao colonizou o pés-abdomen de nenhum deles, sugerindo que a
fixagdo necessita de um substrato mais duro e/ou menos flexivel. Além disso, a
colonizagdo preferencial observada em E. pygmaeum nao demonstrou,
aparentemente, estar relacionada a disponibilidade de alimentos, mas pode
estar relacionada ao tipo de superficie, e a mobilidade das partes do corpo do
hospedeiro. A baixa intensidade de infestagao nas antenas, que sédo usadas pelo
claddceros para natacéo e alimentagao, prova que os epibiontes sdo capazes de
se ligarem a essas partes do corpo, principalmente em grandes infestacoes, e
podem crescer, mas raramente formam col6nias. A baixa densidade de coldnias

nas partes méveis indica que sdo mais dificeis de serem colonizadas quando
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comparadas ao dorso ou ventre, e também podem se desprender devido ao atrito
( RAJABUNIZAL e RAMANIBAI, 2011).

7.9 SELEGAO DE HOSPEDEIROS (BASIBIONTES) PELOS EPIBIONTES

A colonizagdo do basibionte geralmente acontece ao acaso,
entretanto, observavou-se que E. pygmaeum é capaz de escolher, o basibionte
durante o processo de colonizagao. Além do hospedeiro, a fixagdo das células
moveis parece ser controlada pelo reconhecimento de alguma
propriedade/caracteristica da superficie que pode estimular ou inibir a fixagao.
Os experimentos de selegdo de hospedeiro demonstraram que E. pygmaeum
pode se ligar a uma variedade de organismos do zooplancton, em especial
cladéceros. As células méveis de E. pygmaeum estabeleceram-se fortemente
em D. ambigua e B. hagmanni e nos sacos ovigeros de copépodos, mas elas
demonstraram ser menos propensas a se instalar na superficie corporal de
copépodos e rotiferos. Dentre as duas espécies testadas houve preferéncia por
D. ambigua quando comparada a B. hagmanni, assim como por claddceros
adultos quando comparados as suas formas jovens. Esta preferéncia observada
pode estar mais relacionada ao tamanho corporal dos individuos hospedeiros e
assim maior superficie disponivel para ligagdo do epibionte; além disso, no
ambiente, constata-se menos cladéceros em suas formas juvenis contendo
epibiontes por sofrem mudas mais frequentemente, abandonando sua carapaca

antiga periodicamente.

Nos experimentos com copépodos verificou-se uma preferéncia
muito forte pelos ovissacos, em todos os testes de selecdo de hospedeiro com
copépodos, tanto ciclopdidas quanto calandidas, os zodides raramente se
ligavam ao corpo dos copépodos. Este fenbmeno ocorreu para adultos,
copepoditos e nauplios, entretanto os zooides se ligaram fortemente aos sacos
ovigeros. O mesmo padréao foi observado nas amostras ambientais. Em apenas
duas ocasides, os zooides foram encontrados no corpo de copépodos, um

individuo de T. decipiens, coletado do ambiente e um calandida N. iheringi do
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teste de ligacdo durante o ultimo dia do experimento, no entanto, os zooides
foram observados ligados ao corpo das fémeas somente quando elas
carregavam sacos ovigeros. Nos experimentos de selecdo de sites e
hospedeiros, as células moveis preferiram se unir somente quando o hospedeiro
deste grupo possuia ovos. Apos a eclosao do ovissaco e liberagao dos nauplios,
0s zooides nao se ligaram ao corpo da fémea e nem aos nauplios. Nenhum
copépodo juvenil testado apresentou zodides sobre sua superficie corporal,

enquanto que 100% dos adultos ovigeros tinham zodides.

Os Copepoda apresentam ciclo de vida com reproducédo sexuada
obrigatéria; os ovos fertilizados eclodem em estagios larvais de vida livre, os
nauplios. Um numero variavel de ovos apds o cruzamento € depositado no
interior de um ovissaco preso ao segmento genital feminino (MELAO, 1999). O
desenvolvimento ocorre inteiramente no plancton, passando por diversos
estagios de desenvolvimento, sofrendo uma ecdise em cada estagio. Do ovo
nasce o0 nauplio que passa por seis instares (nauplios 1, 2, 3, 4, 5 e 6) para se
transformar no estagio de copepodito, que passa também por seis instares (
copepoditos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) atingindo neste ultimo a fase adulta. Apos estas
fases o crescimento cessa e os adultos ndao sofrem mais ecdises (mudas) como
ocorre com os claddceros e outros grupos de crustaceos. As bolsas ovigeras de
copépodos se rompem rapidamente, fornecendo assim um substrato muito mais
temporario que o corpo do crustaceo. Por exemplo, o tempo de desenvolvimento
dos ovos para N. iheringi em cerca de 25 ° C é relatado como sendo cerca de
1,75 dias (OKUMURA, 2011) em contraste, a vida média desses copépodos é
de cerca de 20 dias. Embora Foissner et al. (1999) descrevam E. pygmaeum
como bacterivoro, € provavel que também seja capaz de ingerir pequenas
particulas de matéria organica excretada pelo hospedeiro. Assim, ainda que os
ovissacos dos copépodos fornecam apenas um substrato provisério, eles sao
presos ao seguimento genital feminino e podem estar em um local onde o
alimento é especialmente concentrado. Além do mais, o material que compde os
ovissacos nao é tao quitinoso e rigido quanto o resto do corpo, provavelmente
deve ser de um material mais sujeito ao ataque enzimatico bacteriano e,

portanto, deve possuir mais bactérias na superficie e no entorno.
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Proporcionando, por conseguinte, mais alimento proximo dos zodides de
epibiontes. As particulas de matéria organica do saco sao enriquecidas de
bactérias que pdem servir como alimento para os epibiontes, assim como a

prépria matéria organica particulada.

O comportamento de selegcdo de Epistylis sp no zooplancton
explica o desenvolvimento de zodides com tamanhos diferentes de hastes e
colonias. Os zodides fixados aos ovissacos normalmente sio individuais e
possuem hastes curtas. Provavelmente isso ocorre porque 0s sacos ovigeros
possuem curto tempo de desenvolvimento, portanto, fornecem substrato mas
dao aos zoodides pouco tempo para o desenvolvimento do talo e a divisdo em
colonias. Além disso, pela maior proximidade com as bactérias aderidas a
superficie do saco ovigero e se beneficiando também daquelas que
eventualmente se desprendem do mesmo. Esses organismos podem ser
facilmente interpretados como pertencentes ao género Rhabdostyla (FOISSNER
et al., 1999). Por outro lado, os zooides anexados ao corpo dos cladéceros
adultos tém um substrato mais permanente, pois os adultos geralmente vivem
por mais de uma semana a 25 ° C. Assim, os zooides podem desenvolver hastes
longas e se dividir formando coldnias ramificadas (GILBERT e SCHRODER,
2003).

Durante o trabalho raramente foi observado E. pygmaeum aderido
ao corpo dos rotiferos e, quando presentes, estes carregavam ovos. llustragdes
publicadas por Foissner et al. (1999) que mostram muitos zodides no corpo de
uma fémea de Brachionus adulta, provavelmente B. angularis, mas nenhum no
ovo, contrapdem os dados obtidos por Gilbert e Schréder (2003), que apontaram
uma forte preferéncia de Epistylis pelos ovos de Brachionus. Os resultados do
nosso teste de preferéncia, onde os protozoarios ndo se ligaram aos corpos dos
rotiferos, fato que ocorreu apenas em um exemplar, quando o mesmo
apresentou ovo, reforgam os resultados de Gilbert e Schroder (2003). Além
disso, ainda em seu trabalho eles supdem que as condi¢cbes experimentais
utilizadas podem ter superestimado a tendéncia natural de E. pygmaeum de se
instalar nos locais e taxa menos preferidos (utilizou densidade acima de 50 — 100

cel. mL™"; no nosso trabalho, utilizamos a concentracdo de zooides proximas a
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concentracdo de protozoarios ciliados encontrados no ambiente onde foram
coletados; 7 a 31 ind. mL™"). Ha ainda possibilidade dos rotiferos predarem as
células moveis de E. pygmaeum pois Gilbert cita como exemplo a raridade de
células moveis deste protozoario em uma grande cultura de B. calyciflorus e

associa a grande habilidade do rotifero de ingeri-las.

Os locais (dorso inferior e superior da superficie corporal dos
microcrustaceos) e os hospedeiros (cladoceros adultos) selecionados apontados
no presente trabalho foram frequentemente colonizados mais fortemente e antes
que os outros comecgassem a ser colonizados. A colonizagdo extensiva em
substratos preferidos pode inibir a colonizagdo adicional nesses substratos e
induzir as células moveis a se ligarem também aos locais menos elegidos, pela
falta de espaco disponivel. No meio ambiente, alguns locais escolhidos podem
ser menos propensos a serem fortemente colonizados devido a baixas
densidades de telotroquios ou células livre-natantes ou pela disponibilidade de

sitios e hospedeiros preferidos.

7.10 BACTERIVORIA IN VITRO DE E. pygmaeum E DE CLADOCEROS COM E SEM
EPIBIONTES

A associagdo a um hospedeiro € um comportamento adaptativo
que pode resultar no aumento das taxas de alimentacdo (CHRISTENSEN-
DALSGAARD e FENCHEL, 2003; JONSSON et al., 2004). No entanto, existem
também desvantagens pois restringe o movimento do ciliado e leva-o a
exposicao aos mesmos riscos de predacao experimentados pelo hospedeiro, ou
até mesmo aumenta o risco de predacédo do hospedeiro (WILLEY et al., 1990).
Para epibiontes tais como Epistylis sp, a fixagdo permanente representa um
investimento de energia significativa sob a forma de produgédo de pedunculo.
Utilizando-se do pedunculo para fixagao, ele restringe o movimento do ciliado,
colocando-o em um risco ainda maior do que outros epibiontes moveis como
Trichodina sp. A partir de uma perspectiva custo versus beneficio, ndo é

surpreendente que a taxa de re-ligagcao seja inferior a taxa de desprendimento,
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pois os ciliados tem de ser capaz de escolher cuidadosamente um bom local
para fixagado, mas devem rapidamente abandona-lo sob condi¢gao desfavoravel (
por exemplo, morte do hospedeiro). O investimento consideravel de energia para
a producao do pedunculo e os riscos associados também implica que o ciliado
deve ser capaz de extrair beneficios substanciais para se fixar ao substrato. Um
desses beneficios pode ser a melhoria da eficiéncia alimentar, como

demonstrado em nossos experimentos de bacterivoria.

Assim como em nossos resultados, Bickel et al. (2012) também
encontraram maior ingestdo de bactérias por Epistylis quando associados a
crustaceos. Protozoarios epibiontes aderidos a seus hospedeiros possuem uma
eficiéncia de alimentagdo mais elevada do que sua forma livre-natante. O maior
consumo de bactérias pelos individuos associados oferece um beneficio claro
pela fixagdo epibionte (BICKEL et al., 2012). A cinética de movimento da agua
em pequena escala em torno de um metazoario e suas habilidades na obtengao
de alimento e oxigénio sdo um fator importante na determinagao da distribuigéo
dos epibiontes ciliados no hospedeiro (FERNANDEZ-LEBORANS et al., 2006).
Como o zooplancton se movimenta pela agua, o fluxo da mesma sobre a
superficie do corpo € alta, permitindo que os epibiontes se alimentem a uma taxa

superior.

A alta eficiéncia da bacterivoria dos claddceros esta relacionada a
elevada capacidade de filtracdo destes animais. As diferencas nas taxas médias
de consumo de bactérias entre as espécies de claddéceros estudadas podem ser
explicadas pelo tamanho corporal de cada espécie, B. deitersi possui
comprimento medio de 0,25 mm enquanto que D. ambigua possui cerca de 0,9
mm (ELMOOR-LOUREIRO, 1997).

Em ambientes com altas concentragbes de alimento, organismos
filtradores ingerem alimento até atingir o chamado incipient limiting level, ou seja,
a concentragao maxima de alimento, obtida através da taxa de filtragem maxima.
A partir desta concentragao, eles realizam um ajuste muito preciso da sua taxa
de filtracdo apenas para manter a quantidade de alimentos obtida constante
(KMET e STRASKRABA, 2004). Assim, a eficiéncia de filtracdo desses

organismos € dependente da concentracao de alimento no meio. De acordo com
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Lehman (1976), € um processo 6timo que tende a ser maior em ambientes com
maior abundancia de alimento e menor em ambientes com menor concentracao
de alimento. Em altas infestagdes por epibiontes, a taxa de ingestao de bactérias
pode ser menor nos claddoceros com epibiontes quando comparada a taxa de
ingestdo de seus coespecificos que nado possuem epibiontes, pois além da
concorréncia pelas bactérias disponiveis, com o0s epibiontes também
consumindo bactérias, a concentracio de bacterias disponiveis no meio pode ter

sido menor.

Outro fator que pode ter levado a menor taxa de ingestdo de
bactérias dos cladoceros com epibiontes pode estar relacionado com a
dificuldade de movimentagdo (maior carga carregada e por atrapalharem os

movimento dos apéndices)

Estudos sobre o impacto do grazing realizado por ciliados
plancténicos sao frequentemente focados em espécies de vida livre, enquanto
que o impacto de bacterivoria de epibiontes ciliados ligados ao zooplancton
raramente € medido. A alimentagao seletiva por epibiontes pode influenciar a
composi¢cao da comunidade bacteriana de vida livre. A elevada taxa de ingestao
individual dos epibiontes significa que cada ciliado processa uma grande
quantidade de biomassa bacteriana por dia. Para ciliados, o crescimento pode
se manifestar como producéo de pedinculo e multiplicagdo celular. A medida
que a colbnia epibionte cresce, a propor¢ao de biomassa do pedunculo também
aumenta. A medida que a estrutura do pedunculo cresce, ele move os ciliados
para mais longe da superficie do hospedeiro, 0 que pode ajudar a aumentar a
eficiéncia de alimentacdo pela reducdo da formacao de vortices de pequena
escala perto da superficie (PEPPER et al., 2010).

Em resumo, ciliados epibiontes demonstraram altas taxas de
ingestao individuais, corroborando o favorecimento do mesmo ao se fixar a um
hospedeiro. Embora haja gasto energético e suposta susceptibilidade a
predagcao, ha beneficios. Ja para o hospedeiro, a relacdo € desfavoravel e o
mesmo acaba sendo prejudicado, tanto no que diz respeiro a alimentacéo,
quanto a natagao, podendo afetar também a sua sobrevivéncia, em especial na

presenca de predadores ou na ocorréncia de competicdo. Pesquisas adicionais



87

para a dindmica populacional, pastagem e bioenergética dos epibiontes
ajudariam na compreensao das fungdes ecoldgicas desses organismos, bem
como, entender seu papel na dindmica do ecossistema atuando na comunidade

bacteriana e zooplancténica.
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8 CONCLUSOES

Através deste estudo conclui-se que a epibiose € uma relagao
favoravel para E. pygmaeum, os ciliados epibiontes demostraram altas taxas de
alimentagcao, corroborando o favorecimento dos mesmos ao se fixar a um
hospedeiro, embora haja gasto energético e suposta susceptibilidade a

predacao.

Para o hospedeiro, a relagao é desfavoravel, sendo prejudicado
tanto no que diz respeito a alimentacdo, natagdo, demanda de energia e

sobrevivéncia.

Pesquisas adicionais sobre a dindmica populacional, pastagem e
bioenergética dos epibiontes ajudariam na compreensdo da atuagdo destes

organismos na comunidade bacteriana e zooplanctdnica
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APENDICE A

1 COLETAS PRELIMINARES - TESTE DA
METODOLOGIA/REPRESA DO LOBO

1.1 INTRODUGAO

Epibiose é um tipo de interagdo ecologica facultativa na qual um
organismo, o epibionte, durante uma fase do seu ciclo de vida coloniza a
superficie de um substrato vivo, o basibionte (WAHL, 1989).

Os protozoarios ciliados sido importantes componentes da
microbiota de ecossistemas aquaticos, sdo os principais predadores de bactérias
e também de outros protozoarios, disponibilizando, desta forma, nutrientes para
niveis tréficos mais elevados (DOPHEIDE et al., 2009). Os ciliados pertencentes
a subclasse Peritrichia, Stein 1859 sdo comumente encontrados em ambientes
marinhos e dulcicolas, sendo a maior parte dos representantes desse grupo
bacterivoros e de habito séssil, fixando-se a superficie de substratos vivos ou
inanimados (FOISSNER et al., 1992; VERNI e GUALTIERI, 1997; CABRAL et
al., 2009; DIAS et al., 2010).

No plancton, rotiferos, copépodos, cladéceros e protozoarios
podem ter pequenos organismos epibiontes ou ectobiontes como bactérias,
fungos, algas, protozoarios ou rotiferos aderidos a sua superficie corporal. Varias
espécies de protozoarios pertencentes ao grupo peritriquida, podem ser
encontradas colonizando organismos do zooplancton (REGALI-SELEGHIM e
GODINHO, 2004).

Apesar dos estudos sobre registros de ciliados epibiontes serem
abundantes na literatura, pouco se sabe sobre os aspectos ecologicos desta
relacdo em ecossistemas tropicais (REGALI-SELEGHIM e GODINHO, 2004).
Uma vez que, o zooplancton e protozooplancton desempenham papel
fundamental no fluxo de energia e na ciclagem da matéria nos ambientes

aquaticos, estudar as interagdes entre o zooplancton e o protozooplancton € de
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fundamental importancia para compreender a dindmica destes ecossistemas
(BULUT e SALER, 2017).

1.2 OBJETIVOS

Estudar a relagao entre epibiontes e basibiontes nos ambientes
aquaticos de agua doce e testar a metodologia para os experimentos de
bacterivoria e verificar se a epibiose afeta o potencial bacterivoro dos organismos

envolvidos.

1.3 MATERIAL E METODOS

Zooplancton foi coletado na Represa do Lobo - SP, Brasil, em
outubro de 2015 (realizamos outras coletas na represa nos seguintes periodos:
setembro de 2015, fevereiro de 2016 e abril de 2016, mas apenas nesta coleta
encontramos epibiontes aderidos ao zooplancton). Obtivemos as amostras
através de arrastos verticais e horizontais na coluna d'agua, com uma rede de
plancton cilindrico-cénica, com malha de 68 um, as amostras foram colocadas
em frascos de vidro de 600 mL de capacidade, com tampa de rosca, e
transportados para o laboratério em caixa de isopor. As analises qualitativas
foram realizadas através de microscopio estereoscédpio (Motic, SMZ168) e
microscopio otico (Leica DMLS, aumento de até 1000x). Cladoceros da mesma
espécie (Ceriodaphnia cornuta Sars, 1885 fa rigaudi) com e sem epibiontes
aderidos foram colhidos da amostra de campo e separados para utilizagao nos
testes de bacterivoria.

Os experimentos de bacterivoria foram realizados conforme
descrito no item 5. 9. 1. Preparo das bactérias fluorescentes em Material e
Métodos, utilizando-se bactérias marcadas fluorescentemente (fluorescently
labelled bacteria - FLB). O método para marcag¢ao das bactérias foi baseado na
técnica descrita por Sherr, Sherr e Fallon (1987). O corante utilizado foi o

fluorocromo 5-(4,6-diclorotriazina-2yl) aminofluoresceina (DTAF), incorporado
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por bactérias cultivadas em laboratério (Escherichia coli ATCC 8739). Foram
montados, 6 béqueres contendo em cada um 500 mL de agua do reservatorio
filtrada (3 vezes em rede de 45 pym de abertura de malha). Em 3 béqueres
colocamos em cada um 10 claddceros com epibiontes e nos outros 3 béqueres,

10 cladoceros sem epibiontes

Adicionamos as FLBs na concentragao de 5% do total de bactérias
presentes nos béqueres (previamente estimadas) e incubamos por 30 min, apos
esse periodo o conteudo do béquer foi filtrado e fixado com formol na
concentracgao final de 4%. No momento da contagem das bactérias marcadas,
as amostras foram coradas com DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride), filtradas em membranas pretas de policarbonato de 0,8 ym e

analisadas em microscopio de epifluorescéncia.

1.4 RESULTADOS

Com o intuito de fazer a identificacdo do epibionte, repetimos outra
coleta no mesmo ponto amostral uma semana apds a data da coleta onde
encontramos o0 epibionte, entretanto, ndo encontramos mais exemplares
aderidos ao zooplancton.

Por meio da metodologia testada, conseguimos quantificar as taxas
de ingestao de bactérias tanto do protozoario em sua forma séssil e livre-natante,
como do cladocero com e sem zooides aderidos.

A taxa de ingestdo de bactérias foi maior nos protozoarios ciliados
epibiontes (5,4 x 102 bact.ind'.h-'), quando comparada a dos protozoarios em
sua forma livre-natante (3,9 x 103 bact.ind'.h""). Para os exemplares de C.
cornuta com epibiontes, a taxa de ingestao foi menor (191 x 103 bact.ind".h""),
quando comparada a taxa destes cladoceros sem epibiontes (265 x 102 bact.ind-
T.h).
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1.5 DiscussAo

As técnicas de quantificacdo da bacterivoria por protozoarios e
cladéceros possuem particularidades para cada grupo de organismos; como
tempo de incubacgado, concentragdo de bactérias marcadas, manipulagao dos
individuos, e utilizagdo de um fixador adequado. Com o intuito de testar a
metodologia e o delineamento experimental a ser empregado na quantificagéo
da bacterivoria em cladéceros e protozoarios epibiontes realizamos alguns
experimentos levando em conta dados obtidos na literatura para o tempo
adequado de incubacao.

O aumento na taxa de ingestdo observado nos protozoarios
epibiontes quando comparada a taxa de ingestao das formas livre-natantes pode
estar associado ao aumento dos limites da area onde o organismo pode explorar
ao seu redor.

Por outro lado, nos claddéceros que carregavam protozoarios em
sua carapacga a taxa de ingestao de bactérias foi menor quando comparada com
cladéceros sem epibiontes, a infestacdo por protozoarios pode, entre outros

efeitos, ter dificultado a locomogao dos individuos.
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2 COLETAS PRELIMINARES - TANQUES DE
PISCICULTURA

2.1 INTRODUGAO

O zoopléancton possui papel fundamental na dindmica de um
ecossistema aquatico, atuando como consumidor primario e como elo de ligagéo
entre produtores e consumidores (SIPAUBA-TAVARES et al., 1994; SOARES et
al., 1997). Em decorréncia da elevada produgéo primaria em tanques utilizados
para criacdo de peixes, resultante da alta taxa de nutrientes disponiveis, ha o
incremento da produtividade biolégica nos demais niveis da cadeia alimentar
(O’BRIEN, 1990).

Na piscicultura, a producgao de plancton é um fator importante, uma
vez que constitui o alimento mais adequado para alevinos e peixes jovens. A
presenga destes organismos na rede tréfica pode permitir melhor
desenvolvimento de peixes nas fases iniciais de vida (NEGREIROS et al., 2009).

Algumas espécies do plancton podem estar relacionadas com
doencas em peixes, sendo que os ectoparasitos sao o0s principais responsaveis
por provocar enfermidades na piscicultura de agua doce (MORAES e MARTINS,
2004). O protozoario peritriquida Epistylis sp. merece atengao, pois coloniza uma
ampla gama de organismos aquaticos e também é encontrado no tegumento e
branquias de peixes, podendo ser visto em todas as espécies de peixes de agua
doce (PAVANELLI et al., 2013; PADUA et al., 2013) e sua presenca geralmente
esta relacionada a infecgdes bacterianas (MARTINS et al., 2015), caracterizando

a doencga denominada epistiliase.

2.2 OBJETIVOS

Os tanques de piscicultura, por se tratarem de ambientes ricos em

nutrientes, supbe-se que também sdo ambientes propicios para o
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desenvolvimento do plancton: claddceros, copépodos, rotiferos e protozoarios
dentre eles, protozoarios epibiontes, importantes como indicadores ecolégicos e
também por abrangir um dos responsaveis pela epistiliase, doengca que acomete
peixes de agua doce, que afeta o cultivo, o equilibrio do ambiente e pode causar
prejuizos financeiros ao aquicultor. O objetivo deste trabalho foi buscar
epibiontes nas amostras protozooplancténicas dos tanques de duas pisciculturas

existentes na cidade de Sao Carlos.

2.3 MATERIAL E METODOS

Para tentar obter organismos zooplancténicos com protozoarios
epibiontes aderidos fizemos oito coletas em duas pisciculturas localizadas na
cidade de Sado Carlos — SP, Brasil. Sendo duas no periodo seco (abril a
setembro) e duas no periodo chuvoso (outubro a margo). Na piscicultura Orlagos
realizamos as coletas em novembro de 2015, janeiro de 2016, maio de 2016 e
junho de 2016. Na piscicultura Sdo Matheus as coletas foram feitas duas em
mar¢o de 2016, julho de 2016 e agosto de 2016

As coletas para amostras qualitativas foram feitas através de
arrastos horizontais no comprimento do viveiro, na camada subsuperficial da
agua, com uma rede de plancton cilindrico-cénica, com malha de 20 ym. As
amostras foram colocadas em frascos de vidro de 600 mL de capacidade, com

tampa de rosca, e transportados para o laboratdrio em caixa de isopor.

Buscamos a presenca de epibiontes nas amostras através da
analise de toda amostra, com o auxilio de microscopio estereoscépio (Motic,
SMZ168) e microscépio o6tico (Leica DMLS, aumento de até 1000x).

Na piscicultura Orlagos foram analisadas 3 amostras de cada
coleta. Duas de viveiros escavados forrados com lona, sem contato direto do
solo com a agua, de aproximadamente 12 m?3 utilizados para cultivo de peixes
ornamentais de pequeno porte e uma de um reservatorio maior com

aproximadamente 10000 m? utilizados para criagdo de tilapias.
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Na piscicultura Sdo Matheus foram analisadas 7 amostras de cada
coleta. Compreendendo diversos tipos de tanque, sendo dois de alvenaria com
criagdo de peixes ornamentais, um para criagao de tartarugas, dois viveiros
escavados sem o forro de lona, utilizados para cultivo de peixes e macrofitas e

dois lagos artificiais com peixes.

2.4 RESULTADOS

De todas as amostras obtidas nas duas pisciculturas estudadas em
nenhuma delas observamos a presenca de epibiontes, tanto na época seca
como na chuvosa. Dentre os grupos plancténicos obervados nas amostras,
encontramos poucos claddceros e copépodos, € uma grande quantidade de
rotiferos e protozoarios. Observamos que o zooplancton se apresentava na

maioria das coletas ainda que pouco, diverso.

2.5 DiscussAo

A abundéancia maior para o grupo Rotifera, seguido por Copepoda
e Cladocera € um padrao em tanques de piscicultura e € caracteristico de
espécies com tempos de geracgao curtos e rotatividade rapida, como rotiferos e
pequenos cladoceros. De acordo com Roche e Rocha (2005), a presenga de
peixes geralmente reduz a abundancia do zooplancton maior, especialmente os
cladéceros, favorecendo o aumento do zooplancton de menor tamanho, como
rotiferos. As espécies maiores (como Daphnia) podem ser fortemente
selecionadas como alimento por peixes. No entanto, a presenca de peixes que
se alimentam por filtracdo pode levar a um aumento de copépodos, cujo
mecanismo de escape € bem desenvolvido, fato que poderia suprimir os rotiferos
(NEGREIROS et al., 2009).

Diferente da ideia inicial de que os tanques de piscicultuta séo
ambientes com grande densidade de zooplancton devido a grande quantidade e
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riqueza de nutrientes, na pratica, observou-se uma baixa densidade de

claddceros e copépodes.

Diante da auséncia de epibiontes e da baixa densidade de
cladoceros e copépodos, sugerimos as seguintes hipoteses:

- Ha grande pressao do controle top down realizado pelos peixes
cultivados que regula as populagbes de basibiontes zooplanctonicos maiores,
como claddceros e copépodos, diminuindo a superficie de substratos vivos para
a adesao do epibionte. Além disso, considerando que para o epibionte, as
vantagens da colonizagao ficam evidentes em ambientes superpopulosos, onde
a competicao por espaco e alimento é alta e um substrato vivo pode coloca-lo
em posi¢ao hidrodinamica favoravel (WAHL, 1989), em ambientes onde nao
esteja ocorrendo superpopulagdo devido a predagédo, ndo ha vantagem na

adesao a um basibionte selecionado pelo predador.

- Na ocorréncia da epibiose, os efeitos negativos que a relagdo
causa para o basibionte podem atrapalhar sua sobrevivéncia diminuindo sua

populacéao.
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APENDICE B

Tabela 1. Distribuicdo dos protozoarios epibiontes (E. pygmaeum) encontrados sobre a
carapaca de individuos da espécie B. deitersi.

Cabecga Dorso Dorso Ventre Total
Superior  Inferior
B. deitersi 0 0 3 5 8
B. deitersi 0 1 4 4 9
B. deitersi 0 0 2 2 4
B. deitersi 0 0 4 0 4
B. deitersi 0 1 0 4 5

Tabela 2. Distribuicdo dos protozoarios epibiontes (E. pygmaeum) encontrados sobre a
carapaga de individuos da espécie D. ambigua.

Cabeca Dorso Dorso Ventre total
Superior Inferior

N
*

D.ambigua
D.ambigua
D.ambigua
D.ambigua
D.ambigua
D.ambigua
D.ambigua
D.ambigua

~OPR~hOMNNOO
_~NOWONOO
ArRROOPLPOWN
OO OONDNO

DO WO WW

Tabela 3. Distribuicdo dos protozoarios epibiontes (E. pygmaeum) encontrados sobre a
carapaca de individuos da espécie M. micrura.

Dorso Dorso

cabeca Superior Inferior Ventre  total
M. micrura 0 0 4 0 4
M. micrura 0 0 1 4 5
M. micrura 7 1 7 0 15
M. micrura 2 0 0 0 2
M. micrura 0 1 4 0 5
M. micrura 2 0 0 0 2
M. micrura 2 1 0 1 4
M. micrura 2 1 1* 0 4
M. micrura 1 2 0 0 3
M. micrura 0 0 4 0 4
M. micrura 1 0 2 0 3
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Tabela 4. Numero de sobreviventes durante os cinco dias de experimentos para a
espécie de cladécero D. ambigua com e sem epibiontes aderidos na carapaca.

Réplica TO 1 dia 2 dias 3dias 4 dias 5 dias
Com A 10 10 9 9 3 0
epibionte 10 10 10 6 2 0

C 10 10 6 5 0 0
Sem D 10 8 6 6 5 0
epibionte 10 10 9 8 8 0

F 10 10 8 8 5 0

Tabela 5. Numero de sobreviventes durante os cinco dias de experimentos para a

espécie de cladocero B. deitersi com e sem epibiontes aderidos na carapaga.

Réplica TO 1 dia 2 dias 3dias 4 dias 5 dias
Co_m_ A 10 10 9 9 5 0
epibionte B 10 3 3 5 5 0

Cc 10 10 10 8 5 0
Sem D 10 8 6 5 1 0
epibionte E 10 9 7 4 0 0

F 10 7 7 4 3 0

Tabela 6. Numero de sobreviventes durante as 48 horas de experimento para a espécie
de cladécero D. ambigua, quando testada individualmente em placa de cultivo celular,
com e sem epibiontes aderidos na carapaga.

12h 24h 36h 48
Com epibionte 10 8 6 4
Sem epibionte 10 8 6 5
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Tabela 7. Numero de sobreviventes durante as 48 horas de experimento para a espécie
de cladécero B. deitersi, quando testada individualmente em placa de cultivo celular,
com e sem epibiontes aderidos na carapaca.

12h 24h 36h 48
Com epibionte 10 9 8 6
Sem epibionte 9 8 7 6

Tabela 8. Taxa de colonizacao/ligagdo do epibionte E. pygmaeum no cladécero D.
ambigua. Os numeros indicam a quantidade de zooides observados a cada periodo de
tempo apdés o inicio do experimento e a localizagdo nos mesmos. DI = regido dorsal
inferior, DS = regido dorsal superior, V = regiao ventral e C=regido da cabega e antenas.

6 h 12 h 24 h 30 h 48 h
D. ambigua 1 2Dl 2Dl 1V 2Dl 1V 3DI 3V 1C 3Dl 3V 1C
D. ambigua 2 0 1DS 1DS 1DS 1DS
D. ambigua 3 1 DI 1DI 3Dl 2V 4D11DS 2V 1C 4DI1DS 2V 1C
D. ambigua4 2DI1DS  2DI 1DS 2DI 1DS 2DI 1DS 2DI 1DS
D. ambigua 5 0 0 1DS 1DS 1DS
D. ambigua 6 0 1V 1V 1V 1V
Média total 1 1,5 2,3 3,5 3,5

Tabela 9. Taxa de colonizagao/ligagao do epibionte E. pygmaeum
no cladécero B. hagmanni. Os numeros indicam a quantidade de
zooides observados a cada periodo de tempo apds o inicio do
experimento e a localizagdo nos mesmos. DI = regido dorsal
inferior, DS = regido dorsal superior, V = regiao ventral e C= regiao
da cabeca e antenas.

6 h 12 h 24 h 30 h 48 h
B. hagmanni 1 0 0 0 2DI 2DI
B. hagmanni2 0 0 1DS 1DS DS
B. hagmanni 3 0 1V 1V 1V v
B. hagmanni4 0 0 0 1DI 1DI
B. hagmanni 5 0 0 0 0 2DS
B. hagmanni6 0 0 2DI 2DI 2DI1C
Média total 0 0 2 2 3




Tabela 10. Seletividade de E. pygmaeum por basibiontes.
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6h 12h 24h 30h 48h Total
_ Rep1 0 0 2D.amb 2 5 5
c
S Rep2 0 1D.amb 1 3 3 3
g
® Rep3 0 1D. amb 1e1 1e1 1e1 1e1
< e 1B. hag
a0
X  Rep4 0 1D.amb 3 3 3 3
% Rep5 0 0 1D.amb 1 1 1
£ Reps 0 0 2D. amb 2e1 4e1 4e1
a e 1B. hag
g Rep1 O 1adulta 1 1 1 1
[0
3 Rep2 0 1adulta 1adultae 1e1 1e1 1e1
1 jovem
% g Rep3 1aduta 1 1 3 3 3
S 3 Repd 2aduta 2 2 2 2 2
‘“g Rep5 0 0 1adulta 1 4 4
o 5 Rep6 0 0 1adulta 5 7 7
§ Rep1 O 0 1adulta 1 1 1
L Rep2 0 1 adulta 1 1 1 1
T o Rep3 0 0 0 0 0 0
°
2 G Repd 0 0 1adulta 1 2 2
53
gg Rep5 0 0 2adulta 2 2 2
. ® Rep6 0 0 0 0 1jovem 1
M x
~ Repl 0 0 0 0 0 0
. Rep2 0 0 0 0 0 0
2 Rep3 0 0 0 0 0 0
%{ Rep4 0 0 0 0 0 0
S D Rep5 0 0 0 160vissaco 20 20
=
= & Rep6 0 0 0 0 0 0
53 Rep1 0 0 0 0 0 0
5 % Rep2 0 0 0 4  Saco 9 9
= ovigero
£
= § Rep3 0 0 0 0 0 0
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Rep4 O 0 0 1 saco 5 5
ovigero
Rep5 0 0 0 0 6 saco 6
ovigero
Rep6 3 saco 10 0* Eclosao O
ovigero do ovissaco
> Rep1 O 0 2D.amb 3 0 3
Rep2 0 1D.amb 1 2 5 5
S Rep3 0 0 1D. amb 1 2 2
£ 2 Rep4 0 0 0 0 0 0
© .0
S Rep5 0 1D.amb 1 1 1 1
(V)
o > Repé 0 2D. amb 3 4 4 4
« Repl 0 0 0 0 0 0
™ Rep2 0 0 1B. hag 1 1 1
; Rep3 0 0 0 0 1B hag 1
ég Repd 0 0 1B.hag 1 3 3
® <L Rep5 0 0 0 0 1B.hag 1
<3
o S Repé 0 0 0 0 0 0
< Repl 0 0 0 0 0 0
™  Rep2 0 0 0 0 0 0
: Rep3 0 0 0 0 0 0
=
$ o Rep4 0 0 0 0 0 0
O C
%§ Rep5 0 0 0 0 0 0
~ 5 Rep6 0 0 0 0 2T.dec 2
< Repl 0 0 0 0 0 0
N Rep2 0 0 0 1ovo K 2 2
3 cochlearis
2 Rep3 0 0 0 0 0 0
(0]
S Repd O 0 0 0 0 0
o8
© 8 Rep5 0 0 0 0 0 0
X 8
« S Rep6 0 0 0 0 0 0
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Tabela 11. Bactérias consumidas ( x 10%) pelos claddceros testados, M. micrura, D.

ambigua e B. deitersi no experimento de bacterivoria in vitro.

Cladéceros
M. micrura D. ambigua B deitersi
Com 230 265 312 316 273 294 220 250 178
epibiontes 322 216 241 285 190 235 270 185 196
304 240 277 319 255 372 260 196 190
Sem 357 330 250 402 327 351 288 268 290
epibiontes 248 430 336 415 356 405 328 276 220
285 298 247 412 305 307 286 240 280

Tabela 12. Bactérias consumidas ( x 10%) pelo protozoario E. pygmaeum em sua forma

epibionte e livre natante no experimento de bacterivoria in vitro.

Epibionte 3,9 4,4 4,6 4,8 6,2 2,9 5,1 3,7 4,2
4,3 54 4,5 5,8 4,6 5,2 4,9 4,8 3,2
4,8 4,9 57 3,8 5,0 4,6 4,1 4,5 3,9
Livre 3,0 3,3 4,5 3.4 3,7 3,3 3,0 2,9 4,0
2,2 4,5 2,7 29 41 4,3 2,5 3,3 3,6
2,9 4,0 4,2 3,4 2,8 3,1 3,2 4,0 4,4




