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RESUMO

FloragcBes de cianobactérias podem causar efeitos negativos na qualidade da &gua e em
comunidades bioldgicas. Dentre estas comunidades, copépodos calandides possuem uma
grande importancia, sendo o grupo plancténico dominante em muitos ambientes de agua doce.
Apesar da importancia destes copépodos para a dindmica plancténica nestes sistemas, estudos
sobre a interagdo entre estes animais e cianobactérias sdo ainda escassos. No presente estudo,
os efeitos da cianobactéria invasiva e tdxica Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska)
Seenayya et Subba Raju (1972) no copépodo calandide tropical Notodiaptomus iheringi
(Wright 1935) foram avaliados. Alimentacdo (taxas de remocdo e selecdo alimentar),
sobrevivéncia (curvas de Kaplan-Meier, probabilidades de sobrevivéncia e Hazard ratio) e
reproducao (% fémeas com ovos e producdo de ovos) deste copépodo foram estudadas usando
dietas monoespecificas e mistas de C. raciborskii e algas nutritivas (Chlamydomonas
chlorastera ou Cryptomonas obovata). O aumento na proporcdo de C. raciborskii (> 50%)
esteve relacionado a baixas taxas de alimentacdo, embora nenhuma diferenca entre as taxas de
remocao na cianobactéria e na alga nutritiva dentro de cada tratamento tenha sido encontrada.
Efeitos negativos (25 ou 75% de C. raciborskii) ou neutros (50% de C. raciborskiii) na
sobrevivéncia foram detectados nos tratamentos. Por outro lado, a reproducdo em N. iheringi
foi afetada pela presenca de C. raciborskii, independente da proporcdo desta cianobactéria.
Caracteristicas da espécie C. raciborskii tais como toxicidade (e.g. saxitoxinas) e baixos
valores nutricionais (e.g. auséncia de PUFA) juntamente com ndo aclimatacdo prévia em N.
iheringi a C. raciborskii podem explicar os diferentes resultados encontrados. Em geral,
copépodos N. iheringi podem se alimentar e sobreviver em dietas com C. raciborskii. Porém,
dietas de C. raciborskii ndo suportam a reproducao destes animais. Este € o primeiro estudo
que avalia o efeito de C. raciborskii na sobrevivéncia e reproducdo de copépodos calandides.
Os resultados deste trabalho podem contribuir para o entendimento do comportamento
alimentar assim como a dindmica populacional de copépodos calandides na presenca da
cianobactéria C. raciborskii.

Palavras-chave: Interagdes planctonicas. Notodiaptomus iheringi. Saxitoxinas.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE TOXIC CYANOBACTERIUM CYLINDROSPERMOPSIS
RACIBORSKII ON FEEDING, SURVIVAL AND REPRODUCTION OF A
NEOTROPICAL CALANOID COPEPOD

Cyanobacterial blooms can cause negative impacts on water quality and biological
communities. Among these biological communities, calanoid copepods have a great
importance, being the dominant planktonic group in many freshwater systems. Despite the
importance of calanoid copepods to plankton dynamics in freshwater systems, studies on the
interaction between these animals and cyanobacteria are still scarce. Here the effects of the
invasive and toxic cyanobacterium Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya
et Subba Raju (1972) on the tropical calanoid copepod Notodiaptomus iheringi (Wright 1935)
were evaluated. Feeding (clearance rates and selective feeding), survival (Kaplan-Meier
curves, survival probabilities and hazard ratios) and reproduction (% females with eggs and
egg production) of this copepod were studied using single and mixed diets of C. raciborskii
and nutritious algae (Chlamydomonas chlorastera or Cryptomonas obovata). The increase on
C. raciborskii proportion (> 50%) was related to lower feeding rates although no differences
between the clearance rates on the cyanobacterium and nutritious algae within each treatment
were found. Negative (25 or 75% of C. raciborskii) or neutral (50% of C. raciborskiii) effects
on survival were detected throughout the treatments. On the other hand, the reproduction in N.
iheringi was strongly affected by the presence of C. raciborskii, independently of the
proportion of this cyanobacterium. Features of the species C. raciborskii such as toxicity (e.g.
saxitoxins) and low nutritional values (e.g. absence of PUFA) along with non-previous
acclimation in N. iheringi to C. raciborskii might explain the different outcomes found in the
present study. Overall, N. iheringi copepods can feed and survive in diets with C. raciborskii.
However, C. raciborskii diets cannot support reproduction of these animals. This is the first
study that evaluates the effects of C. raciborskii on survival and reproduction of calanoid
copepods. The outcomes found in this work might contribute to the understanding of the
feeding interactions as well as the population dynamics of calanoid copepods in the presence
of the cyanobacterium C. raciborskii.

Keywords: Notodiaptomus iheringi. Plankton interactions. Saxitoxins.
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INTRODUCAO GERAL

Cianobactérias (algas azuis) constituem um grupo de micro-organismos
fotossintetizantes que sdo considerados os primeiros produtores de oxigénio na superficie
terrestre (SCHOPF, 2000). O surgimento destes micro-organismos durante a Era Pré-
Cambriano provocou uma mudanga drastica na biosfera anoxica, permitindo entdo o
surgimento de vidas terrestres de animais e vegetais (SCHOPF, 2000).

Quando em condic¢des favoraveis, algumas espécies de cianobactérias aquaticas podem
formar floragdes (Fig. 1), que séo caracterizadas como valores de densidade e biomassa acima
das médias normalmente encontradas no ambiente estudado (OLIVER & GANF, 2000). O
aumento na incidéncia de floracGes de cianobactérias nas ultimas décadas vem ocasionando
diversos problemas ambientais tais como deterioracdo da qualidade da agua, toxicidade e
alteracbes nas cadeias troficas (CODD, 1995; PAERL & HUISMAN, 2009; PAERL &
OTTEN, 2013). Este aumento tem sido reconhecido como sendo consequente principalmente
de processos de eutrofizacdo e mais recentemente, de possiveis alteracfes climaticas (PAERL
& PAUL, 2012; PAERL & OTTEN, 2013). Além disto, caracteristicas fisiologicas das
cianobactérias tais como habilidade de assimilar nutrientes, estabilidade da coluna d’agua e
baixa pressdo por herbivoria sdo apontados como fatores importantes na formacdo de
floraces (SOARES et al., 2009a; PAERL & PAUL, 2012).

A pressdo por herbivoria pode ser exercida principalmente pela comunidade
zooplancténica (SMAYDA, 2008). Zooplancton é um termo que abrange grupos de animais
aquaticos que nao tem capacidade fotossintética e que vivem dispersos na coluna d’agua
apresentando pouca capacidade de locomocgao (KALFF, 2001). Constitui-se principalmente de
microcrustaceos (cladoceros e copépodos) e de rotiferos (KALFF, 2001) e dentre estes
organismos, os cladéceros e copépodos contribuem significativamente na pressdo de
herbivoria sobre o fitoplancton (SOMMER et al., 2001).

Os microcrustaceos copépodos (Sub-classe Copepoda) sdo considerados o grupo
dominante em biomassa entre 0s organismos plancténicos e provavelmente a subclasse de
metazoario mais numerosa do planeta (VERITY & SMETACEK, 1996; MEUCHLINE, 1998;
TURNER, 2004; SOUSA et al., 2008). Esta sub-classe possui cinco ordens, sendo Calanoida
uma ordem constituida por cerca de 2300 espécies que sdo em sua maioria animais
planctdnicos. Estes animais possuem o corpo dividido em duas partes separadas por uma
articulacdo (metasoma ou cefalotérax e urosoma ou abdémen) e possuem uma antena longa
que pode atingir o final do urosoma (WILLIAMSON & REID, 2001).
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Estes animais, principalmente os de pequeno tamanho (~1mm de largura), sdo
importantes por serem os principais consumidores de fitoplancton e de componentes das al¢as
microbianas (bacterioplancton e protistas heterotroficos) e servirem como presas para peixes e
outros animais carnivoros (TURNER, 2004). Desta forma, copépodos calandides constituem
um grupo importante na ciclagem de nutrientes e fluxo de energia em sistemas aquaticos.

Estudos que envolvem a interacdo de componentes da comunidade zooplancténica e
cianobactérias sdo de extrema importancia, uma vez que o conhecimento destas interacoes €
determinante para caracterizar a estrutura e funcdo de comunidades plancténicas assim como

indicar estratégias de controle de floraces de cianobactérias (WILSON et al., 2006).

Figura 1: FloracBes de cianobactérias no Reservatério do Funil (RJ). (Fonte: Arquivo pessoal).

CARACTERIZACAO DAS ESPECIES ESTUDADAS

Cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et Subba Raju

Cylindrospermopsis raciborskii € uma espécie de cianobactéria filamentosa que
pertence a ordem Nostocales (Fig. 2). Morfologicamente, este género possui filamentos
isopolares e solitarios, podendo apresentar forma reta, cilindrica, espiralada ou estreitamento
nas extremidades (KORMAKOVA, 1998). Estes organismos s&o capazes de fixar nitrogénio
através de células diferenciadas chamadas heterdcitos e possuem ainda células de resisténcia
(acinetos) (PADISAK, 1997). Esta espécie é potencialmente produtora de duas importantes
toxinas: cilindrospermopsina e saxitoxinas (CHORUS & BARTRAM, 1999), sendo que no
Brasil, ha apenas registro de producdo de saxitoxinas (LAGOS et al., 1999; MOLICA et al.,
2002). Efeitos negativos de cepas de C. raciborskii produtoras de saxitoxinas ja foram relatas
em camundongos e cladéceros (FERRAO-FILHO et al., 2010; ZAGATTO & FERRAO-
FILHO, 2013).
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A cianobactéria C. raciborskii possui uma alta plasticidade fenotipica (BONILLA et
al., 2012) e um elevado poder invasivo (PADISAK, 1997), com ocorréncia ja evidenciada em
diversos sistemas em regides temperadas (SINHA et al., 2012; KARADZIC et al., 2013),
subtropicais (VIDAL & KRUK, 2008; RECKNAGEL et al., 2014) e tropicais (SOARES et

al., 2009a; FIGUEREDO et al., 2013). No Brasil, Cylindrospermopsis ¢ um dos trés géneros
mais comuns formadores de floracBes, com dominancia principalmente durante periodos

secos e em sistemas onde ha uma mistura na coluna d’agua (SOARES et al., 2013).

Figura 2: Filamento da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii. (Fonte: Arquivo pessoal)
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Copépodo Notodiaptomus iheringi (Wright 1935)

Na América do Sul, Notodiaptomus Kiefer 1936 é o género mais diversificado dentro
da familia Diaptomidae, com cerca de 39 espécies reportadas (PREVIATTELLI, 2006) (Fig.
3). A espeécie Notodiaptomus iheringi € amplamente distribuida, ocorrendo principalmente
entre as latitudes 5°S a 25°S (MATSUMURA-TUNDISI, 1986).

Em um estudo conduzido em laboratério, foram encontradas taxas de ingestdo
significativas deste copépodo em pequenas colnias de cianobactérias presentes no plancton
de um reservatorio brasileiro. Em contrapartida, este animal ndo consumiu col6nias de uma
cepa toxica de Microcystis aeruginosa (PANOSSO et al., 2003). Em outro estudo analisando
0 conteldo estomacal de populacdes de N. iheringi de um reservatério brasileiro, foram
encontradas quantidades significativas de cloroficeas e crisoficeas, indicando que estes dois
grupos de algas constituem a principal fonte de alimento deste copépodo no sistema aquatico
estudado (RIETZLER et al., 2002).

JUSTIFICATIVA

Apesar da crescente expansao de floracGes de C. raciborskii e da grande importancia
de copépodos calandides em sistemas aquaticos, poucos estudos foram publicados até
momento relacionando estes dois organismos. Em dois estudos laboratoriais sobre o
comportamento alimentar destes animais, foram encontradas taxas de consumo significativas
em dietas monoespecificas de C. raciborskii para os copépodos calandides Pseudodiaptomus
hessei (KA et al., 2012) e Boeckella sp. (HONG et al., 2013).

Conhecer o comportamento alimentar assim como alteragdes no fitness (sobrevivéncia
e reproducdo) destes animais na presenca desta cianobactéria € de extrema importancia, uma
vez que estes variagbes podem elucidar a dindmica de copépodos calandides em ambientes
com ocorréncia de C. raciborskii. O entendimento desta dinamica, por sua vez, sera
importante para determinar estratégias de controle de floragdes assim como entender o efeito

destas em ecossistemas aquaticos.
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Figura 3: Copépodo calandide Notodiaptomus iheringi: A) Detalhe da quinta pata de um macho adulto;
B) Fémea adulta com ovissaco e C) Fémea adulta vista dorsalmente. (Fonte: Arquivo pessoal).
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OBJETIVOS

Visando conhecer o comportamento alimentar assim como alteracdes no fitness
(sobrevivéncia e reproducdo) de copépodos calandides na presenca da cianobactéria

Cylindrospermopsis raciborskii, o presente trabalho teve como objetivos:

(1) Quantificar as taxas de remocdo e selecdo alimentar do copépodo calandide
neotropical Notodiaptomus iheringi quando alimentados com dietas monoespecificas
e mistas da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii e uma alga nutritiva,
Chlamydomonas chlorastera (CAPITULO 1).

(2) Avaliar a sobrevivéncia (curvas K-M, probabilidade de sobrevivéncia e Hazard
ratios) e reproducdo (porcentagem de fémeas ovadas e taxas de producdo de ovos) do
copépodo N. iheringi quando alimentados com dietas monoespecificas e mistas da
cianobactéria C. raciborskii e uma alga nutritiva, Cryptomonas obovata (CAPITULO
2).



Capitulo 1
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CAPITULO 1
QUAL O EFEITO DA CIANOBACTERIA CYLINDROSPERMOPSIS RACIBORSKII NA
SELECAO ALIMENTAR PELO COPEPODO NOTODIAPTOMUS IHERINGI?

1.1 INTRODUCAO

A expansdo na ocorréncia de floragdes de cianobactérias em sistemas aquaticos
ocasiona diversos problemas ambientais como deterioracao da qualidade da agua, toxicidade e
alteracdes nas cadeias troficas (CHORUS & BARTRAM, 1999; PAERL & OTTEN, 2013).
Este aumento tem sido associado principalmente aos processos de eutrofizacdo artificial e
mais recentemente, as possiveis alteragdes climaticas (PAERL & HUISMAN, 2009).

Além disto, a pressdo por herbivoria pela comunidade zooplancténica é também
reconhecida como importante no estabelecimento destas floracées (SMAYDA, 2008). Apesar
de algumas caracteristicas das cianobactérias tais como filamentos de maior tamanho e
toxicidade serem apontadas como inibidoras desta pressdo por herbivoria (BERNARDI E
GIUSSIANI, 1990), alguns estudos mostram um controle significativo pelo zooplancton
(BOON et al., 1994; BOUVY et al., 2001; KA et al. 2012) e coexisténcia destes organismos
com cianobactérias toxicas (GER et al., 2010a; b).

Dentre as espécies de cianobactérias potencialmente tdxicas conhecidas encontra-se a
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et Subba Raju. Esta cianobactéria
filamentosa forma floracGes e possui alta capacidade invasiva além de grande plasticidade
fenotipica (BONILLA et al., 2012). A ocorréncia destes organismos ja foi evidenciada em
diversos sistemas em regides temperadas (SINHA et al., 2012; KARADZIC et al., 2013),
subtropicais (VIDAL & KRUK, 2008; RECKNAGEL et al., 2014) e tropicais (SOARES et
al., 2009a; FIGUEREDO et al., 2013), sendo o género Cylindrospermopsis um dos principais
formadores de floragbes no Brasil (SOARES et al., 2013). Esta cianobactéria ¢
potencialmente produtora das cianotoxinas cilindrospermopsina e saxitoxinas (CHORUS &
BARTRAM, 1999), com efeitos toxicos desta ultima toxina relatados para camundongos e na
comunidade zooplanctdnica (FERRAO-FILHO et al., 2010; ZAGATTO & FERRAO-FILHO,
2013).

A comunidade zooplanctdnica em ambientes de agua doce em regibes tropicais é
dominada em diversos casos pelos copépodos calanodides (SOUSA et al., 2008). Estudos
mostram que esses animais sdo capazes de manusear e selecionar o alimento (DeMOTT &
MOXTER, 1991), reconhecer sinais de toxicidade (GER et al., 2011), assim como apresentar

um maior consumo de uma alga mais nutritiva em detrimento da cianobactéria (GER et al.,
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2011). Estas caracteristicas apresentadas pelos copépodos calandides podem explicar a
coexisténcia destes animais e cianobactérias toxicas em sistemas aquaticos. Apesar da
importancia destes organismos para dinamica plancténica em sistemas de agua doce, estudos
sobre a interacdo entre copépodos e cianobactérias ainda sdo escassos (PANOSSO et al.,
2003; WILSON et al., 2006).

Esta escassez é ainda maior para estudos sobre a interacdo entre copépodos calandides
e a cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, com apenas dois trabalhos publicados,
conduzidos em condicdes laboratoriais (KA et al., 2012; HONG et al., 2013). O maior
conhecimento da interacdo entre estes organismos e cianobactérias (e.g. C. raciborskii) é de
extrema importancia, uma vez que serd determinante para caracterizar a estrutura e funcao de
comunidades planctonicas assim como indicar estratégias de controle de floracGes de
cianobactérias (WILSON et al., 2006).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi quantificar as taxas de remocédo e selecéo
alimentar do copépodo calandide neotropical Notodiaptomus iheringi Wright quando
alimentados com suspensdes monoespecificas e mistas da cianobactéria C. raciborskii e uma
alga nutritiva, Chlamydomonas chlorastera. O género Notodiaptomus possui uma distribuicédo
ampla, com as mais altas abundancias e riqueza de espécies dentre os calandides de agua doce
neotropical (SANTOS-SILVA et al., 1999). H& registro da ocorréncia de Notodiaptomus
iheringi coexistindo com cianobactérias em ambientes de &gua doce e o efeito nocivo da
cianobactéria Microcystis aeruginosa nas taxas de consumo por este copépodo ja foi
evidenciado (PANOSSO et al., 2003).

A partir dos resultados deste estudo, espera-se entender também o comportamento de
copépodos calandides em dietas compostas pela cianobactéria tdxica C. raciborskii. Baseado
em caracteristicas comportamentais dos copépodos, espera-se que estes animais apresentem
taxas de remogdo menores e uma selecdo negativa pela cianobactéria C. raciborskii e um

maior consumo da alga mais nutritiva, C. chlorastera.

1.2 MATERIAL & METODOS
Organismos

Uma cepa da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya
et Subba Raju referéncia LETC CYRFO1 foi obtida do Laboratorio de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil. De acordo
com analises prévias, esta cepa é produtora de saxitoxinas (concentracio de 0.95 pg cél™) (a

1

25° C, intensidade luminosa de 35 pmol quanta m? s e fotoperiodo de 12:12 horas)
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(Miranda, Marcela. Comunicacgdo pessoal). A cepa utilizada no presente estudo possui uma
menor concentracdo de saxitoxinas quando comparada a outras cepas, tais como 0S
dinoflagelados Alexandrium spp. (5.22 a 16.12 pg cél®) (COLIN & DAM, 2002) e
Alexandrium lusitanicum (1.25 a 1.56 pg cél™) (DUTZ, 1998).

A alga verde flagelada Chlamydomonas chlorastera Ettl Referéncia N° 009 foi obtida
da Colecdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce, Universidade Federal de Sdo Carlos,
Brasil. No presente estudo, C. chlorastera foi considerada como o alimento nutritivo baseado
no seu alto valor nutricional para organismos zooplanctonicos (DeMOTT & MOXTER,
1991).

Culturas destas duas microalgas foram mantidas em sistema batch a 25°C em
intensidade luminosa de 35 pmol quanta m? s™ e fotoperiodo de 12:12 horas. Estas culturas
foram mantidas em 300 mL de meio WC modificado (LURLING & BEEKMAN, 1999) em
fase exponencial de crescimento.

Sob estas condicOes, os filamentos de C. raciborskii apresentaram comprimento médio
(= 1DP) de 41.9 (= 14.2) um e largura média (£ 1DP) de 3.0 (£ 0.4) um (n=20). A populacao
de C. chlorastera apresentou dominancia de organismos unicelulares com um diametro médio
(£ 1DP) de 10.2 (= 2.9) um (n=20).

As concentracgdes de carbono das suspensdes alimentares foram determinadas a partir
dos valores do biovolume individual para cada microalga de acordo com a férmula C= a.V.b,
onde C = concentracéo de carbono (mg C L), a=0.1204, V= biovolume da microalga (um®) e
b=1.051 (ROCHA & DUNCAN, 1985).

Amostras de populacGes do copépodo Notodiaptomus iheringi Wright (comprimento
do prossomo + 1DP = Q 1.14 £ 0.13 mm e & 1.11 £ 0.11 mm) foram coletadas do Lago dos
Manacéas (campus Universidade Federal de Juiz de Fora) através de arrastos verticais com 0
auxilio de uma rede de plancton com malha 68 um. Durante dois periodos de monitoramento
do Lago dos Manacas (1999-2000 e 2008-2012), nenhuma ocorréncia de Cylindrospermopsis
raciborskii foi reportada.

As amostras zooplanctdnicas foram acondicionadas em frascos com capacidade de 5L
preenchidos com agua do lago e conduzidas para o laboratério em no maximo 30 minutos
apos a coleta. Em laboratorio, adultos com apéndices intactos e que nadavam ativamente
foram isolados e rinsados sob microscépio binocular. Todos os animais isolados foram
colocados em béqueres de 5L preenchidos com meio WC modificado e alimentados com

Cryptomonas obovata Czosnowski (taxa de ~0.5 mgC L™* dia®). Estes béqueres foram



20

mantidos a 25 °C, em intensidade luminosa de 35 umol quanta m? s™ e em fotoperiodo de
12:12 horas. Apds dois dias de adaptacdo as condicGes laboratoriais, os adultos foram

capturados e usados para a realizagcdo dos experimentos.

Suspensdes monoespecificas e mistas

Experimentos curtos foram realizados com o objetivo de avaliar a taxa de remogéo por
copépodos em suspensdes monoespecificas e mistas de C. chlorastera (Chla) e C. raciborskii
(Cyli).

Estas taxas de remoc¢do foram determinadas com o auxilio do fluorimetro PHYTO-
PAM (LURLING & VERSCHOOR, 2003). Este fluorimetro permite a separacio entre
cianobactérias (C. raciborskii) e alga verde (C. chlorastera), usando diferentes comprimentos
de onda. Espectros de referéncia especificos para as cepas de C. raciborskii e C. chlorastera
foram usados.

As taxas de remocdo foram calculadas de acordo com a diferenca entre as
concentracdes das clorofilas final e inicial dos tratamentos e controles (sem adicdo de
copépodos). Ao final do experimento, todas as suspensdes foram filtradas em GF/C
(Whatman) e o valor da concentracdo da clorofila final foi diminuido pelo valor da clorofila
dissolvida nos filtrados.

As taxas de remocdo foram determinadas a partir das seguintes formulas:

TR=(b—a)><% onde (1)

4o [In(Ac,) —In(Ac,)] o @)
At

_ [In(At,) — In(At,)]
B At

b (3)

onde Ac, = concentra¢do inicial de alga no controle; Ac= concentracdo final de alga no controle; At, =
concentragdo inicial de alga no tratamento; At= concentragio final de alga no tratamento; At= tempo de duragdo

do experimento (h); V= volume (mL); e N= nimero de copépodos inoculados.

Antes do inicio dos experimentos, 0s copépodos foram mantidos em meio WC
modificado e sem alimento durante 24 horas. Ap0s este periodo, trés animais foram incubados

em cada poco da placa de cultivo multicelular preenchidos com 2.5 mL da suspensdo



21

alimentar especifica. Trés ou quatro réplicas foram avaliadas para cada tratamento. Estas
placas foram mantidas em uma sala escura, a 25 °C, durante 2.5 — 3 horas.

Para o experimento monoespecifico, a faixa da concentracdo alimentar total analisada
foi ~ 0.125, 0.25, 0.375, 0.5 e 1 mgC L™ . Uma concentracéo alimentar 6tima foi determinada
de acordo com o resultado do experimento monoespecifico para C. chlorastera e esta
concentracéo foi usada para realizar os experimentos mistos.

Para os experimentos mistos, suspensdes com diferentes proporcdes de C. chlorastera
e C. raciborskii a uma concentragdo total de ~ 0.5 mgC L™ foram avaliadas. As proporcoes
foram:

a) 100% Chla

b) 75% Chla : 25% Cyli

c) 50% Chla: 50% Cyli

d) 25% Chla: 75% Cyli

e) 100% Cyli

Adicionalmente as taxas de remocdo, coeficientes de selecdo alimentar foram
determinados de acordo com MANLY (1972) e CHESSON (1978):

1
I, =
I xn;

(4)

onde I; = razo de Ivlev; r; = taxa de remocéo na alga i / taxa de remogdo em ambas as algas; n; = % de i

no experimento misto.

a Chla = ! e (5)

I Chla(I Chla + I Cyli)

. 1
aCyli = (6)
ICyli(ICyIi + IChla)

onde o Chla = selecéo para Chla; o Cyli = selecéo para Cyli; Icn, = razéo de Ivlev para Chla e Icy=

razdo de Ivlev para Cyli.

Experimentos com duragéo superior a cinco horas podem ocasionar resultados errados
para os coeficientes de selecdo alimentar (MANLY, 1972). Este problema nédo seria
encontrado no presente estudo, uma vez que a duracdo do experimento nunca excedeu trés

horas.
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Anélise dos dados

Resultados dos experimentos monoespecificos e mistos foram analisados atraves de
uma combinacao de regressoes fatoriais ANOVA no programa estatistico R (versdo 3.0.2). As
suposicdes de normalidade e homogeneidade das variancias foram testadas para todos os
dados. Quando estas suposi¢es ndo foram encontradas, os dados foram transformados pela
raiz quadrada. Taxas de remocdo (Total, C. chlorastera e C. raciborskii) e coeficiente de
selecdo alimentar foram as variaveis respostas. Concentracao alimentar (0.125, 0.25, 0.375,
05e1mgC LY e tipo alimentar (C. chlorastera e C. raciborskii) foram as variaveis
independentes para os experimentos monoespecificos e propor¢do de C. raciborskii e tipo
alimentar (C. chlorastera e C. raciborskii), para os experimentos mistos. As diferengas entre

as médias foram determinadas com um teste de comparacédo post-hoc Tukey (p<0.05).

1.3 RESULTADOS

Os copépodos Notodiaptomus iheringi removeram Chlamydomonas chlorastera e
Cylindrospermopsis raciborskii em todos os tratamentos do experimento monoespecifico. O
consumo foi maior nos tratamentos com C. chlorastera (F;, 20 = 81.58; p=<0.001), com taxas
de remocAo variando de trés (concentracdo 0.375 mgC L™; TRcne= 0.23 + 0.1 mL copépodo™
h' e TRcyi= 0.09 + 0.04 mL copépodo™ h™) a 32 vezes (concentragdo 1 mgC L™, TRehia=
0.24 + 0.06 mL copépodo™ h™ e TRcy= 0.01 + 0.004 mL copépodo™ h™) a mais nesta alga
guando comparadas a C. raciborskii. Houve diferenca nas taxas de remocdo entre as
diferentes concentracGes alimentares avaliadas (F4 20 = 3.37; p=0.029) com o estabelecimento
de dois grupos estatisticamente homogéneos: (i) 0.125, 0.25, 0.375 e 1 mgC L™ e (ii) 0.125,
0.375, 0.5. e 1 mgC L. Nenhum efeito da interaco tipo alimentar x concentracéo alimentar
foi encontrado (F4, 20 = 1; p=0.4288).

O consumo de C. chlorastera cresceu juntamente com 0 aumento da concentracéo de
alimento disponivel até atingir o maximo na concentragdo de 0.5 mgC L™. Por outro lado, o
consumo de C. raciborskii foi reduzido ao longo das concentra¢des alimentares avaliadas. Os
valores das taxas de remog&o apresentaram um aumento na concentragéo de 0.5 mgC L™, mas

em geral estas taxas foram constantes ao longo dos tratamentos (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Taxas de remocdo (mL copépodo™ h™) pelo copépodo Notodiaptomus iheringi em cada tipo
alimentar, Chlamydomonas chlorastera (Chla) e Cylindrospermopsis raciborskii (Cyli), em cinco
concentracBes alimentares diferentes (0.125, 0.25, 0.375, 0.5 e 1 mgC L™). Cada barra representa a

média de trés réplicas e o erro das mesmas representa o desvio padréo.

As diferentes porcentagens de C. raciborskii na dieta mista resultaram em efeitos
significativos nas taxas de remocéo total (F4 15= 24.1; p=<0.001). As taxas de remocéo total
nos experimentos mistos foram menores quando a proporcdo de C. raciborskii na suspensdo
alimentar foi maior ou igual a 50%. Quando a contribui¢do desta cianobactéria foi menor ou
igual a 25%, nenhuma diminuic¢do na remocdo foi verificada quando comparada ao tratamento
com 100% de C. chlorastera (Fig. 1.2). Dois grupos estatisticamente distintos foram
formados: (i) 75% C. chlorastera : 25% C. raciborskii e 100% C. chlorastera; (ii) 100% C.
raciborskii; 25% C. chlorastera : 75% C. raciborskii e 50% C. chlorastera : 50% C.

raciborskii.
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Figura 1.2: Taxas de remocdo totais (mL copépodo™ h™) pelo copépodo Notodiaptomus iheringi nos
tratamentos com diferentes contribui¢cbes de Chlamydomonas chlorastera (Chla) e Cylindrospermopsis
raciborskii (Cyli) em uma concentracdo final total de 0.5 mgC L™. Cada barra representa a média de

quatro réplicas e o erro das mesmas representa o desvio padrao.

A proporcdo de C. raciborskii foi determinante para as taxas de remocdo em C.
raciborskii e C. chlorastera dentro de cada tratamento misto (F,, 15= 24.27; p=<0.001). O
aumento na proporcdo desta cianobactéria ocasionou uma diminui¢do nas taxas de remocao
(Fig. 1.3). N&o houve diferenca significativa entre as taxas de remoc¢do em C. chlorastera e C.
raciborskii dentro de cada tratamento misto (F; 1s= 0.02; p=0.9). Trés grupos foram formados
apos a analise de post-hoc Tukey: maiores taxas para (i) 75% C. chlorastera : 25% C.
raciborskii, seguidos por (ii) 50% C. chlorastera : 50% C. raciborskii e menores taxas para
(iii) 25% C. chlorastera : 75% C. raciborskii. Finalmente, nenhum efeito da interacdo

proporgdo de C. raciborskii x tipo alimentar foi encontrado (F,, ;5= 2.43; p=0.116).
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Figura 1.3: Taxas de remocdo em Chlamydomonas chlorastera (Chla) e Cylindrospermopsis raciborskii
(Cyli) (mL copépodo™ h™) pelo copépodo Notodiaptomus iheringi nos tratamentos com diferentes
contribuicdes de Cyli em uma suspensdo alimentar com concentracao total de 0.5 mgC L™. Cada barra

representa a média de quatro réplicas e o erro das mesmas representa o desvio padrao.

O efeito da interacdo proporcdo de C. raciborskii x tipo alimentar foi determinante
para a selecdo alimentar pelo copépodo N. iheringi (F2, 1s= 234.24; p<0.001). Houve uma
selecdo positiva para C. chlorastera e negativa para C. raciborskii no tratamento 25% C.
chlorastera : 75% C. raciborskii (. Chla = 0.81 + 0.05; a Cyli = 0.19 + 0.05). Por outro lado,
a selecéo foi negativa para C. chlorastera e positiva para C. raciborskii no tratamento 75% C.
chlorastera : 25% C. raciborskii (o Chla = 0.20 £ 0.07; o Cyli = 0.80 £ 0.07). Finalmente, a
diferenca na selecdo por C. chlorastera e C. raciborskii no tratamento 50% C. chlorastera :
50% C. raciborskii foi significativa mas pequena (o Chla = 0.60 £ 0.06; o Cyli = 0.40 £ 0.06)
(Fig.1.4). O teste pos-hoc Tukey mostrou que estes coeficientes de selecdo alimentar foram
diferentes em todos os tratamentos mistos, exceto para os tratamentos 75% C. chlorastera :

25% C. raciborskii e 25% C. chlorastera : 75% C. raciborskii, nos quais os coeficientes de
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selecdo em C. chlorastera no tratamento 25% C. chlorastera : 75% C. raciborskii foram
similares aos coeficientes em C. raciborskii no tratamento 75% C. chlorastera : 25% C.
raciborskii. Estes coeficientes também foram similares em C. chlorastera no tratamento 75%
C. chlorastera : 25% C. raciborskii e em C. raciborskii no tratamento 25% C. chlorastera :
75% C. raciborskii.
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Figura 1.4: Coeficientes de selecdo alimentar (o) para o copépodo Notodiaptomus iheringi nos
tratamentos com diferentes contribui¢es de Chlamydomonas chlorastera (Chla) e Cylindrospermopsis
raciborskii (Cyli) em uma suspensdo alimentar com concentragdo total de 0.5 mgC L™. Cada ponto
representa a média de quatro réplicas e o erro das mesmas representa 0 desvio padrdo. o > 0.5
representa uma selecéo positiva, o < 0.5, selecdo negativa e o = 0.5, ndo selecdo. Linha horizontal

representa a limiar do valor oo = 0.5.

1.4 DISCUSSAO
Em geral, 0 aumento na concentracdo da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii
esteve relacionado a uma diminuicdo nas taxas de remocgdo total pelo copépodo

Notodiaptomus iheringi. Porém, contrariando a hipétese do estudo, nenhuma diferenca entre
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as taxas de remocdo em C. raciborskii e Chlamydomonas chlorastera dentro de cada
tratamento misto foi evidenciada. A selecdo alimentar foi sempre positiva para o tipo
alimentar que estava em menor concentracéo no tratamento (C. raciborskii ou C. chlorastera)
e quase nula quando estas dividiam a mesma porcentagem na concentracéo total de alimento.

O consumo de C. raciborskii por N. iheringi neste presente estudo est& de acordo com
outros trabalhos conduzidos com espécies de copépodos calanoides e esta cianobactéria. Em
um experimento realizado com o copépodo Pseudodiaptomus hessei alimentado com
suspensdes monoespecificas de C. raciborskii (concentragdo alimentar: ~ 3.1 mgC L™), os
autores encontraram taxas de remocao em torno de 0.03 mL copépodo * h™* (KA et al., 2012).
Por outro lado, um estudo realizado com o copépodo de maior comprimento Boeckella sp.
relatou taxas de remocdo superiores em suspensées monoespecificas de C. raciborskii a uma
concentracdo total de 1 mgC L™ (Taxas de remocao: ~ 0.3 mL copépodo™ h™) (HONG et al.,
2013). O consumo de C. raciborskii por calandides também foi sugerido a partir de analises
estatisticas da dindmica planctonica em um estudo conduzido em reservatorios tropicais
(BOUVY et al., 2001).

Outros estudos ja foram conduzidos avaliando a taxa de remocdo de outros grupos
zooplancténicos em dietas monoespecificas da mesma cepa de C. raciborskii utilizada neste
estudo (referéncia LETC CYRFO01). Estas taxas de remocao foram de duas (concentracédo de
alimento: 1 mgC L™) a 60 vezes (concentracio de alimento: 0.5 mgC L™) menores para a
espécie de rotifero Brachionus calicyflorus em dietas monoespecificas de C. raciborskii
(SOARES et al., 2010). Em contrapartida, as taxas de remoc¢do em concentracdes similares as
usadas neste estudo foram superiores para claddceros. Estas taxas foram de duas a quatro
vezes maiores para o claddcero Daphnia magna em dietas monoespecificas de C. raciborskii
(SOARES et al., 2009b; PANOSSO & LURLING, 2010) . Além disto, a diminuicdo da
remocdo total por este cladocero aconteceu apenas quando a proporcdo da cianobactéria
esteve acima de 75% na concentracdo total de alimento (SOARES et al., 2009b). As menores
taxas de consumo em copépodos e rotiferos em dietas com C. raciborskii podem indicar que
estes animais, de fato, s&o menos eficientes em controlar floracbes de cianobactérias quando
comparados ao grupo dos cladéceros (BOON et al., 1994).

A diminuicdo nas taxas de remocdo totais por N. iheringi a partir do aumento da
proporcao de C. raciborskii na dieta indica que alguma caracteristica desta cianobactéria pode
estar relacionada ao aumento na rejeicdo de alimentos pelo copépodo. O tamanho dos
filamentos de C. raciborskii ndo parece ter sido determinante para a inibi¢cdo destas taxas,

uma vez que copépodos sdo capazes de manusear, cortar filamentos e consequentemente
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consumir cianobactérias filamentosas (WORK & HAVENS, 1993; BURNS & HEGARTY,
1994; KA et al., 2012; HONG et al., 2013). Por outro lado, os copépodos possuem uma baixa
tolerancia a toxicidade apresentada por cianobactérias (DeMOTT & MOXTER, 1991) e
alguns estudos apontam inclusive um maior consumo de cepas de C. raciborskii ndo toxicas
em detrimento de cepas toxicas da mesma espécie de cianobactéria (HONG et al., 2013). O
efeito neurotoxicoldgico das saxitoxinas produzidas pela cepa de C. raciborskii usada neste
estudo ja foi apontada em claddceros, com a diminuicdo da atividade natatdria destes animais
(FERRAO-FILHO et al., 2007). A mesma inibicdo na capacidade de nadar pode ter ocorrido
para 0 copépodo N. iheringi, uma vez que alguns animais estavam paralisados ao final do
experimento (dados ndo apresentados).

Apesar dos valores das taxas de remocdo terem sido mais baixos com o aumento na
proporcéo de C. raciborskii, nenhuma diferenca entre os valores de consumo de C. raciborskii
e C. chlorastera dentro de cada tratamento foi evidenciado. A Teoria do Forrageamento
Otimo prediz que a sele¢do alimentar contra um tipo de qualidade nutricional menor tende a
ser mais forte quando um alimento mais nutritivo é abundante e mais fraca quando é escasso
(LEHMAN, 1976). Baseado nestas presuncoes, era esperado que a selecdo fosse negativa para
C. raciborskii quando a mesma estivesse em concentracOes baixas (i.e. 25%) e positiva em
concentragOes altas (i.e. 75%). Porém, a selecéo foi sempre positiva para o tipo alimentar que
estava em menor concentracdo, independente do tipo alimentar.

Este comportamento de uma mudanca de uma selecdo positiva em baixas
concentracdes para uma alga toxica em direcdo a uma negativa em altas concentracdes ja foi
evidenciado em copépodos marinhos alimentados com o dinoflagelado toxico Dinophysis spp.
(KOZLOWSKY-SUZUKI et al., 2006).

A diminuicdo do consumo alimentar por algum fator inibitério pode ocasionar um
comportamento nao seletivo pela qualidade nutricional em copépodos (DeMOTT &
MOXTER, 1991). Caracteristicas da cepa de C. raciborskii utilizada no presente trabalho (e.g.
toxicidade) podem ter levado a uma selecdo em copépodos mais baseada na quantidade do
tipo alimentar do que na qualidade.

Além disto, a exposicao prévia a uma determinada cianobactéria pode resultar em um
menor consumo destas e um conseqiente aumento na ingestdo de alimentos mais nutritivos
(GER et al., 2011). Ao longo dos seis anos de monitoramento do Lago dos Manacas (local
onde o copépodo N. iheringi foi coletado), nenhuma ocorréncia da cianobactéria C.
raciborskii foi reportada. Esta ndo adaptagdo prévia dos copépodos usados no experimento a
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C. raciborskii poderia explicar esta seletividade fraca pela qualidade alimentar em copépodos
assim como o consumo similar nesta cianobactéria e na alga nutritiva C. chlorastera.

Em suma, o aumento na concentracao de C. raciborskii ocasionou uma diminuicao nas
taxas de remocdo total pelos copépodos. Apesar disto, a diferenca no consumo desta
cianobactéria e da alga nutritiva nos tratamentos esteve mais relacionada & quantidade do tipo
alimentar do que & qualidade. Esta fraca relacdo da selecdo alimentar com a qualidade
nutricional pode ter sido ocasionada por diversos fatores tais como efeito inibitorio por
cianotoxinas e ndo adaptacdo prévia destes animais a C. raciborskii. Apesar de nenhuma
diferenga entre o consumo de C. raciborskii e C. chlorastera ter sido evidenciada dentro de
cada tratamento, novos estudos deverdo ser conduzidos no sentido de se avaliar o efeito desta
cianobactéria no fitness de N. iheringi (e.g. sobrevivéncia e reproducdo). Este foi o primeiro
estudo a identificar uma fraca influéncia da qualidade nutricional na selecdo alimentar entre
C. raciborskii e uma alga mais nutritiva por um copépodo calandide. Finalmente, este estudo
poderd auxiliar no entendimento do comportamento de copépodos calandides quando
alimentados com cianobactérias filamentosas e toxicas e consequentemente, servir como uma
informacdo adicional sobre o controle de floracdes de cianobactérias em ambientes de adgua

doce.
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CAPITULO 2
SOBREVIVENCIA E REPRODUCAO DE UM COPEPODO NEOTROPICAL SAO
AFETADAS PELA CIANOBACTERIA CYLINDROSPERMOPSIS RACIBORSKII

2.1 INTRODUCAO

Por conta da crescente expansdo de floragbes de cianobactérias em ecossistemas
aquaticos continentais (PAERL & HUISMAN, 2009; PAERL & OTTEN, 2013), o estudo dos
efeitos destas em organismos zooplanctonicos é de extrema importancia (WILSON et al.,
2006). Dentre os organismos zooplanctonicos, os copépodos sdo o grupo dominante em
biomassa e provavelmente a subclasse de metazoario mais numerosa do planeta (VERITY &
SMETACEK, 1996; MEUCHLINE, 1998; TURNER, 2004; SOUSA et al., 2008). Estes
animais, principalmente os de pequeno tamanho (~1mm de largura), sdo importantes por
serem 0s principais consumidores de fitoplancton e de componentes das algas microbianas
(bacterioplancton e protistas heterotréficos) e servirem como presas para peixes e outros
animais carnivoros (TURNER, 2004).

A sobrevivéncia e reproducdo de copépodos em dietas contendo cianobactérias séo
afetadas por diversos fatores tais como deficiéncia nutricional (SCHIMIDT &
JONASDOTTIR, 1997), toxicidade (GER et al., 2010b) e reducdo nas taxas de ingestio
(KOSKI et al., 1999). Apesar destes fatores inibitdrios, alguns estudos mostram altas taxas de
consumo, sobrevivéncia e producdo de ovos em copépodos calandides alimentados com
cianobactérias (BURNS & XU, 1990; XU & BURNS, 1991; KOSKI et al., 2002),
principalmente em dietas mistas com outro tipo de alimento (SCHIMIDT & JONASDOTTIR,
1997).

Copeépodos calandides apresentam reproducao sexuada obrigatoria. Os espermatoforos
produzidos pelos machos sdo transferidos para os receptaculos seminais das fémeas. Apds a
fertilizacdo, os ovos sdo formados e depositados em um ovissaco. Dependendo da espécie,
este ovissaco pode ser carregado ventralmente pela fémea (e.g. Notodiaptomus iheringi) ou
liberado diretamente na 4gua (WILLIAMSON & REID, 2001).

Dentre os principais cianobactérias formadores de floragBes, encontra-se a espécie
filamentosa Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et Subba Raju. Esta
especie € potencialmente toxica, podendo produzir cilindrospermopsina e saxitoxina
(CHORUS & BARTRAM, 1999) além de possuir uma alta capacidade invasora e grande
plasticidade fenotipica (BONILLA et al., 2012). Este organismo j& foi reportado em diversos
sistemas em regides tropicais (SOARES et al., 2009a; FIGUEREDO et al., 2013), sendo o
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género Cylindrospermopsis um dos principais formadores de floraces no Brasil (SOARES et
al., 2013).

O efeito deletério de cepas de C. raciborskii produtora de saxitoxinas ja foi reportado
em camundongos e na comunidade zooplanctdnica (e.g. FERRAO-FILHO et al., 2010;
COSTA et al., 2013; ZAGATTO & FERRAO-FILHO, 2013). Para a comunidade
zooplancténica, jA foram observados crescimento populacional positivo para o rotifero
Brachionus calyciflorus em dietas com contribuicdo de 50% e 75% de C. raciborskii
(SOARES et al., 2010) e inibicdo do crescimento do cladécero Daphnia magna em dietas
com mais de 75% C. raciborskii (SOARES et al., 2009b).

Apesar da importancia de copépodos calandides em ecossistemas aquaticos e da
crescente expansao na ocorréncia de C. raciborskii, nenhum estudo avaliando a sobrevivéncia
e reproducdo destes animais alimentados com esta cianobactéria foi ainda publicado. No
Capitulo 1 desta dissertacdo, foi reportada uma diminui¢do nas taxas de remocdo total pelos
copépodo calandide Notodiaptomus iheringi Wright a partir do aumento na concentragdo de
C. raciborskii nas dietas mistas. Apesar disto, a selecdo alimentar apresentada pelos
copépodos esteve mais relacionada com a quantidade dos itens alimentares do que com a
qualidade nutricional dos mesmos. Uma vez que estes animais consomem esta cianobactéria,
um estudo adicional avaliando a sobrevivéncia e reproducdo de N. iheringi é necessario para o
entendimento do comportamento deste copépodo em dietas com C. raciborskii.

O objetivo deste estudo foi avaliar a sobrevivéncia (curvas K-M, probabilidade de
sobrevivéncia e Hazard ratios) e reproducdo (porcentagem de fémeas ovadas e taxas de
producdo de ovos) do copépodo calandide neotropical Notodiaptomus iheringi quando
alimentados com suspensdes monoespecificas e mistas da cianobactéria C. raciborskii e uma
alga nutritiva, Cryptomonas obovata. O género Notodiaptomus apresenta uma ampla
distribuicdo geogréfica e possui as mais altas abundancias e riqueza de espécies dentre 0s
calanoides de agua doce neotropical (SANTOS-SILVA et al., 1999). H& ocorréncia de
Notodiaptomus iheringi coexistindo com cianobactérias em ambientes de agua doce e o efeito
nocivo da cianobactéria Microcystis aeruginosa nas taxas de consumo por este copépodo ja
foi evidenciado (PANOSSO et al., 2003).

Com os resultados encontrados neste estudo, espera-se contribuir com um maior
conhecimento sobre o efeito da cianobactéria toxica C. raciborskii no fitness de copépodos
calandides. Uma vez que o consumo de C. raciborskii pelo copépodo N. iheringi aumenta a
partir da diminuicdo da proporcdo desta cianobactéria em dietas mistas, espera-se encontrar



33

taxas maiores de sobrevivéncia e reproducdo em dietas com menores proporgdes de C.

raciborskii.

2.2 MATERIAL & METODOS
Organismos

A cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska), Seenayya et Subba
Raju (cepa LETC CYRF01) foi obtida do Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil. De acordo com analises
prévias, esta cepa é produtora de saxitoxinas (concentracdo de 0.95 pg cél™) (a 25° C,
intensidade luminosa de 35 umol quanta m™? s* e fotoperiodo de 12:12 horas) (informagéo
pessoal Marcela Miranda). A cepa utilizada no presente estudo possui uma menor
concentracdo de saxitoxinas quando comparada a outras cepas, tais como os dinoflagelados
Alexandrium spp. (5.22 a 16.12 pg cél™) (COLIN & DAM, 2002) e Alexandrium lusitanicum
(1.25 a 1.56 pg cél™) (DUTZ, 1998).

A alga Cryptomonas obovata Czosnowski foi obtida da Cole¢do de Culturas de
Microalgas de Agua Doce, Universidade Federal de Sdo Carlos, Brasil. No presente trabalho,
esta alga foi considerada como sendo o alimento nutritivo para os copépodos, principalmente
por possuir concentracdes significantes de acidos graxos essenciais como o0 acido
eicosapentaenoico (WEERS & GULATI, 1997).

Culturas destas duas microalgas foram cultivadas em sistema batch a 25° C em
intensidade luminosa de 35 umol quanta m? s e fotoperiodo de 12:12 horas. Estas culturas
foram mantidas em 300 mL de meio WC modificado (LURLING & BEEKMAN, 1999) em
fase exponencial de crescimento.

Sob estas condi¢cbes ambientais controladas, os filamentos de C. raciborskii
apresentaram um comprimento médio (+ 1DP) de 41.9 (+ 14.2) um e largura média (= 1DP)
de 3.0 (£ 0.4) um (n=20). A populagédo de C. obovata apresentou dominancia de organismos
unicelulares com um comprimento médio (+ 1DP) de 18.3 (x 2.4) um e largura média (+
1DP) de 12.9 (= 2.5) um (n=20).

Para a determinacdo das concentragbes de carbono das suspensfes alimentares, o
biovolume individual de cada microalga foi calculado. A partir destes valores, a concentracéo
de carbono foi estimada de acordo com a formula C= a.V.b, onde C = concentracdo de
carbono (mg C.L™), a=0.1204, V= biovolume da microalga (um®) e b=1.051 (ROCHA &
DUNCAN, 1985).
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Populagdes do copépodo calandide Notodiaptomus iheringi (largura do prossomo +
IDP = @ 1.14 £ 0.13 mm ¢ & 1.11 £+ 0.11 mm) foram coletadas no Lago dos Manacas
(campus Universidade Federal de Juiz de Fora) atraves de arrastos verticais com o auxilio de
uma rede de plancton de abertura de malha de 68 um. Durante dois periodos de
monitoramento neste lago (1999-2000 e 2008-2012), nenhuma ocorréncia de C. raciborskii
foi reportada.

Apos a coleta, as amostras dos copépodos foram acondicionadas em frascos com
capacidade de 5L preenchidos com &gua do lago e retornaram para o laboratério em no
maximo 30 minutos. Em laboratdrio, adultos com apéndices intactos e que nadavam
ativamente foram isolados e rinsados sob microscopio binocular. Todos os animais isolados
foram colocados em béqueres de 5L preenchidos com meio WC modificado sem adi¢do de
NOs e PO, e alimentados com Chamydomonas chlorastera (taxa de 0.5 mgC L™ dia™). Estes
béqueres foram mantidos a 25° C, em intensidade luminosa de 35 umol quanta m? s™ e em
fotoperiodo de 12:12 horas. Apos 24 horas de adaptacdo as condicdes laboratoriais, os adultos
foram capturados com o auxilio de uma pipeta e usados para a execucdo dos dois

experimentos.

Experimento de sobrevivéncia

Experimentos foram conduzidos com o objetivo de avaliar o efeito da cianobactéria
Cylindrospermopsis raciborskii nas taxas de sobrevivéncia de fémeas de Notodiaptomus
iheringi ao longo de doze dias. Dois blocos de experimento foram realizados: (i) dietas mistas
da cianobactéria C. raciborskii e da alga nutritiva C. obovata a uma concentracao total de ~
0.5 mgC L™ e (ii) dietas com diferentes concentracdes de C. obovata comparaveis com a
guantidade desta alga nas dietas mistas. A incluséo do item (ii) foi realizada com o objetivo de
avaliar se as diferentes concentragdes de apenas C. obovata sdo capazes de suportar a

sobrevivéncia dos copépodos.

0] Dietas mistas: Diferentes proporcdes de C. raciborskii e C. obovata —
Concentracéo total: ~0.5mgC L™ :
a) 100% C. obovata
b) 75% C. obovata : 25% C. raciborskii
¢) 50% C. obovata : 50% C. raciborskii
d) 25% C. obovata : 75% C. raciborskii
e) 100% C. raciborskii
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f) Sem alimento (meio WC modificado sem adi¢cdo de NO3 e POy)

(i)  Controle nutritivo: Somente C. obovata em diferentes concentragdes
correspondentes aos tratamentos com dietas mistas
g) 100% C. obovata (~ 0.5 mgC L™
h) 75% C. obovata (~ 0.375 mgC L™)
i) 50% C. obovata (~ 0.25 mgC L)
j) 25% C. obovata (~ 0.125 mgC L™)

Dez fémeas com apéndices intactos e que nadavam ativamente foram adicionadas em
cada replica contendo 250 mL de meio WC modificado sem adi¢do de NO3 e PO, juntamente
com a dieta alimentar especifica. Quatro réplicas foram avaliadas para cada tratamento
especificado acima. Diariamente, 80% do meio eram renovados, com adi¢cdo de nova dieta
alimentar. Todo o experimento foi conduzido a uma temperatura controlada de 25° C.

A sobrevivéncia foi monitorada diariamente com o auxilio de um microscopio
estereoscopio. O animal foi considerado morto quando nédo foi detectado nenhum movimento
dos apéndices ou estruturas intracorporais mesmo apos estimulo.

As curvas de sobrevivéncia ndo atendem a suposicdo de normalidade uma vez que
existem dados de censo dentro desta analise. Estes dados de censo ocorrem quando o evento
de interesse (e.g. morte do copépodo) acontece apds o periodo de monitoramento. Por conta
disto, andlises paramétricas ndo podem ser aplicadas. Para a analise dos dados de
sobrevivéncia, dois métodos estatisticos foram, portanto aplicados: curvas de Kaplan-Meier —
K-M (KAPLAN & MEIER, 1958) e modelos de regressdo de Cox (COX, 1972). As curvas de
K-M foram usadas para descrever a sobrevivéncia de copépodos ao longo dos doze dias de
experimento para os dois blocos de experimento: (i) suspensdes mistas de C. obovata e C.
raciborskii juntamente com o controle sem alimento e (ii) controle nutritivo com apenas C.
obovata. Nestas curvas, 0 tempo de duracdo do experimento é dividido em intervalos e os
limites entre eles sdo estabelecidos de acordo com a ocorréncia de eventos. Ao final desta
analise, também foram geradas as probabilidades de sobrevivéncia dos copépodos no dia 12
(Gltimo dia de experimento). A partir de uma combinagéo de regressoes fatoriais ANOVA no
programa estatistico R (versdo 3.0.2), diferencas entre as probabilidades de sobrevivéncia
entre as dietas mistas, controles nutritivos e dietas mistas x controle nutritivo foram avaliadas.

Probabilidade de sobrevivéncia foi a varidvel resposta. Propor¢do de C. obovata e
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presenca/auséncia de C. raciborskii foram as variaveis independentes. As diferencas entre as
médias foram determinadas com um teste de comparacdo post-hoc Tukey (P<0.05).

Os modelos de regressdéo de Cox descrevem o efeito de diversas variaveis
independentes no tempo necessario para que determinado evento aconteca (e.g. morte do
copépodo). Estes modelos geram valores para a o Hazard ratio (HR). HR determina a
probabilidade de algum individuo que ainda ndo apresentou determinado evento, apresenta-lo
neste momento. HRs foram calculados para os nove diferentes tratamentos avaliados neste
estudo, tendo como variaveis a porcentagem de C. obovata e C. raciborskii nas suspensoes.
Os valores de HR = 1 indicam que a variavel independente (% Cryp e % Cyli) ndo possui
nenhum efeito na variavel dependente (morte de copépodos). Em contrapartida, HR > 1
indicam que um aumento na variavel independente esta relacionado ao aumento na
probabilidade da ocorréncia do evento de interesse (morte de copépodos). Por outro lado, HR
< 1 indicam o inverso, 0 aumento da varidvel independente esta associado a diminuicdo na
probabilidade de ocorréncia deste evento. O resultado da multiplicagdo do coeficiente  pelo
namero de pontos de aumento ao longo dos tratamentos determina o HR para cada variavel
independente especifica. Tanto as analises de K-M quanto os modelos de regressdo de Cox
foram realizadas no programa estatistico R (versdo 3.0.2) com a utilizacdo do pacote
RcemdrPlugin.survival (FOX & CARVALHO, 2012).

Experimento de reproducéo

A porcentagem de fémeas de N. iheringi com ovos (%), assim como producao de ovos
(ovos fémea™ dia™), foram avaliadas nos diferentes blocos de tratamento i e ii especificados
no item Experimento de sobrevivéncia.

Cerca de 50 machos e 50 fémeas com apéndices intactos e que nadavam ativamente
foram acondicionados separadamente em béqueres de 5L preenchidos com meio WC
modificado sem adigdo de NO; e PO, e a dieta alimentar especifica (tratamento i e ii) durante
cinco dias.

Apos o periodo de acondicionamento, dez fémeas sem ovos e sem espermatoforos e
cinco machos foram adicionados no mesmo béquer contendo a dieta alimentar especifica e
250 mL de meio WC modificado sem adi¢cdo de NO3; e PO, por 48h. Trés réplicas foram
avaliadas para cada tratamento especificado acima. Diariamente 80% do meio eram
renovados, com adicdo de nova suspensao alimentar. O meio retirado dos béqueres foi filtrado
diariamente em rede de 68 um com o objetivo de verificar se houve presenca de ovos isolados

ou nauplios. Todo o experimento foi conduzido a uma temperatura controlada de 25° C.
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ApoGs este periodo, as fémeas foram colocadas em placas de Petri e levadas ao
microscopio estereoscopio. O nimero de fémeas ovadas assim como a quantidade de ovos nos
ovissacos das fémeas foram reportados.

A taxa de producdo de ovos (ovos fémea™ dia™) foi calculada de acordo com a

férmula:

E
(IxF)

TPO=

(1)

Onde TPO = Taxa de produgdo de ovos; E = nimero total de ovos produzidos apés 48h de incubacéo; | =

periodo de incubagdo em dias e F = numero de fémeas incubadas.

Resultados dos experimentos de dietas mistas e apenas C. obovata foram analisados
através de uma combinacao de regressdes fatoriais ANOVA no programa estatistico R (versao
3.0.2). Diferencas entre as dietas mistas, controles nutritivos e dietas mistas x controle
nutritivo foram avaliadas. Taxa de producdo de ovos e porcentagem de fémeas com ovos
foram as variaveis respostas. Proporcdo de C. obovata e presenca/auséncia de C. raciborskii
foram as variaveis independentes. As diferencas entre as médias foram determinadas com um

teste de comparacdo post-hoc Tukey (p<0.05).

2.3 RESULTADOS
Sobrevivéncia

Caracteristicas da cepa de C. raciborskii (e.g. producdo de saxitoxinas) nao causaram
um efeito agudo no copépodo Notodiaptomus iheringi uma vez que estes animais
sobreviveram um periodo mais longo em suspensées com 100% C. raciborskii do que em
tratamentos sem a adicdo de alimento (Fig. 2.1A e 2.2A). Nos seis primeiros dias de
experimento, a sobrevivéncia foi menor no tratamento 100% Cyli quando comparada ao
tratamento sem alimento. Porém, os copépodos morreram dentro de nove dias para
tratamentos sem adigdo de alimento e dentro de 11 dias para 100% C. raciborskii. Em todo o
restante dos tratamentos, foram reportados animais vivos ao final do experimento (Fig. 2.1 e
2.2).

A probabilidade de sobrevivéncia do copépodo no dia 12 (final do experimento)
variou de 0 (100% C. raciborskii e sem alimento) a 0.85 = 0.06 (100% C. obovata) (Fig. 2.3).
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Estas probabilidades foram significativamente diferentes entre os tratamentos com dietas
mistas (Fs15= 194.3; p<0.001), com o estabelecimento de quatro grupos: (1) 100% C.
obovata; 50% C. obovata : 50% C. raciborskii; (2) 75% C. obovata : 25% C. raciborskii;
50% C. obovata : 50% C. raciborskii; (3) 25% C. obovata : 75% C. raciborskii e (4) 100% C.
raciborskii. Nas dietas com apenas C. obovata em diferentes proporcdes, a sobrevivéncia
também foi diferente (Fs1,= 7.89; p<0.01) com a formacdo de trés grupos estatisticamente
distintos: (1) 100% C. obovata; 75% C. obovata; (2) 75% C. obovata; 50% C. obovata, 25%
C. obovata e (3) 25% C. obovata. A comparacdo entre dietas mistas e seus controles com
apenas C. obovata indicou que a sobrevivéncia foi influenciada pela presenca de C.
raciborskii (F118= 26.83; p<0.001), propor¢do de C. obovata (F,1s= 8; p<0.01) e interacdo
presenca de C. raciborskii x proporgédo de C. obovata (F,1s= 16.96; p<0.01). Os tratamentos
com dietas mistas apresentaram taxas de sobrevivéncia menores do que Seus respectivos
controles com apenas C. obovata, exceto para a dieta 50% C. obovata : 50% C. raciborskii
que apresentou taxas semelhantes ao seu controle 50% C. obovata.

O modelo de regressao de Cox indicou efeitos positivos das propor¢des de C. obovata
(teste Wald = 9.4, df=1, p<0.01) e negativo das de C. raciborskii (teste Wald = 42.72, df=1,
p<0.001) em dietas mistas na sobrevivéncia de N. iheringi. Por outro lado, as diferentes
proporcoes de C. obovata no controle nutritivo ndo ocasionaram nenhum efeito significativo
na sobrevivéncia dos copépodos (teste Wald = 2.6, df=1, p=0.103). Os valores de HR para as
proporcbes de C. obovata e C. raciborskii em dietas mistas foram de 0.985 e 1.031,
respectivamente. Para estas dietas mistas, 0 aumento na proporcdo de C. obovata ocasionou
uma pequena diminuicdo na probabilidade de morte de 1 para 0.985 (25% C. obovata), 0.969
(50% C. obovata), 0.954 (75% C. obovata) e 0.94 (100% C. obovata). Por outro lado, o
aumento na propor¢do de C. raciborskii esteve relacionado a um pequeno aumento na
mortalidade dos copépodos. A probabilidade de morte aumentou de 1 para 1.031 (25% C.
raciborskii), 1.064 (50% C. raciborskii), 1.098 (25% C. raciborskii) e 1.132 (100% C.
raciborskii).
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Figura 2.1: Sobrevivéncia do Notodiaptomus iheringi em suspensGes mistas de (A) Cryptomonas

obovata (Cryp) : Cylindrospermopsis raciborskii (Cyli) e controle sem alimento e (B) apenas Cryp

(controle nutritivo). Cada linha representa a média de quatro réplicas (+ 1 DP).
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Figura 2.2: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia do Notodiaptomus iheringi em suspensdes
mistas de (A) Cryptomonas obovata (Cryp) : Cylindrospermopsis raciborskii (Cyli) e controle sem

alimento e (B) apenas Cryp (controle nutritivo). Cada linha representa a média de quatro réplicas.
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Figura 2.3: Probabilidade de sobrevivéncia no dia 12 para o copépodo Notodiaptomus iheringi
alimentado com Cryptomonas obovata (Cryp) : Cylindrospermopsis raciborskii (Cyli), apenas Cryp
(controle nutritivo) e controle sem alimento. Barras indicam 95% dos intervalos de confianga para 4

réplicas. Tratamentos 100% Cyli e Sem alimento: probabilidade de sobrevivéncia = 0.
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Reproducéo

A porcentagem de fémeas com ovos nos tratamentos variou de 0 (sem alimento, 100%
C. raciborskii e 25% C. obovata : 75% C. raciborskii) a 43 £ 12% (100% C. obovata) (Fig.
2.4). As porcentagens foram significantemente diferentes entre os tratamentos de dietas mistas
(F410= 18.28; p<0.001), com maior nimero de fémea com ovos no tratamento (1) 100% C.
obovata e (2) menor para 100% C. raciborskii; 25% C. obovata : 75% C. raciborskii; 50% C.
obovata : 50% C. raciborskii; 75% C. obovata : 25% C. raciborskii. Para as dietas com
apenas C. obovata em diferentes proporcdes, a taxa de producdo também foi similar para
todos os tratamentos (F315= 2.83; p=0.106). Finalmente, o nimero de fémeas com ovos nas
dietas mistas e seus controles com apenas C. obovata foi influenciado tanto pela presenca de
C. raciborskii (F11,= 22.88; p<0.001) quanto pela propor¢do de C. obovata (F,i1,= 5.55;
p<0.01). Dietas com C. raciborskii ou proporcdo de C. obovata de 25% apresentaram
porcentagem de fémeas com ovos.

As taxas de producdo de ovos variaram de nenhum (sem alimento, 100% C.
raciborskii e 25% C. obovata : 75% C. raciborskii) a 1.55 + 0.68 ovos fémea™ dia™ (75% C.
obovata) (Fig. 2.5). Estas taxas foram significativamente diferentes entre os tratamentos com
dietas mistas (F410= 21.16; p<0.001), com a distingdo de dois grupos: (1) maiores valores
para o tratamento 100% C. obovata e (2) menores valores para 100% C. raciborskii, 25% C.
obovata : 75% C. raciborskii; 50% C. obovata : 50% C. raciborskii; 75% C. obovata : 25%
C. raciborskii. Entre as dietas com apenas C. obovata em diferentes proporcdes, a taxa de
producdo também foi diferente (Fsg= 4.62; p<0.01) com determinacdo de dois grupos: (1)
100% C. obovata; 75% C. obovata e 50% C. obovata e (2) 100% C. obovata; 50% C.
obovata e 25% C. obovata. A comparagéo entre as dietas mistas e seus controles com apenas
C. obovata indicou que tanto a presenca de C. raciborskii (F11,= 39.28; p<0.001) quanto a
proporcdo de C. obovata (F212= 9.05; p<0. 01) influenciaram na producdo de ovos. Dietas
com C. raciborskii ou proporcdo de C. obovata de 25% apresentaram taxas de producdo de

OVO0S menaores.
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Figura 2.4: Porcentagem de fémeas de Notodiaptomus iheringi com ovos em dietas de Cryptomonas
obovata (Cryp) : Cylindrospermopsis raciborskii (Cyli), apenas Cryp (controle nutritivo) e controle sem
alimento. Barras indicam 95% dos intervalos de confianca para trés réplicas. Tratamentos 25% Cryp :

75% Cyli, 100% Cyli e sem alimento: producéo de ovos = 0.
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Figura 2.5: Producéo de ovos (ovos fémea™ dia™) para o copépodo Notodiaptomus iheringi em dietas de
Cryptomonas obovata (Cryp) : Cylindrospermopsis raciborskii (Cyli), apenas Cryp (controle nutritivo)
e controle sem alimento. Barras indicam 95% dos intervalos de confianca para trés réplicas.

Tratamentos 25% Cryp :75% Cyli, 100% Cyli e sem alimento: producdo de ovos = 0.

2.4 DISCUSSAO

Efeitos negativos do aumento da proporcdo da cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii em dietas mistas foram mais evidenciados para a reprodugdo do que para
sobrevivéncia em copépodos da espécie Notodiaptomus iheringi. As probabilidades de
sobrevivéncia foram diminuidas a partir do aumento da concentracdo da cianobactéria e foram
maiores nos controles nutritivos do que nas respectivas dietas mistas, exceto para o tratamento
50% Cryptomonas obovata : 50% Cylindrospermopsis raciborskii ( = 50% C. obovata). Além
disto, os valores de HR indicaram que o aumento na proporcdo de C. raciborskii ocasionou
um pequeno aumento na probabilidade de morte dos copépodos. A diminuicdo desta
probabilidade aconteceu com o aumento na proporcao de C. obovata. Contrariando a hipdtese
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do estudo, a producdo de ovos, assim como porcentagem de fémeas ovadas sempre foram
mais baixas estatisticamente em dietas com a presenca de C. raciborskii, independente da
proporcéo desta cianobactéria.

A capacidade de sobrevivéncia de copépodos a periodos sem alimento estd associada
principalmente a capacidade destes animais em possuir reservas de lipidios (e.g. triglicerideos
e ésteres de cera) (BUTLER, 1994). Copépodos que possuem uma reserva maior de ésteres de
cera serdo menos afetados por periodos sem alimento do que aqueles que possuem reserva de
triglicerideos (KOSKI & BRETELER, 2003). Um estudo conduzido com o copépodo
diaptomideo Diaptomus kenai mostrou que esta espécie armazena principalmente
triglicerideos, variando de 25 a 80% da reserva total de lipidios (BUTLER, 1994). Uma vez
que Diaptomus kenais e Notodiaptomus iheringi pertencem a mesma familia Diaptomidae,
pode-se inferir que a baixa sobrevivéncia deste ultimo copépodo encontrada no tratamento
sem alimento pode estar associada a uma maior reserva de triglicerideos destes animais. O
periodo de sobrevivéncia sem alimento para N. iheringi (9 dias) foi semelhante a outros
periodos reportados na literatura para copépodos calandides: 7 a 9 dias para Eurytemora
affinis e Pseudodiaptomus forbesi (GER et al., 2010b), 6 a 10 dias para Acartia tonsa e 3 a 6
dias para Centropages typicus (DAGG, 1977).

A diminuicdo da sobrevivéncia e reproducdo do copépodo N. iheringi na presenca da
C. raciborskii possivelmente ndo foi causada por inibi¢do no consumo alimentar, uma vez que
estes animais apresentaram taxas de remocdao significativas, mesmo que em taxas baixas, em
dietas mistas de C. raciborskii e o alimento nutritivo (ver Capitulo 1). Apesar de consumir C.
raciborskii, alguns fatores como deficiéncia nutricional e toxicidade poderiam explicar os
efeitos inibitdrios desta cianobactéria na sobrevivéncia e reproducao deste copépodo.

As andlises da sobrevivéncia e reproducdo de copépodos em dietas mistas de um
alimento suspeito (e.g. C. raciborskii) e um nutritivo (e.g. C. obovata) podem indicar se ha
um efeito da deficiéncia nutricional e/ou toxicidade do alimento na fisiologia do animal. O
alimento suspeito pode ser tanto nutricionalmente inadequado (o aumento na proporcao do
tipo nutritivo tenderd a compensar esta deficiéncia nutricional) quanto toxico (compensagao
n&o ocorrer4 e os efeitos benéficos do tipo nutritivo ndo serdo detectados) (JONASDOTTIR et
al., 1998; PRINCE et al., 2006).

Dentre as dietas mistas, as menores probabilidades de sobrevivéncia foram
encontradas no tratamento 100% C. raciborskii. Outros estudos ja mostraram altas taxas de
mortalidade para copépodos calandides quando alimentados com monoculturas de

cianobactérias. Um aumento na mortalidade de fémeas dos copépodos Temora longicornis e
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Pseudocalanus elongatus foi evidenciado em tratamentos com concentragdo da cianobactéria
Synechococcus sp. em torno de 0.3-0.8 mgC L™ (KOSKI & BRETELER, 2003). Estas taxas
também foram altas para o copépodo Eurytemora affinis alimentado com monoculturas da
cianobactéria toxica filamentosa Nodularia sp. (KOSKI et al., 1999).

Porém, nas dietas mistas, as probabilidades de sobrevivéncia encontradas indicam que
a sobrevivéncia dos copépodos é dependente da concentragdo de C. raciborskii. O aumento na
proporcéo de C. raciborskii ocasionou uma diminuicdo na probabilidade de sobrevivéncia do
copépodo N. iheringi, exceto para o tratamento 50% Cryptomonas obovata : 50%
Cylindrospermopsis raciborskii, no qual as taxas foram similares ao controle nutritivo.

Apesar de ter sido evidenciada reprodugdo nos tratamentos 75% Cryp : 25% Cyli e
50% Cryp : 50% Cyli, esta foi afetada estatisticamente pela presenca de C. raciborskii,
independente da concentracdo desta cianobactéria. Estes resultados indicam que o consumo
desta cianobactéria toxica estaria associado a baixa reproducéo no copépodo N. iheringi. A
diminuicdo na producdo de ovos pela presenca de cianobactérias em dietas mistas também ja
foi reportado para outros estudos avaliando o efeito da espécie filamentosa Nodularia sp. em
Eurytemora affinis (KOSKI et al., 1999) e Acartia tonsa (SCHIMIDT & JONASDOTTIR,
1997).

Cianobactérias ndo possuem em sua composi¢do grandes concentracGes de &cidos
graxos poliinsaturados de cadeias longas (PUFA) tais como acido eicosapentaenoico (20:5m3
- EPA) e &cido docosaexaenoico (22:6m3 - DHA) (AHLGREN et al., 1992). Este tipo de
acido graxo é essencial para a complementacdo da dieta em organismos zooplanctdnicos e sua
auséncia estd associada com a baixa producdo secundaria nestes animais (GULATI &
DEMOTT, 1997; MULLER-NAVARRA et al., 2000). Em contrapartida, altas concentrag@es
do acido graxo essencial alfa linolénico (18:3w3 — ALA) sdo encontradas na composi¢do
bioquimica de cianobactérias e alguns animais, tais como copépodos harpapticoides e
ciclopdides, sdo capazes de sintetizar PUFA a partir deste acido graxo (DESVILETTES et al.,
1997; NANTON & CASTELL, 1998; CARAMUJO et al., 2008). Porém, copépodos
calandides ndo sdo capazes de alongar e desnaturar o cido alfa linolénico para a producéo
significativa de PUFA (BELL et al., 2007). Por conta disto, dietas que possuem cianobactérias
podem ser nutricionalmente deficientes em permitir a sobrevivéncia e reproducdo destes
animais. Em suma, a presenca de C. raciborskii na dieta ocasiona uma deficiéncia nutricional

que pode estar associada a um efeito negativo na sobrevivéncia e reproducgéo.
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A cepa de C. raciborskii (LETC CYRFO01) utilizada no presente estudo € produtora de
saxitoxinas e o efeito neurotoxicoldgico desta toxina ja foi reportado em claddceros, com a
diminuicdo da atividade natatoria destes animais (FERRAO-FILHO et al., 2007; FERRAO-
FILHO et al., 2014). Mesmo ndo tendo sido avaliada, a capacidade natatoria pode ter sido
afetada no copépodo N. iheringi, uma vez que alguns animais estavam paralisados ao final do
experimento. Este efeito deletério na capacidade natatria dos animais pode ter sido
determinante para a sobrevivéncia e reproducdo, uma vez que a velocidade de natacdo é
importante para a procura de alimento, assim como o encontro de fémeas e machos para o
acasalamento (BUSKEY, 1998).

Efeitos negativos das saxitoxinas na digestibilidade do alimento e secrecdo de enzimas
ja foram sugeridos em estudos anteriores avaliando o efeito da alga tdxica Alexandrium
lusitanicum no copépodo Acartia clausi (DUTZ, 1998). Além disto, 0 consumo energético
para 0 sequestro interno de toxinas e a desintoxicagdo pode ter suficiente alto ocasionando
uma demanda energética maior para a reproducdo em fémeas em dietas toxicas (DUTZ,
1998). AlteracBes nos processos digestorios do copépodo N. iheringi assim como alto gasto
energético com processos de desintoxicacdo podem explicar também a inibicdo da
sobrevivéncia e reproducdo deste copépodo calandide.

Finalmente, a exposi¢do as saxitoxinas nas dietas pode ter ocasionado alteraces na
morfologia das gbnadas e desenvolvimento dos ovocitos. Gonadas menos desenvolvidas e
com tamanho reduzido foram reportadas no copépodo Acartia tonsa e Temora longicornis
alimentados com a alga toxica Alexandrium minutum (KOZLOWSKY-SUZUKI et al., 2009).
Os autores sugeriram que estas modificacGes nas gonadas assim como alteracGes na producao
de ovécitos aconteceram devido a presenca de saxitoxinas (KOZLOWSKY-SUZUKI et al.,
2009). Todavia, os autores observaram um aumento na producao de ovos ao longo do tempo,
indicando que a conversdo da alga toxica ingerida em energia para reproducdo € mais
demorada em dietas com toxinas (KOZLOWSKY-SUZUKI et al., 2009). A mesma
resisténcia adquirida ao longo do tempo de experimento pode ndo ter acontecido no presente
estudo, uma vez que a reproducéo foi significantemente inibida.

Em suma, a sobrevivéncia do copépodo calandide N. iheringi em dietas mistas de C.
raciborskii foi influenciada pela proporcdo desta cianobactéria. Em contrapartida, a
reproducdo de N. iheringi foi inibida, independente da concentracdo de C. raciborskii na
dieta. A variagédo nas diferentes respostas em diferentes proporcoes de C. raciborskii indica
que este organismo pode ser tanto nutricionalmente inadequado (baixas concentracOes de

PUFA em cianobactérias e incapacidade de bioconversdo de PUFA em calanoides) quanto
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toxico (incapacidade de movimentos natatorios, alteragdes no amadurecimento e tamanho de
gbnadas, gasto energético com desintoxicacdo em copépodos).

A partir dos resultados deste estudo pode-se concluir que floracdes com contribuicdo
de C. raciborskii em mais de 25% da biomassa total podem provocar um efeito deletério
moderado ou neutro na sobrevivéncia de copépodos, mas podem inibir a reproducdo. Desta
forma, espera-se que a reproducdo nestes copépodos seja mais afetada em floracdes desta
cianobactéria em relacdo a sobrevivéncia destes animais. Porém, a presenca de uma maior
variedade de itens alimentares (KOSKI et al., 2002) e/ou a resisténcia adquirida em
copépodos por exposicdo prévia (GER et al.,, 2011) podem explicar a sobrevivéncia e
reproducdo de copépodos em ambientes com ocorréncia de C. raciborskii em sistemas

aquaticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados ao longo dos dois capitulos desta dissertacdo indicam respostas
variaveis na alimentagdo, sobrevivéncia e reproducdo no copépodo Notodiaptomus iheringi
em dietas contendo a cianobactéria invasora Cylindrospermopsis raciborskii e uma alga
nutritiva.

Em conclusdo tem-se que:

A) Alimentacéao:
- Propor¢des maiores que 50% de C. raciborskii nas dietas mistas ocasionaram uma
inibicdo nas taxas de remocdo totais pelo copépodo N. iheringi;
- A selecdo alimentar esteve mais relacionada a quantidade do que a qualidade
nutricional do tipo alimentar avaliado;
- Esta fraca selecdo pela qualidade do item alimentar pode ter sido provocada tanto pelo
efeito das saxitoxinas quanto pela ndo adaptacdo prévia dos animais a esta

cianobactéria.
B) Sobrevivéncia e Reproducéo:

- Foram evidenciados efeitos negativos nas probabilidades de sobrevivéncia do
copépodo quando a proporcdo de C. raciborskii na dieta mista foi de 25 e 75%. Para a
proporcao de 50%, nenhum efeito foi evidenciado;

- A porcentagem de fémeas com ovos assim como a producdo de ovos foram
negativamente afetadas pela presenca de C. raciborskii, independente da concentracdo
desta nas dietas mistas;

- Esta variacdo nas taxas de sobrevivéncia e reproducdo dos copépodos ao longo dos
tratamentos pode ser explicada pelo baixo valor nutricional das cianobactérias,
incapacidade de bioconversdo de PUFA em copépodos calandides, pelos efeitos
neurotoxicologicos das saxitoxinas, alteragdes no amadurecimento e tamanho das

gbnadas e gasto energético pelos copépodos com processos de desintoxicagéo.

Este é o primeiro estudo que avalia o efeito da cianobactéria invasora C. raciborskii na
sobrevivéncia e reproducdo de copépodos calanodides. Os resultados apresentados neste
trabalho podem contribuir para o entendimento do comportamento alimentar assim como

dindmica populacional de copépodos calandides na presenca da cianobactéria C. raciborskii.
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