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Resumo

As macroalgas l6ticas tém sido consideradas, juntamente com perifiton, bridfitas e
macroéfitas, um dos principais produtores primarios de ambientes de riachos. Por essa
razdo, nas ultimas décadas muitos trabalhos vém sendo realizados na tentativa de
entender-se a distribui¢do espaco-temporal desses organismos. A grande maioria desses
trabalhos tem investigado exclusivamente os efeitos de variaveis ambientais sobre os
padroes de distribuicdo ecologica das macroalgas de riachos. Entretanto, apenas a
relacdo entre a ocorréncia e distribuicao desses organismos e as variagdes do ambiente
tem demostrado ser pouco preditiva em relagdo ao estabelecimento e manutengdo das
macroalgas nestes ecossistemas. Assim, parece claro que, além do mosaico dindmico de
condi¢cdes ambientais, outras forcas que atuam sobre estes organismos devem ser
consideradas na andlise de suas distribui¢des ecoldgicas. Neste sentido, ¢ possivel
imaginar que as interagdes bidticas, em pequena escala, que ocorrem entre oS
organismos que coexistem em um mesmo trecho de riacho também possam interferir de
maneira significativa nas respostas ecologias desses organismos. As microalgas e
macro-invertebrados herbivoros, por exemplo, sdo organismos que coexistem
intimamente com as macroalgas e, portanto, devem possuir papel relevante na
distribuicdo desses organismos no ambiente. De fato, alguns estudos tém sugerido que
os fatores internos de uma comunidade parecem ser mais importantes para determinar as
suas variagdes do que os fatores externos, pontuais ou sazonais, que atuam durante o
periodo de colonizagdo. Neste contexto, o presente estudo investigou as possiveis
interagdes bidticas existentes entre as micro e macroalgas de riachos tropicais, através
da conducdo de um estudo experimental. De forma mais especifica, o primeiro objetivo
foi avaliar a existéncia de competiti¢do ou cooperagao entre as algas bentdnicas (micro
e macroalgas) ao longo de um processo de colonizacdo em substratos artificiais. Em
adi¢do, procurou-se relacionar tais interagdes com a dinamica de desenvolvimento das
comunidades de algas bentonicas como um todo, a fim de esclarecer o sentido ecologico
da, recorrentemente reportada, distribuicdo em mosaico das macroalgas. Além disso,
também constituiu objetivo especifico do presente estudo investigar os efeitos da
atividade de herbivoros sobre as macroalgas, e como tais efeitos se relacionam com a
distribui¢do em mosaico destas algas. Nossos resultados demonstram que as microalgas
possuem relevante influéncia no estabelecimento das macroalgas em sistemas ldticos.

De modo geral, as micro e macroalgas compdem a comunidade de algas bentonicas de



riachos, sendo as primeiras consideradas colonizadoras iniciais e as ultimas
colonizadoras tardias durante um processo de colonizacdo. Assim, as manchas de
macroalgas comumente reportadas em riachos representam, na verdade, estigios
sucessionais tardios da comunidade de algas bentonicas e a auséncia de macroalgas, em
outras areas do substrato, sugere que a comunidade ainda se encontra em estagios
iniciais da colonizag@o. Além disso, a pressdo por herbivoria de gastropodes raspadores
influéncia a trajetoria da colonizacdo das algas bentonicas de riachos. A raspagem da
comunidade a mantem nos estagios iniciais de desenvolvimento, prevenindo, assim, o
surgimento das macroalgas nos estdgios mais tardios. Dessa forma, as manchas de
macroalgas, novamente, representam momentos tardios da coloniza¢do. Assim, sugere-
se que as comunidades de algas bentonicas de riachos possuem seu desenvolvimento
direcionado pela interagdo entre micro e macroalgas, de modo a compor, na verdade,

uma mesma comunidade de organismos em ambientes 16ticos.

Palavras-chave: algas bentonicas, microalgas, macroalgas, perifiton, interagdes

bioticas, competi¢ao, cooperacao, herbivoria, substrato artificial, ambientes 16ticos.



Abstract

The stream macroalgae have been considered, along with periphyton, bryophytes and
macrophytes, one of the main primary producers in streams environments. For this
reason, in recent decades many studies have been performed to understand the spatio-
temporal distribution of these organisms. Most of these studies have only investigated
the effects of environmental variables on patterns of ecological distribution of
macroalgae streams. However, only the relationship between the occurrence and
distribution of these organisms and the changes in environment has been shown to be
poorly predictive in relation to the establishment and maintenance of macroalgae in
these ecosystems. Thus, it seems clear that, beyond the dynamic mosaic of
environmental conditions, other forces acting on these organisms should be considered
in the analysis of their ecological distributions. In this sense, it is possible to imagine
that biotic interactions on a small scale, that occur between coexistent organisms in the
same stream stretch can also significantly influence on the ecological responses of these
organisms. Microalgae and herbivorous, for example, are organisms that coexist
intimately with macroalgae and therefore must have a relevant role in the distribution of
these organisms in the environment. In fact, some studies have suggested that the
internal factors of community seem to be more important in determining their variations
than external, occasional or seasonal factors that act during the period of colonization.
In this context, the present study investigated the possible existing biotic interactions
between micro and macroalgae in tropical streams, by conducting an experimental
study. More specifically, the first objective was to evaluate the existence of competition
or cooperation between benthic algae (micro and macroalgae) over a process of
colonization on artificial substrates. In addition, we tried to correlate these interactions
with the dynamic development of benthic algal communities as a whole in order to
clarify the ecological sense of recurrently reported, mosaic distribution of macroalgae. It
also constituted specific objective of the present study to investigate the effects of
herbivorous activity on macroalgae, and how these effects are relate to the patchy
distribution of these algae. Our results demonstrate that microalgae have significant
influence in the establishment of macroalgae in lotic systems. In general, micro and
macroalgae comprise the community of benthic algae in streams. The former is
considered initial colonizers and the latter the late colonizers during the colonization

process. Thus, patches of macroalgae commonly reported in streams represent, in fact,



late successional stages of benthic algae community and the absence of macroalgae in
other areas of the substrate, suggesting that the community is still in the earlier
colonization stages. Furthermore, the herbivory pressure by scrapers influence the
trajectory of the benthic algae colonization in streams. The scraping of the community
keep it in the earlier development stages, thus preventing the appearance of macroalgae
in the later stages. Thus, patches of macroalgae, again, represent late stages of
colonization. Hence, it is suggested that benthic algal communities in streams have their
development driven by the interaction between micro and macroalgae, in order to

compose the same community of organisms in lotic environments.

Keywords: benthic algae, microalgae, macroalgae, periphyton, biotic interactions,

competition, cooperation, herbivory, articial substrates, lotic systems.
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Introducio Geral

Ambientes 16ticos possuem caracteristicas especificas que garantem a existéncia
de um ecossistema extremamente particular (Allan & Castillo, 2007; Tokeshi &
Arakaki, 2012). Rios e riachos fornecem diversos tipos de habitats para os organismos
aquaticos, diferentemente de outros corpos d“agua, pois estdo sujeitos a modificagcdes
estruturais ao longo de seu percurso, o que consequentemente provoca variagdes nas
propriedades fisicas e quimicas do ambiente (Townsend & Hildrew, 1994). A grande
movimentagdo da agua dificulta a ocorréncia de organismos tipicamente planctdnicos
(Reynolds & Lund, 1988) de modo a favorecer o estabelecimento de uma comunidade
bentonica mais desenvolvida.

Os produtores primarios observados nas comunidades bentonicas desses
ambientes incluem, principalmente, representantes do grupo das cianobactérias, das
algas eucarioticas e das embriofitas, exceto gimnospermas. Além disso, algumas outras
bactérias e protistas também possuem importante papel como autodtrofos em 4aguas
correntes (Allan & Castillo, 2007).

Considerando em particular os produtores primarios bentoénicos, 0 componente
ficologico tem sido amplamente descrito como um dos principais elementos de
sustentacdo da teia trofica desses ambientes (Lamberti, 1996), uma vez que todos os
substratos que estejam recebendo luz podem, potencialmente, suportar o crescimento de
uma comunidade de algas bentonicas (Allan & Castillo, 2007). Entretanto, essa
comunidade ficologica pode estabelecer-se sob diferentes formas e arranjos. Em 1924,
Behning utilizou pela primeira vez o termo perifiton para se referir aos organismos
aderidos a substratos artificiais submersos na agua. Apds a sua proposi¢do, o termo
recebeu varias outras propostas de definicdes (e.g., Sladeckova, 1962; Round, 1964),
mas, somente em 1983, Robert Wetzel destacou algumas caracteristicas diagndsticas a
esse grupo de organismos de modo a compor uma definicdo amplamente aceita pela
comunidade cientifica até os dias atuais. Para Wetzel (1983), perifiton € “uma complexa
comunidade de microrganismos (algas, bactérias, fungos e animais), detritos organicos
e inorganicos aderidos a substratos inorgdanicos ou orgdnicos vivos ou mortos”.

Contudo, h4d uma importante por¢ao da flora algal bentonica que ndo se enquadra
na definicdo de perifiton (sensu Wetzel, 1983), uma vez que ¢ constituida por espécies
que apresentam crescimento macroscopico evidente; ou seja, sdo visiveis e

reconheciveis em campo a olho nu (John & Moore, 1985; Sheath et al., 1989). Esse
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componente algal das comunidades bentonicas tem sido reportado como macroalgas
loticas, como proposto por Sheath & Cole (1992). Segundo esses autores o termo
macroalgas ¢ definido da seguinte forma: “Tipicamente, macroalgas de riachos sdo
bentonicas e formam um talo maduro que é uma estrutura discreta e reconhecivel a
olho nu; a identificagdo microscopica é geralmente necessaria e, freqiientemente,
microalgas estdo associadas ao talo”.

As assembleias de macroalgas ldticas e suas respostas ecologicas vém sendo
estudadas sob diversas abordagens cientificas na tentativa de encontrar padrdes
relacionados a sua ocorréncia, j4 que tais assembleias tém sido retratadas como
altamente relevantes na producao primaria de rios e riachos (Giller & Malmqvist, 1998;
Dell“Uomo, 1991). De fato, diversos trabalhos (Sheath & Burkholder, 1985; Necchi &
Pascoaloto, 1993; Necchi et al., 2003; Branco et al., 2008; 2009) estudaram a relagao
entre os padrdes de distribuicao espago-temporal dessas algas com as variaveis fisicas e
quimicas do ambiente. Nesse sentido, a abundiancia e a riqueza de espécies de
macroalgas l6ticas tém sido relacionadas, por exemplo, com a temperatura da agua
(Necchi & Pascoaloto, 1993; Branco & Necchi, 1996), a turbidez (Necchi & Pascoaloto,
1993; Branco & Necchi, 2003), o tipo de substrato (Sheath ef al., 1989; Pfister, 1993), a
condutividade especifica (Sherwood & Sheath, 1999), o oxigénio dissolvido (Necchi &
Pascoaloto, 1993; Foerster ef al., 2004), o sombreamento (Sheath ef al., 1986; Necchi et
al., 2003), a profundidade (Necchi et al., 2003; Pfister, 1993; Sherwood & Sheath,
1999), a velocidade da correnteza (Sherwood & Sheath, 1999) e os nutrientes
dissolvidos (Leukart, 1995; Foerster ef al., 2004).

Além disso, trabalhos abordando aspectos ecofisiologicos das macroalgas
(Falkowski & LaRoche, 1991; Necchi, 2004) tém auxiliado na compreensdo das
respostas desses organismos frente as varidveis ambientais. Tais estudos tém sugerido
uma série de varidveis que presumivelmente favoreceriam a ocorréncia de
representantes das macroalgas em uma determinada condi¢do ambiental.

Entretanto, ha extenso registro de uma recorrente falta de relacdo direta e
evidente entre as macroalgas e as variaveis ambientais que, de modo geral, sdo
comumente utilizadas em estudos ecoldgicos e/ou ecofisioldgicos (Krupek et al., 2007,
Branco et al., 2009). Peres et al. (2009), por exemplo, sugerem que as variaveis fisicas e
quimicas mensuradas nos riachos da Serra da Prata, Estado do Parand, foram pouco
representativas para explicar o padrao de distribui¢do espacial das macroalgas na regido

de estudo. Do mesmo modo, trabalhos que investigaram a distribui¢do ecoldgica de



Introducdo Geral |14

macroalgas em regides geograficas amplas (e.g.: Krupek et al., 2007; Branco et al.,
2009; Peres et al., 2009) mostraram que a ocorréncia de macroalgas talvez seja um
evento amplamente aleatdrio, sugerindo que tais organismos parecem responder mais
fortemente as variagdes do dindmico mosaico de condi¢cdes ambientais em escala local
(nivel de micro-habitat) que em escalas regionais. Além disso, preferéncias espécies-
especificas a determinadas variagdes ambientais registradas em trabalhos
ecofisiologicos (com varidveis ambientais testadas isoladamente) ndo sdo, muitas vezes,
observadas em condi¢des consideradas ideais para a ocorréncia de macroalgas. Dessa
forma, ¢ possivel perceber que a falta de reconhecimento de padrdes regulares e
consistentes na ocorréncia das macroalgas loticas também pode estar relacionada com
uma certa limitacao no enfoque das pesquisas ecoldgicas que t€m sido conduzidas sobre
esses organismos.

Nesse contexto, algumas questdes fundamentais sobre a ecologia das macroalgas
loticas merecem ser destacadas. Sera que a suposta falta de padrdes capazes de
descrever a ocorréncia das macroalgas loticas ndo é, na verdade, o reflexo de escassas
informagdes sobre as interacdes bioldgicas as quais esses organismos podem estar sendo
submetidos? Serd que o conhecimento dos processos bioldgicos interativos entre as
macroalgas e organismos coexistentes poderiam adicionar informagdes relevantes e
esclarecedoras, ajudando a compreender o que tem sido registrado em campo? A partir
de reflexdes dessa natureza, fica evidente que investigacdes ecoldgicas com uma
abordagem voltada para as relagdes biodticas poderiam revelar, por exemplo, o grau de
influéncia direta dessas interagcdes sobre a distribuicao das macroalgas de riachos; ou,
entdo, se as variagoes ambientais atuam indiretamente, influenciando mais propriamente
a relacdo biotica do que as macroalgas isoladamente.

De fato, alguns estudos tém sugerido que as comunidades de algas bentonicas de
riachos, ao contrario das explicagdes mais comuns, devem ser reguladas mais
fortemente pelas relacdes bioldgicas do que primariamente por fatores abidticos
(Feminella & Hawkins, 1995). Uma vez que as microalgas (perifiton — sensu Wetzel,
1983) e as macroalgas (sensu Sheath & Cole, 1992) coexistem na comunidade de algas
bentonicas de ambientes loticos, torna-se inevitdvel a sobreposicao delas e, assim,
perfeitamente compreensivel que os limites entre os componentes micro € macroscopico
sejam extremamente dificeis de estabelecerem-se. Entretanto, mesmo sem nenhuma
separagdo espacial evidente, esses organismos sdo estudados de maneira isolada. Em

regra, os trabalhos envolvendo a investigacdo de macroalgas (Sheath & Burlholder,
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1985; Krupek & Branco, 2014) ndo consideram as microalgas em suas analises, da
mesma forma que trabalhos sobre a comunidade perifitica (Cardinale et al., 2006)
deixam de incorporar a por¢do de algas tipicamente macroscopicas. Porém, a
coexisténcia desses componentes seguramente proporciona a emersao de processos
interativos entre eles, e esta relagdo pode trazer importantes respostas que auxiliem no
esclarecimento dos mecanismos de distribuicdo das macroalgas em sistemas 16ticos.

Da mesma forma que as microalgas, os macro-invertebrados também compdem
as comunidades bentdonicas de rios e riachos (Allan & Castillo, 2007). Uma vez que
muitos desses organismos sdo consumidores primarios, as comunidades de algas
bentonicas podem sofrer relevantes alteragdes em fungdo da pressdo de consumo
exercida sobre elas (Alvarez & Peckarsky, 2014). Por exemplo, os raspadores aquaticos
selecionam as algas de acordo com seu tamanho, forma de crescimento e grau de
fixacdo no substrato (Tall et al., 2006). Nesse contexto, a intensidade, a frequéncia e a
natureza da herbivoria exercida sobre a comunidade de algas bentdnicas de riachos
devem influenciar os padrdes de distribui¢ao espacial das micro e macroalgas.

Assim, a presente tese foi conduzida a fim de avaliar a influéncia de possiveis
interagdes bioldgicas entre (i) macroalgas e microalgas e (ii) macroalgas, microalgas e
herbivoros. Espera-se que o aumento da compreensdo dessas relagdes possa,
potencialmente, esclarecer alguns dos mecanismos que determinam a distribuicao das
macroalgas em ambientes 16ticos. No Capitulo 1 serdo abordadas as relagdes entre as
macro e microalgas, enquanto que no Capitulo 2 serdo abordadas essas mesmas relagdes

com a adicao dos efeitos da herbivoria.
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Resumo

Em uma comunidade, a coexisténcia dos organismos conduz necessariamente a
interagdes ecoldgicas entre os individuos presentes. Em ambientes 16ticos, os substratos
sdo compostos por uma rica comunidade de organismos, entre os quais as algas
representam um dos grupos mais diversos. Varias formas de crescimento podem ser
observadas entre as espécies de algas, desde microscopicas (microalgas), consideradas
como parte do perifiton, até aquelas reconheciveis a olho nu, reportadas
tradicionalmente como macroalgas. Entretanto, apesar da intima coexisténcia entre
micro e macroalgas nas comunidades de algas bentdnicas, ainda ndo se conhece
minimamente as possiveis interagdes entre elas e a relagdo dessas interagdes com a
distribuicdo espaco-temporal desses organismos. Sendo assim, um estudo experimental
foi realizado com o objetivo de analisar-se as possiveis interagdes entre micro e
macroalgas de riachos. Substratos artificiais foram instalados em dois grupos de
riachos: (i) com auséncia de macroalgas (Grupo 1) e (ii) com presenca desses
organismos (Grupo 2). A riqueza e abundancia (densidade) de microalgas foram
investigadas nos riachos dos Grupos 1 e 2 com o objetivo de verificar-se se ha
influéncia direta das variagdes das assembleias de microalgas sobre as varia¢des das
macroalgas (densidade e porcentagem de cobertura) nos ambientes de riachos. Nossos
resultados demonstram que as microalgas possuem relevante influéncia no
estabelecimento das macroalgas em sistemas loticos. De modo geral, as microalgas
proporcionaram condigdes que favoreceram o surgimento das macroalgas. Essas
ultimas, por sua vez, ap0s seu crescimento, aparentemente, também criam condigdes
que favorecem as microalgas subjacentes. Sugere-se, entdo, que as comunidades de
algas bentonicas de riachos possuem desenvolvimento fortemente influenciado por uma
relagdo de cooperagdo entre micro e macroalgas que, em ultima analise, representam
estdgios sucessionais distintos. Neste contexto, as microalgas respondem como
colonizadoras iniciais em uma comunidade de algas bentonicas loticas, enquanto as

macroalgas como as colonizadoras tardias de uma mesma comunidade.

Palavras-chave: interacdes bioticas, cooperacao, microalgas, macroalgas, riachos.
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1.1. Introducao

Compreender a estrutura das assembleias de organismos ¢ um dos principais
objetivos dos estudos ecologicos. Detectar padrdes na estrutura das assembleias, no
espaco € no tempo, pode proporcionar a observacdo dos processos que conduzem ao
desenvolvimento das comunidades (Horner-Devine et al., 2007). Alguns estudos tém
indicado que processos deterministicos sdo importantes para o desenvolvimento das
assembleias e coexisténcia de organismos (Gotelli & McCabe, 2002). Por exemplo, os
padrdes ecoldgicos de micro e macrorganismos tém sido investigados na tentativa de
encontrarem-se similaridades e/ou diferencas entre esses tipos de comunidades (Green
& Bohannan, 2006; Martiny ef al., 2006). Em sistemas de riachos, por exemplo, micro e
macrorganismos convivem intensamente, mas, atualmente, ainda nio estd claro como a
coexisténcia desses organismos ocorre efetivamente (Horner-Devine et al., 2007).

As algas bentonicas de sistemas 16ticos tém sido amplamente estudadas nas
ultimas décadas. Alguns trabalhos tém propostos modelos funcionais na tentativa de
associarem-se tracos ecolédgicos particulares de determinados taxons com as condig¢des
do ambiente que habitam (Steinman et al., 1992; Biggs et al., 1998). Em resumo, tais
modelagens classificam os organismos de acordo com suas estratégias de crescimento,
morfologia e reproducdo diante de diferentes niveis de distirbio e suprimento de
recursos (Biggs, 1996). Como rios e riachos podem sofrer alteragdes em funcdo do
tempo (Biggs et al., 1998), a capacidade peculiar desses grupos funcionais de
persistirem as mudangas ambientais e, consequentemente, interagirem entre si, pode
influenciar de maneira relevante a trajetdria de colonizagdo e a estruturagdo dessas
comunidades. Nesse contexto, as algas representam um importante grupo de organismos
para se investigar as interagcdes ecologicas, uma vez que apresentam uma grande
diversidade de espécies, variando desde taxons microscopicos até filamentosos longos e
pseudoparenquimatosos. Tal variagdo morfoldégica pode refletir em diferentes
estratégias de sobrevivéncia (Biggs ef al., 1998; Horner-Devine et al., 2007).

Entretanto, micro e macroalgas de ambientes l6ticos, apesar de intimamente
associadas no habitat, sdo tradicionalmente estudadas de forma isolada. Nesse contexto,
os padrdes de distribui¢do espacial das macroalgas, por exemplo, tém sido investigados
através da relacdo entre as varidveis ambientais e seus padrdes de ocorréncia, sem levar
em consideracdo as microalgas associadas (Sheath & Cole, 1992; Krupek & Branco,

2014). Porém, estudos recentes t€m mostrado que os fatores abioticos pouco predizem a
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ocorréncia desses organismos no ambiente (Branco et al. 2009; Peres et al., 2009).
Branco et al. (2014) averiguaram que a contribuicdo ambiental para explicar a variagao
da composicdo das assembleias de macroalgas de 105 riachos da regido sul do Brasil,
apesar de significativa, foi de apenas 5,7% e que aproximadamente 90% da variagdo
desses organismos nao pdde ser explicada pelas variagdes ambientais, espaciais ou
mesmo a soma delas. Dessa forma, o trabalho sugere, dentre outros fatores, que a
auséncia das interacdes bidticas nas analises pode ter contribuido para essa grande
fragao inexplicavel dos resultados. Além disso, os fatores internos de uma comunidade
parecem ser mais importantes para as variacoes dessa do que os fatores externos
sazonais durante um periodo de colonizacdo (McCormick & Stevenson, 1991).

Por conseguinte, as assembleias bentonicas de microalgas que coexistem com as
macroalgas em rios e riachos podem possuir algum papel no seu desenvolvimento. A
coexisténcia entre esses organismos pode ser estabelecida através das diferentes
habilidades para adquirir um determinado recurso, em virtude de adaptagdes e/ou
restrigcdes fisioldgicas ou morfologicas (McCormick, 1996; Roxburg et al., 2004). Nesse
contexto, o tamanho algal apresenta papel fundamental para sua ecologia, uma vez que
pode estar associado com capacidades morfo-funcionais diferentes na captura de
recursos, absorcao de luz e taxas de crescimento (Hein ef al., 1995). Hoagland et al.
(1982) sugerem ainda que a mobilidade espacial de micro (e.g., diatomaceas) e
macroalgas (e.g., algas verdes filamentosas) permite a elas competirem efetivamente
por diferentes recursos. Contudo, apesar da coexisténcia e particularidades ecoldgicas
intrinsecas as formas de crescimento micro e macroscopicas, nenhum trabalho abordou
conjuntamente esses organismos no sentido de investigar se possiveis interagdes
influenciam a dindmica espaco-temporal de ambos os tipos de crescimento em
ambientes 16ticos.

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo investigar o processo de
colonizagdo das algas bentonicas desde o estabelecimento das microalgas até o
surgimento das macroalgas, a fim de reconhecer e compreender as possiveis interagdes
biodticas durante a estruturacdo da comunidade. Devido as possiveis diferencas morfo-
funcionais desses componentes, principalmente relacionadas ao tamanho (Biggs et al.,
1998), esperava-se que a maior abundancia de um resultasse na reducao do outro e vice-

versa, caracterizando-se uma dinamica de comunidade mediada pela competicao.
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1.2. Materiais e Métodos

1.2.1. Area de estudo

As investigacdes sobre as interagdes entre as assembleias de micro e macroalgas
de ambientes I6ticos foram realizadas em nove riachos naturais de 2* e 3* ordens, com
substrato predominantemente rochoso e altos niveis de irradidncia (ambientes abertos,
segundo DeNicola & Hoagland 1996). Os ambientes estao localizados na Bacia do Rio
do Cervo, regido Centro-Oeste do Estado de Sdo Paulo. A Bacia do Rio do Cervo possui
um relevo relativamente plano, com altitude variando de 500 a 580 metros, e clima
tropical com um verdo chuvoso ¢ um inverno seco (Max et al. 2003). A flora original da
regido era formada por Cerrado em ecotono com a floresta estacional semidecidual,
porém, parte desta formacdo vegetal natural tém sido progressivamente devastada e
substituida por culturas agricolas (e.g., cana-de actlcar e soja) e plantagdes de Pinus sp.
e Eucaliptus sp. (Max et al. 2003). A Figura 1 ilustra a localizagao dos pontos utilizados
durante o experimento.

Em todos os riachos utilizados, foi observada a presenca de microalgas nos
substratos naturais. Por outro lado, dois grupos de riachos se formaram quanto a
presenca de macroalgas: em um dos grupos de riachos foi verificada a evidente presenca
de macroalgas nos substratos naturais, enquanto que no outro a ocorréncia desses
organismos foi apenas ocasional e, quando presentes, em baixissimas abundancias. Essa
estratégia amostral permitiu investigar se as variagdes de ocorréncia das macroalgas nos
diferentes ambientes estdo, ou ndo, relacionadas com a presenca das microalgas. A
Tabela 1 ilustra os dois grupos de riachos quanto a densidade maxima de macroalgas
em cada riacho. O grupo 1 foi representado por riachos com valores abaixo de 111

individuos enquanto o grupo 2 riachos com valores acima de 262 individuos.

1.2.2. Delineamento experimental

O experimento foi realizado com uso de substratos artificiais (laminas de vidro)
(Branco et al., 2010). Em cada riacho foram instaladas 100 ldminas de vidro (75x25
mm) presas horizontalmente em uma base de madeira associada a placas de concreto
com aproximadamente 17 kg (ver descri¢do dos amostradores no Apéndice Al). O
estudo experimental ocorreu durante as estagdes de outono-inverno, periodo na qual as

precipitacdes sdo menos frequentes em regioes tropicais (Branco & Necchi, 1997;
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Branco et al., 2009; Tonetto et al., 2014). Dessa forma, os impactos consequentes dos
eventos de chuvas seriam reduzidos durante o processo de colonizagdo das
comunidades.

O acompanhamento temporal foi realizado por um periodo de 75 dias (Branco et
al., 2010), com as laminas sendo retiradas em intervalos de quatro a cinco dias,
totalizando 16 amostragens durante o periodo de experimentagdo. A determinagdo da
ordem das laminas a serem removidas foi feita de forma randomica. Durante as
amostragens, trés laminas foram coletadas para analise da estrutura das comunidades,
sendo essas destinadas a estimativa da riqueza de espécies (fixadas em formol 4%), a
mensuracdo da densidade de espécies e ao registro de imagens fotograficas com
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (as duas ultimas preservadas em lugol
acético 0,5%). As laminas destinadas as analises com MEV tiveram como objetivo
registrar as caracteristicas da arquitetura das comunidades. E importante explicar que
durante as amostragens foram anotadas as ocorréncias das macroalgas, segundo a
definicdo do termo como proposto por Sheath & Cole (1992), e fotomicrografias
digitais foram registradas para mensuracdo da porcentagem de cobertura das
macroalgas.

Durante o procedimento de determinacdo da densidade de espécies, os tdxons
comumente reportados como macroscopicos (geralmente espécies filamentosas) foram
tratados separadamente, a fim de se obter os valores de densidade das microalgas e das
macroalgas individualmente. O método para determinacdo da densidade das espécies
utilizou a contagem dos individuos tanto microscdpicos como macroscopicos, seguindo
os trabalhos de Utermohl (1958) e Lund et al. (1958), enquanto que a identificacao das
espécies abundantes, tratadas como aquelas com densidade superior a densidade média
de toda a comunidade (Lobo & Leighton, 1986) foi realizada através de literatura
especializada. A varredura em microscopio eletronico foi conduzida apds desidratagao
total das amostras em concentragdes crescentes de acetona e ponto critico do CO,
(equipamento CPD 030 Balzers). Ap6s a metalizacdo, as amostras foram levadas ao
microscopio LEO435-VP para os registros fotograficos. A porcentagem de cobertura
das macroalgas foi medida no software AutoCad® (comumente utilizado em trabalhos
de engenharia), o qual permite medir a drea ocupada por esses organismos nas imagens
digitais (Tonetto et al., 2012). Os Apéndices B1.1, 1.2, 1.3, 1.4 e 1.5 descrevem
detalhadamente as técnicas utilizadas para mensuracdo das varidveis bidticas da

comunidade de algas bentonicas estudadas.
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Além dos dados biologicos, as seguintes variaveis fisicas e quimicas da agua
foram mensuradas no proprio riacho a cada evento de retirada das ldminas: temperatura,
oxigeénio dissolvido, pH, condutividade elétrica, potencial de oxido reducdo e turbidez.
Todas essas medigdes foram realizadas com o auxilio de um controlador de qualidade
da agua, marca Horiba, modelo U-52, equipado com sonda multi-parametros. Além
dessas variaveis, também foi mensurada a velocidade da correnteza, utilizando-se um
correntometro eletronico Swoffer 3000. Por fim, em cada ponto, uma amostra de 500
mL de agua do proprio riacho foi coletada para a quantificagao de nitrogénio e fosforo
totais através da utilizagdo de um espectrofotometro Spectroquant Nova 60 e reagentes
especificos. A Tabela 2 sumariza as variaveis fisicas e quimicas de cada um dos riachos

examinados.

1.2.3. Analise dos dados

De modo geral, ambientes 16ticos sdo tipicamente caracterizados por uma
acentuada heterogeneidade ambiental. A fim de controlar-se tal heterogeneidade foi
utilizado o delincamento em blocos casualizados (Sokal & Rohlf, 2000; Gotelli &
Ellison, 2004), muito aplicado em experimentos ecoldogicos envolvendo ambientes com
esse tipo de caracteristica (e.g., Usio & Townsend, 2004; Bechara et al., 2007; Landeiro
et al., 2008; Tonetto et al., 2012; Tonetto et al., 2014).

As andlises estatisticas foram realizadas com base nos grupos de riachos 1 e 2
(Tabela 1, baseada na densidade méxima de macroalgas em cada riacho). Neste
contexto, os valores de densidade e riqueza das microalgas foram submetidos a uma
ANOVA em blocos com medidas repetidas para investigar as diferengas de colonizagdo
das macroalgas entre esses grupos de riachos.

Além disso, uma andlise de componentes principais foi utilizada para reduzir a
dimensionalidade das varidveis ambientais e sumarizad-las adequadamente. Essa analise
foi conduzida para a caracterizagdo dos riachos de acordo com as varidveis ambientais
observadas durante o periodo experimental. Por fim, utilizamos uma andlise de
regressdao parcial multipla (andlise de redundancia parcial, pRDA) com o objetivo de
particionar os efeitos especificos do ambiente e das microalgas (densidade) sobre a
abundancia de macroalgas (Branco et al., 2014). Na pRDA as fra¢des analisadas foram
as seguintes: componente ambiental [A], componente microalgal [Micro], componente

ambiental independente do microalgal [ A|Micro], componente microalgal independente
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do ambiental [Micro|A], componente ambiental inseparavel do microalgal [A+Micro] e
componente ndo explicado [R]. A contribuicdo e a significancia de cada fracdo foram
verificadas pelos valores de R® ajustado e valores de p < 0,05, respectivamente
(Legendre & Legendre, 1998; Peres-Neto et al., 2006, Branco et al., 2014). Para
determinar quais varidveis ambientais seriam usadas nas analises fizemos uma selegao
(“forward selection”) por permutacdo de residuos em nivel de significancia de 5%.

As analises foram realizadas com os programas Statistica 6.0 ¢ NTSys. Além
disso, o ambiente computacional R, versao 2.13 (R-Development-Core-Team, 2011),
foi utilizado para a conducdo da pRDA, com a aplicagdo de pacotes estatisticos
associados: ,,.,packfor (Dray et al., 2009) para a selecdo das variaveis ambientais e

eeee

myegan“‘(Oksanen et al., 2011) para a RDA e parti¢ao da variancia.

1.3. Resultados

A Tabela 3 mostra a lista das espécies abundantes encontradas nos riachos
estudados, com clara dominéancia das diatomaceas.

O resultado da ANOVA-medidas repetidas mostrou que o Grupo 1 apresentou
densidade de microalgas significativamente menor do que os riachos do Grupo 2 (F =
54,75; p < 0,001, Figura 2). Os valores da densidade das microalgas variaram de
aproximadamente 100 a 2400 individuos nos riachos do Grupo 1, enquanto que o Grupo
2 variou de 100 a 5000 individuos. Assim, os riachos com maior nimero de macroalgas
(Grupo 2) registraram também densidade de microalgas mais elevada do que os riachos
com menor densidade de macroalgas (Grupo 1). A ANOVA mostrou resultado similar
para a porcentagem de macroalgas (F = 2,18; p < 0,05, Figura 3). Quando considerada a
riqueza das espécies de microalgas, a ANOVA nao revelou diferencas significativas
entre os grupos de riachos 1 e 2, (F = 0,58; p > 0,05, Figura 4). As fotografias
registradas em MEV para um representante de cada grupo (Rio 2, Grupo 1; Rio 5,
Grupo 2) mostraram que o acimulo de microalgas (principalmente diatomdaceas) foi
muito mais intenso no riacho do Grupo 2, de modo que as superficies das amostras do
riacho do Grupo 1 apresentaram-se pronunciadamente mais homogéneas (Figuras 5 ¢ 6).

Ao longo do processo de colonizacdo, as macroalgas apresentaram o primeiro
registro apenas no 30° dia de colonizagdo, porém para apenas os riachos do Grupo 2. A
partir dessa data foi possivel observar um claro e generalizado aumento na presenca

dessas algas, sendo que no ultimo dia de colonizagdo (75° dia) todos os riachos de
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ambos 0s grupos registraram as suas ocorréncias. Vale ressaltar que nos riachos do
Grupo 1 (2, 7 e 8), as macroalgas foram registradas somente em datas j& proximas ao
final do periodo experimental. No ponto 7, por exemplo, foi registrada pela primeira vez
no 55° dia de colonizagdo, enquanto que nos pontos 8 e 2, esse registro ocorreu apenas
nos 65° e 70° dias, respectivamente.

O eixo 1 da PCA explicou 39,4% da distribuicao dos pontos estudados (Figura
7). Os riachos 4, 5 e 6, pertencentes ao Grupo 2, apresentaram uma relagdo positiva com
nitrogénio e fosforo e negativa com velocidade da correnteza, enquanto os riachos 1, 2,
3,7, 8 e 9 pertencentes ao Grupo 1 (exceto o riacho 1) revelaram uma relagdo contraria
com tais varidveis. Os resultados da pRDA (Figura 8) revelaram que as varidveis
ambientais somadas aos efeitos da densidade das microalgas explicaram 25% da
variagio das macroalgas. Os fatores ambientais sozinhos explicaram 10,2% (R* ajustado
de 0,102; p < 0,01), enquanto que as microalgas explicaram 4,75% (R ajustado de
0,475; p <0,01).

1.4. Discussao

Os resultados demonstraram que as assembleias de micro e macroalgas
apresentaram forte relacdo durante um processo de colonizagdo. O surgimento das
macroalgas esteve intimamente associado com a presenca estabelecida de microalgas no
substrato. Embora a literatura sugira um efeito negativo da coexisténcia de espécies
devido a competicao por recursos (McCormick, 1996; Biggs ef al., 1998), nossos dados
sugerem que as microalgas podem, ao contrario, cooperar com o surgimento das
macroalgas.

Durante um processo de colonizagdo, o primeiro passo ¢ o estabelecimento dos
organismos em uma determinada &rea. Em principio, isso levaria a uma competi¢ao por
espaco durante o desenvolvimento dos subsequentes organismos das comunidades
bentonicas de riachos (Biggs et al., 1998). Quando a competicdo ocorre, o resultado ¢
frequentemente a reducdo da densidade, ou mesmo a extingdo de uma ou mais
populagdes coexistentes (McCormick, 1996; Uwadiae, 2014). Nesse contexto, a
recorrente distribui¢@o restrita observada em larga escala e a distribui¢do em manchas
em pequena escala das macroalgas (Branco ef al., 2009) tém sido descritas como
resultado de uma possivel competi¢do por espaco com algas adjacentes (Borges &

Necchi, 2006). Porém, de forma muito clara, os resultados do presente estudo
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mostraram que o aumento da densidade de microalgas proporcionou um consequente
aumento da densidade de macroalgas. Os sistemas de riachos sdo ambientes comumente
perturbados, nos quais manchas de habitats sdo totalmente destruidas e novas areas para
novos colonizadores estdao sempre disponiveis (Lake, 2000). Essa caracteristica reduz
muito a limitacdo de espaco para coloniza¢do, o que parece tornar muito menos
provavel um cendrio de acirrada competigao por esse fator entre micro e macroalgas.

Durante a colonizagdo, os sucessores iniciais (comumente microalgas) tendem a
apresentar uma maior habilidade de imigragdo e, assim, acumulam-se mais rapidamente
no substrato (McCormick & Stevenson, 1991; Biggs et al., 1998). Em riachos, a alta
taxa de imigracdo e crescimento desses tipos de organismos proporciona a presenca
continua deles no habitat. Os sucessores tardios, por outro lado, acumulam-se mais
eficientemente quando as densidades populacionais ja estdo altas, sendo mais
abundantes em habitats mais estaveis (Biggs ef al., 1998). Assim, seus tracos ecoldgicos
determinam a ocorréncia mais restrita desses organismos, sendo encontrados mais
frequentemente em épocas com baixa perturbacdo ambiental, as quais permitem
atingirem maiores abundancias (Biggs et al., 1998). De fato, no presente estudo as
macroalgas surgiram em estagios mais tardios do processo de colonizagdo, no qual as
microalgas ja estavam estabelecidas. Isso indica que uma maior densidade de
microalgas pode proporcionar condi¢cdes que favorecam o aparecimento dos taxons
macroscopicos (Pickett er al., 1987), os quais aparentemente aguardam por tais
condi¢cdes (McCormick & Stevenson, 1991). Neste contexto, parece nao haver
competi¢do direta entre 0os componentes macro € microscopicos das comunidades de
algas bentonicas, ja que esta relacdo implicaria, por exemplo, na necessaria redugdo das
macroalgas em um substrato com alta presenca de microalgas. Por essa hipotese, as
manchas de macroalgas, que caracterizam a tipica distribui¢do espacial em mosaico (em
escala local), podem representar, na verdade, manchas de estagios sucessionais tardios
das comunidades de algas bentOnicas, enquanto que a auséncia delas, estagios mais
recentes dessas mesmas comunidades.

Neste contexto, as fotomicrografias das comunidades de algas bentdnicas tiradas
com MEV corroboram essa hipdtese. Por exemplo, € possivel observar (Fotos MEV,
riacho 5, dia 35 em diante) que o grande numero de diatomaceas fixas no substrato
promove o surgimento de uma superficie mais heterogénea e rugosa. Superficies mais
rugosas tém sido frequentemente associadas com maior acimulo algal (Murdock &

Doods, 2007), e uma das razdes desse tipo de resposta estd no aumento da sedimentacao
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e adesao celular (Scardino, 2006). Além disso, esse tipo de condigdo pode proporcionar
uma melhor adesdo dos esporos algais (Maggs & Callows, 2002), os quais representam
a principal forma de dispersdo e coloniza¢do de novos substratos na maioria das algas,
inclusive as filamentosas (Fletcher & Callow, 1992).

ApOs o estabelecimento da comunidade, as algas devem manter suas fungdes
bioldgicas. Quando ha uma disponibilidade reduzida de recursos (e.g., luz e nutrientes),
associada com uma intensa sobreposi¢do de necessidades fisiologicas, um cenario de
intensa competicdo pode novamente surgir (McCormick, 1996). Por exemplo, o
crescimento vertical da comunidade de algas (Hoagland ef al., 1982) reduz a penetragdo
de luz as populagdes com forma de crescimento prostrado (McCormick, 1996). Assim,
comunidades algais intimamente associadas ao substrato seriam competitivamente
reduzidas ou mesmo excluidas pelas algas filamentosas, as quais conseguiriam captar
maiores quantidades de luz (Biggs et al., 1998). Entretanto, no presente estudo, a
ANOVA demonstrou que riachos com maior presenga de macroalgas apresentaram
também maior abundancia de algas microscopicas, fato que contradiz essa premissa. Os
resultados aqui reportados, contudo, encontram amparo na literatura. Estudos mostram
que uma quantidade de luz reduzida, na verdade, pode produzir um efeito positivo ao
desenvolvimento das microalgas, principalmente quando representadas pelas
diatomaceas. Mesmo em condi¢des de forte sombreamento provocadas por algas verdes
filamentosas, as diatomaceas ndo diminuiram sua abundancia e apresentaram alta
eficiéncia fotossintética em baias costeiras (Sundbiack et al., 1996; Sundbick &
McGlathery, 2005). Em ambientes loticos, espécies de Bacillariophyta demonstraram
adaptacdo a condi¢des de sombreamento, com a presenca de fotoinibicdo em altas
irrradiancias (Necchi, 2004). Dessa forma, a atenuacdo de luz devido ao crescimento
das algas macroscopicas pode proporcionar uma condigdo favoravel para as
particularidades fisiologicas das diatomaceas subjacentes. De fato, as epécies de
microalgas observadas no presente estudo foram representadas principalmente por
diatomaceas (Tabela 3).

Além da luz, as algas podem competir pelos nutrientes disponiveis no ambiente.
As microalgas, por exemplo, apresentam maior relacdo area superficial/volume e por
essa razao apresentam maior taxa de captura de nutrientes do que algas macroscopicas
(Hein et al., 1995). Essa caracteristica proporcionaria as algas menores uma vantagem
competitiva diante de uma possivel limitacdo de recursos no ambiente. Entretanto, o

efeito de um possivel processo competitivo também ndo foi observado no presente
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estudo. Ao contrario,b a PCA mostrou que riachos associados com menores
concentragdes de nutrientes apresentaram menores densidades tanto de micro como de
macroalgas, de modo que essas menores concentracdes estiveram relacionadas com uma
redu¢do da comunidade de algas bentonicas como um todo. Esse resultado, aliés, ¢
similar ao observado em outros estudos envolvendo a manipulacdo de nutrientes em
algas (Dodds et al., 2002).

A possivel auséncia de competi¢do por recursos entre micro ¢ macroalgas pode
estar relacionada com os diferentes modos de ocupagao de nicho desses componentes da
comunidade algal bentonica (Uwadiae, 2014). As microalgas geralmente estdo
intimamente associadas ao substrato, inseridas dentro da camada limite da superficie de
colonizacao (Stevenson, 1996), regido onde a velocidade da dgua ¢ muito reduzida e o
aporte de nutrientes provém principalmente da sedimentagdo orginica ou inorganica
(Hoagland et al., 1982). Por outro lado, as espécies macroscOpicas, em regra,
comumente formadas por filamentos ou tufos, expdem grande parte do seu talo acima
da camada limite, o que as permitem alcangarem pontos mais altos da coluna d“agua
(Schneck & Melo, 2012). Nessas regides, esses organismos adquirem seus recursos
diretamente da 4gua circundante proveniente do rio acima. Além dessas diferentes
estratégias para aquisicdo de nutrientes, os talos das macroalgas podem aumentar a
ciclagem de nutrientes no sedimento devido ao aumento da entrada de matéria organica
(Sundbiack & McGlathery, 2005). A decomposicdo de filamentos senescentes, por
exemplo, também pode proporcionar um suprimento alternativo de recursos para as
algas que se encontram associadas ao substrato (Astill & Lavery, 2001).

A anélise de redundancia parcial (pRDA) mostrou que as microalgas, de fato,
apresentaram uma contribuigao significativa na explica¢do das variagcdes encontradas na
abundancia das assembleiass de macroalgas presentes nos ambientes estudados. Em
conjunto, as microalgas e as variaveis ambientais mensuradas explicaram ~40% dessa
variagdo. E importante destacar que, embora tanto a fragio ambiental como a fragio
microalgal tenham sido significativas, a fracdo do ambiente indissociavel das
microalgas foi muito expressiva (ca. de 25%). Isso sugere que o ambiente, as microalgas
e as macroalgas estdo intimamente relacionados, de modo que os efeitos do ambiente
sobre as microalgas devem refletir de forma relevante sobre as assembleias de
macroalgas. Nesse sentido, os efeitos do ambiente sobre as assembleias de macroalgas
também podem ser indiretos, & medida que tais variaveis podem influir sobre as

microalgas e essas, entdo, sobre as macroalgas. Essa intrincada conexdo entre ambiente
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e a comunidade de algas bentonicas poderia, inclusive, explicar a comum falta de
relacdes entre a estrutura das assembleias de macroalgas e as varidveis ambientais que
tém sido observadas em varios estudos recentes (ver discussdo em Branco et al., 2009).
Em resumo, a coexisténcia estavel entre espécies ¢ prevista para ocorrer em
comunidades com mecanismos de particdo de nicho que reduzem a competi¢dao
interespecifica (Uwaidae, 2014). No presente estudo, as microalgas foram reconhecidas
como colonizadoras iniciais durante o processo de estabelecimento das comunidades de
algas bentonicas e, a partir dai, criaram condigdes para o desenvolvimento das algas
macroscopicas, enquanto que essas ultimas, quando estabelecidas na comunidade,
aparentemente podem criar condi¢cdes favoraveis as algas microscopicas pré-
estabelecidas no substrato. Assim, nesse trabalho, ficou claramente estabelecido que a
interagdo ecologica do tipo cooperacao (Uwaidae, 2014) parece possuir grande papel na
estruturacdo das comunidades algais bentdnicas de ecossistemas ldticos tropicais,

particularmente quando consideradas as relagdes entre micro e macroalgas.
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1.6. Tabelas e Figuras

Tabela 1. Tabela mostrando a formagdo de dois grupos de riachos (Grupos 1 e 2)
utilizados nos estudos experimentais das relacdes bioldgicas entre as micro e
macroalgas. Essa andlise utilizou como base o nimero maximo de individuos

considerados macroscopicos registrado em cada ambiente.

Densidade maxima de
Riachos macroalgas
27
88
80
90
111
262
206
391
338

N

Grupo 1

Grupo 2
o U RO 00O N W
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas da agua em cada riacho estudado. O

simbolo * indica os riachos do Grupo 1 ¢ ” indica os riachos do Grupo 2.

. 0: . Condutividade Turbidez Temperatura Correnteza Potencial  Nitrogénio T Fosforo T
pH  dissolvido ¢ om) (NTU) ©C) (cm s) Redox mgLh  (mgL?)
(mg L)
Rio1” 6,0£0,5 8,0+1,0 0,038+0,001 13,2424 19,0£1,2 46,7+6,3 246,6+21,9 0,30+0,08 0,1+0,01
Rio 2> 6,2+0,7 8,5+1,0 0,017+0,002 15,146,5 19,1£1,1 60,08, 1 293,2422.4 0,30+0,09 0,07+0,06
Rio 3> 62+0,6 7,7+1,0 0,039+0,001 20,4+6,5 19,5+1,09 60,0+8,2 279,4+22.3 0,29+0,08 0,06+0,01
Rio 4” 59+0,6  7,0+0,8 0,03140,004 10,8+4,7 19,1+0,9 39,9+54 327,1+39,4 0,32+0,08 0,07+0,02
Rio 5”7 6,0£0,5 6,6+0,9 0,051+0,012 13,1£3,4 19,2+1,09 45,546,1 346,1£29,0 0,75+0,2 0,1140,03
Rio 6” 5,5£0,7 6,9+1,1 0,013+0,008 9,3+4,7 19,6+1,1 58,1+7,8 358,1£31,2 0,61+0,1 0,08+0,01
Rio 7> 6,2+0,6  7,9+1,0 0,027+0,005 4,743,8 19,7+1,0 66,3+8,9 324,5+25,7 0,34+0,08 0,05+0,03
Rio 8’ 6,4+0,6  7,6+0,9 0,053+0,001 25,8+7,2 20,2+1,0 56,8+7,7 294,6+30,7 0,34+0,08 0,05+0,03
Rio 9> 6,4+0,7 7,3+0,7 0,029+0,007 15,2434 21,8+1,0 54,3473 275,1426,6 0,29+0,09 0,09+0,04
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Tabela 3. Lista dos taxons abundantes identificados, quando possivel, em nivel de

espécie. A lista mostra a ocorréncia das espécies em todos os riachos utilizados durante

o experimento. Téxons sublinhados representam espécies macroscopicas.

Espécies abundantes

Riachos

\S}

3456789

Achnanthidium macrocephalum (Hustedt) Round & Bukhtiyarova

Achnanthidium minutissimum (Kiitzing) Czarnecki

Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen

Calothrix sp.

Estagio esporofitico ,Chantransia“

Chlamydomonas epibiotica G.M. Smith

Chromulina pygmaea Nygaard

Pseudoanabaena sp. 1

Pseudoanabaena sp. 2

Diatoma sp.

Encyonema amanianum Krammer

Encyonema vulgare var vulgare Krammer

Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot & W.Schiller

Estagio inicial de Stigeoclonium sp.

Eunotia bilunaris Ehrenberg

Eunotia botuliformis F.Wild, Norpel & Lange-Bertalot

b

Eunotia camelus Ehrenberg

Eunotia incisadistans Lange-Bertalot et E. Sienkiewicz

Eunotia meridiana D .Metzeltin & Lange-Bertalot

Eunotia novaisiae Lange-Bertalot et Ector

o

Eunotia pomeranica Lange-Bertalot, Bak et Witkowski

Eunotia pseudosudetica Metzeltin, Lange-Bertalot & Garcia-Rodriguez

Eunotia rabenhorstii Cleve & Grunow

Eunotia sedina Lange-Bertalot, Bak et Witkowski

X X X

Eunotia sudetica Otto Miiller

X X

Leptolyngbya sp.

Fragilaria cf. gracilis OQstrup

Fragilaria socia (Wallace) Lange-Bertalot

Gomphonema angustatum (Kiitzing) Rabenhorst

Gomphonema exilissimum (Grunow) Lange-Bertalot & E.Reichardt

Gomphonema gracile Ehrenberg

Gomphonema innocens E.Reichardt

Gomphonema lagenula Kiitzing

SIS IR I

b

X X

Gomphonema parvulum (Kiitzing) Kiitzing

X X X X

Gomphonema pseudoaugur Lange-Bertalot

Gomphonema sp. 1

Gomphonema sp. 2

Gomphonema stigmata

Gomphonema utae Lange-Bertalot & E.Reichardt
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Heteroleiblenia sp. X
Luticola sp. X
Navicula spl X X
Navicula angusta Grunow X X

Navicula cryptotenella Lange-Bertalot

Navicula lohmannii Lange-Bertalot & U.Rumrich

Navicula recens (Lange-Bertalot) Lange-Bertalot X

Navicula sp2 X

Nupela praecipua (E.Reichardt) E.Reichardt

Oedogonium sp. X

Phormidium retzii Gomont X

Stephanodiscus sp. X X X X

Ulnaria ulna (Nitzsch) P.Compére X XXX X
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Figura 1. Mapa com localiza¢do dos riachos utilizados nos estudos experimentais das

relacdes bioldgicas entre as micro e macroalgas.
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Figura 2. Variacao nos valores de densidade das microalgas nos Grupos de riachos 1 e
2 observada ao longo do periodo experimental dos estudos das relagdes biologicas entre

as micro e macroalgas.
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Figura 3. Variagdo dos valores da porcentagem de cobertura das macroalgas nos
Grupos de riachos 1 e 2 observada ao longo do periodo experimental dos estudos das

relacdes bioldgicas entre as micro € macroalgas.
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Figura 4. Variacdo dos valores de riqueza de espécies nos Grupos de riachos 1 e 2

observada ao longo do periodo experimental dos estudos das relagdes bioldgicas entre

as micro € macroalgas.



Figura 5. Microscopia de varredura das amostras de um riacho representante do Grupo 1 (riacho 2) em diferentes momentos temporais ao longo

de todo o periodo experimental dos estudos das relagdes bioldgicas entre as micro e macroalgas.
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Figura 6. Microscopia de varredura das amostras de um riacho representante do Grupo 2 (riacho 5) em diferentes momentos temporais ao longo

de todo o periodo experimental dos estudos das relagdes biologicas entre as micro € macroalgas.
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Figura 7. Resultado da Analise de Componentes Principais (PCA) realizada com os
riachos utilizados nos estudos experimentais das relagcdes entre micro e macroalgas. Os

vetores representam as varidveis utilizadas na analise e os numeros dos riachos.



Cap. 1: Micro e macroalgas em sucessdo |45

~

[A] 10,2% * [A+Micro] 24,9% [Micro] 4,75% *

k Explicabilidade total: 39,99% [R] 60% /

Figura 8. Diagrama de Venn representando a parti¢do de variancia da abundancia de
macroalgas explicada pelas variaveis ambientais e as microalgas. Os seguintes
componentes estao indicados: [A], variancia explicada pelo efeito puro do ambiente;
[A+Micro], variancia explicada pela sobreposicao dos efeitos do ambiente e microalgas;

[Micro], variancia explicada pelo efeito puro das microalgas. S3o apresentados os

valores de R’ ajustado. * p < 0,05.
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Efeito cascata (“top-down”) da herbivoria
sobre a comunidade de algas bentonicas no
estabelecimento de macroalgas em
ambientes [0ticos
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Resumo

Os efeitos da herbivoria, pelo gastropode Biomphalaria sp., sobre a comunidade de
algas bentonicas (micro e macroalgas) foram experimentalmente estudados em um
ambiente 16tico com total disponibilidade de luz da regido centro-oeste do estado de Sao
Paulo, Brasil. Através da utilizacdo de substratos artificiais, dois tratamentos foram
testados: um com a presenga de herbivoros (CH) e outro sem herbivoros (SH). Os
substratos permaneceram submersos por um periodo de 50 dias, sendo que as variaveis
ambientais e bioldgicas (abundancia e riqueza) foram obtidas nos dias 15, 30, 40 e 50
apos a instalacdo do experimento. O Test-r de Student foi aplicado para verificar
possiveis diferencas entre as variagdes dos valores de clorofila-a total entre os
tratamentos em cada data. Adicionalmente, o mesmo teste foi usado com os valores de
riqueza ¢ densidade de microalgas e com os valores de densidade e porcentagem de
cobertura das macroalgas entre os tratamentos. Os resultados mostram que a pressao de
herbivoria reduz significativamente todas as variaveis bidticas mensuradas, exceto a
riqueza. A maior presenca de macroalgas foi relacionada com a maior presenga de
microalgas nos substratos, indicando uma forte relacdo entre esses componentes. Dessa
forma, a atividade dos herbivoros, pela reducdo da densidade de microalgas, provocou
um efeito negativo indireto sobre as macroalgas, diminuindo significativamente a sua
abundancia nos estagios mais tardios do desenvolvimento da comunidade de algas
bentdnicas. Assim, os resultados sugerem que o estabelecimento e o desenvolvimento
das macroalgas em ambientes l6ticos podem ser, adicionalmente, regulados por um
efeito cascata, do tipo “fop-down”, onde a a¢dode herbivoros, neste caso o gastropode
raspador Biomphalaria sp., sobre as microalgas afeta indiretamente a abundancia das

macroalgas.

Palavras-chave: herbivoria, microalgas, macroalgas, efeito “top-down”.
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2.1. Introducao

Um dos principais objetivos da ecologia ¢ tentar compreender como os
consumidores controlam a distribui¢do e abundancia dos produtores primarios (Alvarez
& Peckasky, 2014). Em ecossistemas 16ticos, muitos trabalhos t€ém demonstrado que a
herbivoria possui forte influéncia na reducdo da biomassa de algas bentonicas
(Steinman et al., 1987), no estimulo da produ¢do primaria (Lamberti et al., 1987), na
estrutura taxonOmica das assembleias algais (Tall et al.,, 2006) e na reciclagem de
nutrientes (Mulholland ez al., 1983). Apesar da extensiva literatura, poucos trabalhos
tém investigado os efeitos das interacdes algas-herbivoros na determinagdo dos padrdes
de distribuicdo espacial desses organismos (Alvarez & Peckasky, 2005; Alvarez &
Peckasky, 2014).

Em ambientes marinhos, Sommer (2000) mostrou que a raspagem espacialmente
desigual de gastropodes resultou em uma maior heterogeneidade de microalgas no
ambiente. Alguns estudos t€ém demonstrado que os herbivoros bentdnicos de riachos
podem responder pelas variagdes espaciais das algas bentonicas, de modo a exercer
relevante influéncia na regulagdo da tipica distribuicdo em mosaico destas algas nos
substratos (Flecker & Taylor, 2004). Em uma revisdo, Adler et al. (2001) concluiu que
as variacOes dos efeitos dos herbivoros sobre a heterogeneidade espacial de plantas
depende da seletividade dos herbivoros, sua intensidade e padrdo espacial de ambos
herbivoros e vegetagdo. Em riachos, Tall et al. (2006) encontraram que diferentes dietas
de herbivoros, diante de diferentes camadas/formas de crescimentos de diatomaceas,
proporciona a co-ocorréncia dos diferentes tipos de invertebrados no ambiente,
associada a posigdo espacial das algas.

A fisionomia das comunidades de algas bentonicas de riachos apresenta grande
variacdo, uma vez que as composicoes taxondmicas e as relagdes quantitativas entre os
taxons oscilam fortemente tanto no espago como no tempo (Steinman et al., 1987). Por
exemplo, tais comunidades possuem desde representantes das diatomaceas
microscopicas (intimamente associadas ao substrato) até individuos macroscdopicos com
estruturas filamentosas que atingem diferentes regioes na coluna d“agua. Os herbivoros
aquaticos, por sua vez, podem selecionar as algas pelas quais se alimentam,
essencialmente, pelo seu tamanho, forma de crescimento e nivel de fixacdo com o

substrato (Tall et al. 2006). Essa interagdo entre os herbivoros e as algas influenciam
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fortemente o arranjo espacial das comunidades, além de determinar a continuidade de
sua paisagem (Pacal, 1987; Sarnelle et al., 1993).

De modo geral, tem sido frequentemente encontrado um declineo das formas de
algas macroscopicas diante da atividade de herbivoros (Steinman, 1996). Esses
resultados tém sido relacionados com a posi¢ao vulneravel desses tipos de talo, de modo
que a localizacdo desses organismos em posi¢des mais distante do substrato os tornam
susceptiveis ao desprendimento provocado pela herbivoria (Rosemond et al., 1993). As
algas incrustantes, por outro lado, por estarem mais intimamente associadas ao substrato
ndo estdo tdo acessiveis aos efeitos da atividade de herbivoros (Steinman, 1996).
Entretanto, esses resultados ndo sdo tdo previsiveis, uma vez que a grande variedade
funcional associada aos diferentes tipos de herbivoria podem conduzir a diferentes
resultados (Steinman, 1987)

Neste contexto, a presen¢a de diferentes tipos de herbivoria associados as
diferentes formas de crescimento algal durante um processo de colonizagdo pode
influenciar a trajetoria desse processo. Alguns estudos demonstraram que a colonizago
algal apresenta uma alteracdo direcional de uma fisionomia com organismos menores
para uma com organismos de maior tamanho (Hoagland et al. 1982; McCormick &
Stevenson, 1991). Dessa forma, se organismos unicelulares compuserem os
colonizadores pioneiros, herbivoros do tipo raspadores do substrato irdo manter a
comunidade em estdgios iniciais, reduzindo portanto as chances do surgimento das
macroalgas nos estdgios posteriores da colonizacdo (Steinman, 1996).

Neste contexto, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os
efeitos da presenca do herbivoro Biomphalaria sp., um gastrépode raspador, sobre o
processo de colonizacdo da comunidade de algas bentonicas em um ambiente 16tico
tropical, com especial interesse no estabelecimento do componente macroalgal desta
comunidade. A hipdtese inicial do estudo sugeriu que a presenca do gastropode, que se
alimenta principalmente de microalgas (Osenberg & Mittelbach, 1989), iria produzir um
efeito cascata (“fop-down’), de sinal negativo, no estabelecimento das macroalgas
durante o processo de colonizacdo dos substratos ao longo do periodo experimental.
Assim, esperava-se que a presenca do herbivoro iria afetar indiretamente a ocorréncia
das algas macroscopicas, uma vez que iria reduzir a abundancia das microalgas,

pioneiras na coloniza¢do dos substratos.
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2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Area de estudo

As investigagcdes sobre os efeitos da herbivoria em comunidades de algas
bentonicas lo6ticas, especialmente sobre as macroalgas, foram conduzidas em um riacho
artificial “outlet” localizado na regido Centro-Oeste do Estado de Sao Paulo, com alta
disponibilidade de luz e substrato estavel. Neste ambiente observa-se, além da presenca
evidente de espécies de macroalgas, a presencga constante do gastropode Biomphalaria
sp., organismo considerado altamente eficiente na raspagem de substratos (Steinman et

al., 1987).

2.2.2.Delineamento experimental

Os efeitos da herbivoria foram investigados sobre o desenvolvimento estrutural
da comunidade de algas bentonicas, com foco especial nas macroalgas, durante o
processo de colonizacdo de substratos artificiais. Para isso, foram construidos
amostradores que permitiram a aplicacdo da técnica de exclusdo, de modo que dois
grupos de tratamentos experimentais foram estabelecidos: 1) tratamento experimental
com presenca dos herbivoros e ii) tratamento experimental sem a presenca dos
herbivoros. Deste modo, foram construidos 42 compartimentos cercados com malha de
0,5 mm de porosidade de modo a garantir a passagem da agua pelo interior dos
compartimentos e evitar tanto a saida dos raspadores introduzidos como a entrada de
outros organismos externos. Em 21 compartimentos, destinados a avalia¢do do efeito da
presenca dos raspadores (tratamento rotulado por CH, ou seja, com herbivoros), foram
incluidos de 15-17 organismos. A densidade de herbivoros foi estabelecida com base
em trabalhos anteriores (Steinman et al., 1987; Lamberti et al., 1987), e o nimero de
individuos foi mantido constante durante todo o periodo experimental. Os 21
compartimentos restantes permaneceram sem nenhum tipo de herbivoro (tratamento
rotulado por SH, ou seja, sem herbivoros). Como substrato artificial efetivamente
disponivel para a colonizacdo das algas bentonicas foram utilizadas laminas de vidro
(Branco et al., 2010), de modo que 12 laminas de vidro foram fixadas no interior de
cada compartimento, totalizando 504 laminas. O Apéndice A2 descreve em detalhes os

procedimentos envolvidos na confec¢do dos amostradores utilizados neste experimento.
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Os amostradores contendo os compartimentos foram instalados no ambiente e
ancorados por uma placa de concreto de aproximadamente 20kg, a fim de garantir a
maior estabilidade possivel. As laminas destinadas a colonizacdo permaneceram
aproximadamente 25 cm acima do fundo do riacho, a0 mesmo tempo em que as cercas
utilizadas para isolar cada compartimento ultrapassaram o nivel da agua. Tais
providéncias foram tomadas para evitar que outros herbivoros alcancassem os
substratos experimentais ou que houvesse saida dos herbivoros confinados (Feminella
& Resh, 1991).

A fim de permitir uma colonizagdo inicial dos substratos artificiais, os
herbivoros foram introduzidos nos compartimentos destinados a avaliagdo do efeito da
herbivoria sete dias apos a instalagdo do experimento (Steinman et al., 1987). Por sua
vez, as retiradas das laminas para analise temporal do processo de colonizagdo da
comunidade de algas bentonicas foram realizadas 15, 30, 40 e 50 dias ap6s a instalag@o
dos experimentos.

Em cada data de amostragem, seis compartimentos foram analisados, trés do
tratamento CH e trés do tratamento SH. A determina¢do da ordem dos compartimentos
a serem analisados e das laminas a serem removidas foi feita de forma randémica. Em
cada compartimento, trés laminas foram coletadas, sendo estas destinadas a estimativa
da riqueza de espécies (fixadas em Formol 4%), a mensurac¢do da densidade de espécies
(preservadas em Lugol acético 0,5%) e a quantificacdo da clorofila-a. Sempre que as
macroalgas estiveram presentes foram feitos registros fotograficos das laminas para
mensuracao da porcentagem de cobertura desses organismos no substrato (Tonetto et
al., 2012). Adicionalmente, na ultima data de experimentacdo, foi obtido um registro
fotografico de um compartimento inteiro, ou seja, considerando as 12 laminas, a fim de
quantificar da porcentagem de cobertura das macroalgas em uma 4rea maior do que uma
unica lamina (Tonetto et al., 2012; Tonetto et al., 2014). O uso deste procedimento foi
adotado para ilustrar melhor a distribui¢do espacial das macroalgas nos substratos.

Durante o procedimento de contagem das amostras, os tdxons comumente
reportados como macroscopicos (geralmente espécies filamentosas) foram agrupados
para compor separadamente os valores de densidade micro e macroalgal. O método para
a contagem dos individuos seguiu os trabalhos de Utermohl (1958) e Lund ef al. (1958)
e a identificagdo das espécies abundantes (superior a densidade média de toda a
comunidade, Lobo & Leighton, 1986) foi realizada através de literatura especializada. A

clorofila-a, por sua vez, foi mensurada através da técnica descrita em Ferragut &
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Bicudo (2010). O Apéndice B 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 e 1.5 decrevem em maiores detalhes as
técnicas utilizadas para mensuracao das varidveis bidticas utilizadas no estudo.

Além dos dados biologicos, as seguintes variaveis fisicas e quimicas da agua
foram mensuradas, diretamente em campo, com o auxilio de um controlador de
qualidade da 4dgua, marca Horiba, modelo U-52, equipado com sonda multi pardmetros:
temperatura, oxigénio dissolvido, pH, condutividade elétrica, potencial de oxido
reducdo e turbidez. Além dessas varidveis, também foi mensurada a velocidade da
correnteza, utilizando-se um correntometro eletronico Swoffer 3000. Por fim, em cada
ponto, uma amostra de 500 mL de agua do proprio riacho foi coletada para a
quantificagdo de Nitrogénio e Foésforo Totais através da utilizagdio de um
espectrofotometro Spectroquant Nova 60 e reagentes especificos. A Tabela 1 mostra os

valores das varidveis ambientais mensuradas em cada data de amostragem.

2.2.3. Anélises dos dados

Para cada dia de amostragem, foi aplicado o Teste-# de Student para amostras
independentes, a fim de verificar possiveis diferencas entre os tratamentos CH e SH. A
analise foi realizada utilizando-se os valores totais de clorofila-a, porcentagem de
cobertura das macroalgas, densidade e riqueza de microalgas. Além disso, matrizes de
similaridade da composicdo de espécies com base no indice de Morisita foram
construidas para as comunidades de cada tratamento. Com elas, foi realizado um teste
de Mantel para verificar a correlagdo entre essas matrizes. As analises foram executadas

no programa Statistica 7.0 e NTSys.

2.3. Resultados

Os valores de riqueza das algas microscopicas nao revelaram diferengas
estatisticas entre os tratamentos (Figura 1). Porém, o teste de Mantel (r = -0,26; p =
0,10) mostrou que ndo houve correlagdo estatisticamente significativa entre as
composi¢des taxondmicas dos tratamentos.

A variacao dos valores de clorofila-a mensurados em cada dia de coleta esta
representada na Figura 2, onde observa-se que os valores de clorofila-a cresceram em
ambos os tratamentos, porém, o tratamento CH se manteve sempre com valores
inferiores aos observados no tratamento SH. O Test-¢ registrou que nas datas 30 (p <

0,05) 40 (p <0,05) e 50 (p <0,05), essas diferengas foram significativas.
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O Test-t também mostrou que, para os dados de densidade de microalgas, nas
datas 30 (p < 0,05) 40 (p < 0,05) e 50 (p < 0,05), houve diferencas significativas entre
os tratamentos CH e SH (Figura 3). O tratamento CH registrou uma variacdo na
densidade de 3736 a 12786 ind.cm™, enquanto que o tratamento SH esta variacdo esteve
entre 4124 ¢ 18721 ind.cm™ (Figura 3). O numero de individuos macroscopicos
apresentou resultado similar. Os compartimentos do tratamento SH apresentaram maior
nimero de macroalgas do que aqueles com presenca de gastropodes (Figura 4),
evidenciando que nos substratos com maior numero de microalgas também foi
reportado maior numero de algas macroscopicas. De fato, a porcentagem de macroalgas
apresentou valores significativamente maiores no tratamento SH do que no CH (Figura
5). O Test-¢ revelou diferencgas nas datas 30, 40 e 50 (todas com p <0,01).

A porcentagem de cobertura quantificada na data da Gltima amostragem permitiu
o mapeamento da distribui¢do de manchas de macroalgas nos compartimentos como um
todo (Figura 6). Nesta analise observou-se que nos compartimentos do tratamento CH a
colonizacdo das macroalgas ocorreu em manchas espacadas, enquanto que nos
compartimentos do tratamento SH o crescimento foi generalizado, com as macroalgas

desenvolvendo-se igualmente por todo o compartimento.

2.4. Discussao

Os resultados do presente estudo demonstram que a herbivoria apresenta
relevante papel no desenvolvimento da comunidade de algas bentonicas 16ticas. Os
valores de clorofila-a foram significativamente maiores no tratamento SH do que no
CH. Resultados similares aos reportados no presente estudo tém sido observados em
varios trabalhos prévios, nos quais ja foi demonstrado que a presenca de consumidores
reduz a biomassa de algas em riachos (Feminella & Hawkins, 1995). Entretanto, embora
exista esta tendéndia negativa e direta entre a presenca de herbivoros e a biomassa algal,
outros estudos tém sugerido que os efeitos da herbivoria ndo sdo tdo claramente
previsiveis, uma vez que as comunidades algais possuem diferentes composigdes
taxondmicas e caracteristicas fisiondmicas, bem como os herbivoros também possuem
diferentes preferéncias de consumo e distintas habilidades no forrageio de determinados
tipos morfologicos algais, relacionados as especificidades de suas morfologias bucais
(Lamberti & Moore, 1984; Steinman er al., 1987). Neste contexto, o sinal e a

intensidade da herbivoria sobre a abundancia das comunidades algais dependem,
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fundamentalmente, da correspondéncia entre as caracteristicas das comunidades de
algas e de herbivoros que coexistem em um determinado ambiente.

De acordo com a discussao acima, a dindmica espacial entre as micro e
macroalgas pode ser conduzida por mecanismos associados a interagdo dessas
comunidades com o tipo de herbivoro presente no ambiente. Assim, os gastropodes
aquaticos, como os utilizados no presente estudo, alimentam-se principalmente da
comunidade bentdnica, formada por um conjunto diversificado de microalgas,
especialmente diatomaceas (Osenberg, & Mittelbach, 1989). Aqui, a auséncia dos
gastropodes durante o processo de colonizagdo permitiu que as microalgas atingissem
altos valores de densidade. Uma vez que a abundancia de macroalgas foi igualmente
maior nesses tratamentos, a presenca das microalgas parece ser importante para o
estabelecimento das macroalgas (Capitulo 1), corroborando nossa hipotese inicial.

Como ja discutido no Capitulo 1, a matriz de diatomaceas formada nos estagios
iniciais da colonizagdo pode promover o surgimento de uma superficie mais rugosa e
heterogénea. Superficies mais rugosas e heterogéneas, por sua vez, tém sido
frequentemente associadas com maior acimulo algal (Murdock & Doods, 2007), € uma
das razdes desse tipo de resposta esta no aumento da sedimentacdo e adesdo celular
(Scardino, 2006). Além disso, esse tipo de condi¢do pode proporcionar uma melhor
adesdo dos esporos algais (Maggs & Callows, 2002), os quais representam a principal
forma de dispersdo e colonizagdo de novos substratos na maioria das algas, inclusive as
filamentosas macroscopicas (Fletcher & Callow, 1992)(ver Capitulo 1).

Recentemente, crescentes evidéncias tém sugerido que um mecanismo de
cascata trofica pode ter um forte efeito indireto nas propriedades de um ecossistema,
alterando a diversidade autotréfica, ao invés de simplesmente afetar a biomassa
(Schmitz, 2006). Os resultados do presente estudo permite sugerir que os padrdes de
distribuicao espacial das macroalgas l6ticas podem ser influenciados por um efeito “fop-
down” indireto da herbivoria sobre a composi¢do da comunidade de algas bentonicas.
Neste contexto, parece que o processo de herbivoria sobre as microalgas bentdnicas,
representados no presente estudo pelo consumo destas algas por parte dos gastropodes
tem relevante influéncia, embora indireta, no estabelecimento das macroalgas, uma vez
que estas estdo, aparentemente, diretamente associadas a prévia presenca das algas
microscopicas no substrato (como demonstrado no Capitulo 1).

Dessa forma, a presenca do herbivoro em uma comunidade jovem pode manté-la

nos estagios iniciais de desenvolvimento, impedindo que as algas com longos
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filamentos desenvolvam-se (Steinman et al., 1987). Sabendo-se que o tempo de
interag¢do herbivoro-algas pode influenciar os efeitos da herbivoria sobre as variagdes da
comunidade (Steinman, 1996), a fisionomia e arranjo espacial das micro e macroalgas
podem estar fortemente associados a esse processo. Por exemplo, o tempo em que uma
determinada area permanece livre da atividade de herbivoros pode permitir que a
comunidade alcance estdgios mais tardios de colonizagdo. Assim, espécies filamentosas
(e.g., Stigeoclonium sp. e Oedogonium sp.) devem realizar uma “corrida contra o
tempo” para atingir um tamanho suficientemente grande para escapar dos efeitos da
herbivoria (Duggins & Dethier, 1985; Steinamn et al., 1987). Além disso, apos alcangar
um tamanho tolerante aos herbivoros, a presenca deles pode até mesmo melhorar o
crescimento dessas algas, uma vez que a raspagem de microalgas epifiticas pode, por
exemplo, aumentar a disponibilidade de luz as células do filamento (Dudley, 1992). De
modo geral, sugere-se que as comunidades onde a auséncia de herbivoria persiste por
um tempo maior tendem a apresentar mais abundancia de espécies filamentosas do que
em comunidades onde a pressdo da herbivoria é mais frequente.

Em resumo, a pressao de herbivoria apresentou forte relagdo com as variagdes
estruturais da comunidade de algas bentonicas em riachos tropicais. Uma vez que,
segundo trabalhos prévios, o tipo de herbivoria (tamanho, morfologia bucal), sua
densidade e, conseqiientemente, seu tempo de interagdo com as algas resultam em
diferentes influencias (Feminella & Hawkins, 1995), estudos futuros envolvendo essas
caracteristicas da herbivoria ajudariam a melhorar a compreensdo sobre como as
diferentes fisionomias e arranjos das comunidades de algas bentonicas l6ticas se

desenvolvem no ambiente.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas da agua do riacho estudado durante o

periodo experimental.

o)
Data de : Condutividade = Tubidez = Temperatura Correnteza  Potencial Nitrogénio T Fosforo T
pH dissolvido L L L L
coleta . (mS cm™) (NTU) ‘o) (cms™) Redox (mg L) (mg L)
(mg L™)

Dia 7 7,76+0,2  12,91+0,64 0,09+0,001 1,10+0,285  25,4+0,30 22,8747,74  149+3.74 0,38+0,01 0,12+0,01
Dia 15 7,1540,3  12,05+2,3  0,093+£0,0001  3,76+0,57 22,28+0,01 35,07+4,48  234,6+49 0,29+0,04 0,09+0,04
Dia 30 6,04£0,7  8,84+1,02 0,097+0,006 2,07£0,17  25,50+0,02 32,09+4,38 34734281  0,41+0,04 0,13+0,02
Dia 40 7,91£027  10,8+1,8 0,085+0,0004  2,56+0,11 26,43+0,04 32,0+4,50 146+47,2 0,37+0,03 0,15+0,03
Dia 50 6,4+0,54  10,70+2.2 0,091+0,004 2,39+0,16  29,28+0,02 31,0542,53  2353+10,3  0,39+0,02 0,17+0,02
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Figura 1. Varia¢do temporal dos valores de riqueza das microalgas presentes nos

tratamentos CH e SH.
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Figura 2. Variagdo temporal dos valores de clorofila-a nos tratamentos CH e SH
durante o periodo experimental.
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Figura 3. Variagdo temporal dos valores de densidade das microalgas presentes nos

tratamentos CH e SH.
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Figura 4. Numero de individuos tratados com macroalgas ao longo do periodo

experimental nos tratamentos CH e SH. A data 7 ainda ndo apresentava herbivoros em

nenhum compartimento.
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Figura 5. Variacdo temporal da porcentagem de cobertura de macroalgas em cada

tratamento durante o periodo experimental.
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Figura 6. Marcacdo das manchas com macroalgas aderidas aos substratos artificiais no
compartimento como um todo. (A) Trés compartimentos com presenga de herbivoria;
(B) trés compartimentos sem a presenga de herbivoria. Essa andlise foi realizada no

ultimo dia de colonizagdo (50° dia).
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Consideracoes Finais

De modo geral, nos capitulos da presente tese foram apresentados e discutidos os
resultados de dois experimentos que investigaram as relagdes entre as micro e
macroalgas bentonicas entre si e destas com herbivoros e os seus efeitos sobre o
estabelecimento das macroalgas em riachos tropicais. Em ambos experimentos, os
resultados mostraram que a ocorréncia das macroalgas esta intimamente relacionada
com a presencga prévia das microalgas nos substratos dos sistemas estudados, sugerindo
que as microalgas devem propiciar condi¢cdes que favorecam o surgimento das algas
macroscopicas em um momento sucessional mais tardio. Neste sentido, os resultados
indicam que micro e macroalgas compdem uma mesma comunidade de algas bentonicas
que se sucedem em fun¢do do desenvolvimento da propria comunidade, de modo que as
microalgas representam as colonizadoras iniciais e as macroalgas as sucessoras tardias.

Os resultados combinados dos Capitulos 1 e 2 incorporam informagdes
relevantes para melhor compreender o padrao de distribuicdo espacial em pequena
escala das assembleias de macroalgas loticas, comumente descritos como sendo em
“manchas” ou “mosaico”.

Neste contexto, algumas consideracdes que relacionam conhecimentos prévios e
os resultados da presente tese sdo necessarias. Muitos ecologos de riachos consideram
os distirbios como sendo o principal fator determinante da estruturagdo das
comunidades bentdnicas de riachos (Giller, 1996; Lake, 2000). Townsend & Hildrew
(1994) definem disturbio como qualquer evento capaz de remover os organismos do seu
habitat, abrindo espago e recursos para novos individuos. A natureza dos distirbios que
ocorrem em riachos pode variar largamente (Lake, 2000), sendo os mais comuns
relacionados as condi¢des da correnteza, limitagdo ou excesso de recursos (e.g.,
atividade antrépica) ou a atividade de herbivoros. Independente da natureza, essas
perturbagdes podem se dar de um modo espacialmente heterogéneo sobre a comunidade
(Lake, 2000) e a remocao dos organismos pode ocorrer, consequentemente, em algumas
areas do substrato e ndo em outras. Tal relacdo entre disturbios e a distribuicdo em
manchas ja estd plenamente consolidada na ecologia de riachos e ¢ perfeitamente
aplicavel ao recorrente padrdo espacial em pequena escala das macroalgas de sistemas
l6ticos.

A presente tese, entretanto, acrescenta informagdes detalhadas e inovadoras

sobre o processo de formagao dos mosaicos de macroalgas no substrato. Por exemplo,
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os resultados do Capitulo 1 e 2 mostram que quando a comunidade de algas bentonicas
de riachos registra a ocorréncia de espécies macroscopicas, especialmente as
filamentosas, quer dizer que os substratos previamente colonizados por microalgas
permaneceram um tempo suficiente sob condi¢gdes ambientais minimamente
suportaveis, as quais permitiram o avanco do processo sucessional pela comunidade.
Neste contexto, ¢ perfeitamente compreensivel que a presenca e auséncia de macroalgas
ao longo dos substratos de um riacho implica na coexisténcia de estagios sucessionais
distintos da mesma comunidade de algas bentonicas, mesmo em locais muito proéximos
(considerando uma escala centimétrica, ou mesmo milimétrica). Assim, esse cenario
ndo corresponde a manchas de macroalgas e manchas de microalgas separadamente
distribuidas e, possivelmente competindo entre si por espaco ou recursos. A conexao
sucessional entre micro e macroalgas sugere uma relacdo positiva entre esses
componentes, 0os quais interagem de forma mais cooperativa do que competitiva.

Este novo corpo de informagdes pode ser importante para se reavaliar a
compreensdo de conceitos largamente aplicados as assembleias de macroalgas tropicais.
Por exemplo, ha pelo menos duas décadas, varios trabalhos tém relatado que, do ponto
de vista sazonal, o periodo compreendido entre o outono e inverno, representa a época
do ano com maior riqueza ¢ abundancia de macroalgas (Necchi & Pacoaloto, 1993;
Necchi ef al., 1995; Branco et al., 2009; Tonetto ef al., 2012; 2014). Frequentemente, a
explicagdo para este padrdo sazonal esta relacionada com as flutuagdes temporais de
variaveis climaticas e/ou de pardmetros fisicos e quimicos da agua. Com base nas
informacdes da presente tese € possivel incorporar também as relagdes bioldgicas a tais
explicacdes. Assim, neste periodo do ano, além da baixa frequéncia de precipitagdes
diminuir a forga de arrasto sobre os talos macroscopicos, ela mantem o padrdo do fluxo
dos riachos mais estavel, proporcionando condigdes ambientais (em pequena escala)
adequadas ao desenvolvimento da comunidade por periodo de tempo maior do que as
outras épocas do ano. Neste cendrio, o periodo entre o outono € o inverno parece ser o
mais adequado para que, apos a colonizacdo do substrato por microalgas, o processo
sucessional conduza a comunidade de algas bentdnicas até estagios de coloniza¢do mais
tardios, caracterizados justamente pela presenga das macroalgas.

Em resumo, ¢ importante ressaltar aqui a intima relacdo entre as micro e
macroalgas presentes nas comunidades de algas bentonicas de riachos. As variagdes da
estrutura dessas comunidades, na verdade, formam um continuo espago-temporal

indissociavel entre os componentes micro € macroscopico, que se relacionam ao longo
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do processo de sucessdo ecoldgica. Durante o processo sucessional, o nivel de
estabilidade das relacdes entre as algas bentonicas com as variaveis ambientais e com a
biota coexistente, tanto no espaco como no tempo, determinam, em ultima analise, a
tipica distribuicdo em mosaico destas comunidades.

Por fim, a condugdo de trabalhos envolvendo abordagens mais integradoras a
respeito das comunidades de algas bentonicas de riachos, incluindo tanto o componente
micro como o macroscopico, permitiria o ecélogo de ambientes loticos encontrar
respostas mais consistentes sobre a relacdo dessas comunidades com as variagdes

espago temporais do ambiente.

Referéncias Bibliograficas

Branco CCZ, Krupek RA & Peres CK. 2009. Distribution of stream macroalgal
communities from the mid-western region of Parana State, southern Brazil:
importance of local scale variation. Braz. Arch. Biol. Tech. 52: 379-386.

Giller PS. 1996. Floods and droughts: the effects of variations in water flow on streams
and rivers. Dist. Rec. Ecol. Syst. 1-19.

Lake PS. 2000. Disturbance, patchiness, and diversity in streams. J. N. Am. Benthol Soc.
19(4): 573-592.

Necchi OJr & Pascoaloto D. 1993. Seasonal dynamics of macroalgal communities in
the Preto River basin, Sdo Paulo, southeastern Brazil. Arch. Hydrobiol. 129: 231-
252.

Necchi OJr, Branco CCZ, Simdes RCG & Branco LHZ. 1995. Distribution of stream
macroalgae in northwest region of Sdo Paulo State, southeastern Brazil.
Hydrobiologia. 299: 219-230.

Tonetto AF, Branco CCZ & Peres CK. 2012. Effects of irradiance and spectral
composition on the establishment of macroalgae in streams in southern Brazil. 4nn.
Limnol.-Int. J Limnol. 48 (4): 363-370.

Tonetto AF, Cardoso-Leite R, Peres CK, Bispo PC & Branco CCZ. 2014. The effects of
habitat complexity and hydraulic conditions on the establishment of benthic stream
macroalgae. Fresh. Biol. 59(8): 1687-1694.

Townsend CR & Hildrew AG. 1994. Species traits in relation to a habitat templet for
river systems. Fresh. Biol. 31(3): 265-275.



Apéndice A__

Os Amostradores



Os Amostradores | 69

A seguir sdo descritos os amostradores utilizados nos estudos experimentais
envolvendo as investigacdes das interagdes bioldgicas relacionadas ao processo de
estabelecimento das assembleias de macroalgas apresentados nos capitulos 1 e 2 da

presente tese.

1. Descri¢iao dos amostradores utilizados no estudo envolvendo a investigacio
das relacdes bioldgicas entre micro e macroalgas em ecossistemas léticos

tropicais relatada no Capitulo 1.

O amostrador utilizado no estudo do Capitulo 1 foi construido com materiais
simples, de baixo custo e de facil obtengdo, tais como madeira, concreto e laminas de
vidro. O amostrador foi desenhado de modo a ter uma forma plana e espessura fina (ca.
de 8 cm) para que as laminas de vidro (semelhante aquelas utilizadas em microscopia)
destinadas a colonizacdo algal permanecessem totalmente submersas, evitando, assim,
danos ao desenvolvimento da comunidade algal por efeito de possivel dessecamento
provocado pela emersdo acidental dos amostradores. A base do amostrador foi
constituida de uma placa de madeira de aproximadamente 50 cm de largura por 50 cm
de comprimento e 4 cm de espessura. Sobre essa placa foram instaladas 14 tiras de
madeira de 3 cm de largura ladeadas por canaletas, de modo que fosse possivel uma
fixagdo adequada e eficiente das laminas nas tiras de madeiras, a0 mesmo tempo que a
passagem da agua sobre o amostrador fosse livre (Figura 1A). Para a fixacdo das
laminas de vidro sobre as tiras de madeira, que serviram efetivamente como substrato a
ser colonizado pelas algas, foram utilizadas presilhas de metal, que apesar de exercerem
grande pressdo de aperto sobre as laminas, também sdo faceis de serem removidas.

ApOs a instalagdo das laminas de vidro nas tiras de madeira, a placa de madeira
foi unida a uma placa de concreto de aproximadamente 20 kg e aproximadamente 4 cm
de espessura, a fim de proporcionar a ancoragem e maior estabilidade ao amostrador
(Figura 1B). Além disso, para reforgar a estabilidade, com o auxilio de um arame de ago
galvanizado o conjunto foi preso a estruturas firmes (e.g.: troncos e rochas) localizadas
nas margens do riacho.

Em cada riacho foi instalado um amostrador, contendo 100 laminas de vidro
(Figura 1C). Esse numero de laminas incluiu um excedente de aproximadamente 50%

(32 laminas) do que seria necessario para a realizacdo de todo o programa amostral.



Os Amostradores |70

Esse procedimento foi adotado a fim de se evitar o comprometimento do estudo pela

perda ocasional desses materiais.

Figura 1. Ilustragdes mostrando o amostrador utilizado para fixacdo das laminas de vidro

utilizadas como substrato artificial no experimento envolvendo a investigagdo das relacdes
biologicas entre micro e macroalgas em ecossistemas loticos tropicais. A) Detalhe do
amostrador, mostrando as laminas de vidro presas a base de madeira; B) detalhe do amostrador
associado a placa de concreto; ¢ C) visdo de um amostrador instalado em um dos riachos

utilizados no experimento.
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2. Descricio dos amostradores utilizados no estudo envolvendo a investigacao
do efeito da herbivoria sobre a comunidade de algas bentdonicas no
estabelecimento das macroalgas em ecossistemas loticos tropicais relatada

no Capitulo 2.

O amostrador desenvolvido para ser utilizado nos experimentos descritos no
Capitulo 2 da presente tese também foi construido com materiais simples, de facil
obtencdo e baixo custo, tais como placa de madeira, placa de concreto, telas de malha
fina, tiras de plastico e parafusos de ago. A base do amostrador foi constituida por uma
placa de madeira (30 cm de comprimento x 20 cm de largura x 3 cm de altura), sobre a
qual foram fixadas, por intermédio de pregos, tiras de plastico, tipo PVC, de cerca de
1,0 cm de largura paralelas umas em relagdes as outras, distando aproximadamente 3,0
cm. A distancia entre as tiras de plastico (ca. de 3,0 cm) foi estabelecida como o
espacamento necessario para que laminas de vidro, que serviram como o efetivo
substrato artificial disponivel para a coloniza¢do da comunidade de algas bentonicas,
encaixassem-se € permanecessem bem fixas ao amostrador. Para garantir maior
estabilidade na fixagdo do substrato artificial, foram instaladas tachinhas de metal
adicionais nos espagos entre duas laminas de vidro consecutivas.

Paralelamente a constru¢do das bases de madeira, foram preparadas placas de
concreto contendo orificios de dimensdes suficientes para a instalagdo de quatro
parafusos de aco de aproximadamente 30 cm de comprimento. Os parafusos foram
encaixados tanto na base de concreto como na placa de madeira com o uso de porcas de
metal, de modo que foi criado entre essas duas partes do amostrador um espagamento
regulavel que permitiu o ajuste da altura da placa de madeira tanto em relagdo ao fundo
do riacho como em relagdao ao nivel da coluna d“agua (Figura 2A). Tal espacamento
regulavel € importante para garantir que herbivoros bentdnicos presentes no substrato
natural ndo invadam os amostradores, além de permitir a submersao total do amostrador
independentemente da profundidade da coluna d“agua (Figuras 2C e 2D).

Apds a unido da placa de madeira com a base de concreto, foram instaladas
cercas, utilizando-se telas de material plastico com malha de 0,5 mm de porosidade, a
fim de separar-se os diferentes compartimentos experimentais necessarios para o
desenvolvimento do estudo. As cercas foram sustentadas por tiras de aco instaladas nos
cantos da placa de madeira. Para manter as cercas esticadas e totalmente presas ao

amostrador, foram utilizados grampeadores junto a base de madeira e um sistema de
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amarracdo das telas nas tiras laterais (Figura 2B). Cada amostrador conteve 3
compartimentos (Figura 2C). Quartoze amostradores foram construidos de modo a

compor 42 compartimentos: 21 sorteados para incluir os gastropodes e os 21 restantes

para compor o tratamento com auséncia do herbivoro (Figura 2D).

Figura 2. Ilustragdo dos amostradores usados no experimento envolvendo a investiga¢do do
efeito cascata da herbivoria sobre o estabelecimento das assembleias de macroalgas de riachos
tropicais. (A) Detalhe do conjunto formado pela base de concreto e pela placa de madeira. (B)
Detalhe do cercamento dos compartimentos experimentais, mostrando o modo de instalagdo das

telas. (C) e (D) Ilustragdo dos amostradores ja prontos e instalados no ambiente.



Apéndice B__

Analises laboratoriais



Andlises Laboratoriais |74

1. Analises laboratoriais

As analises descritas aqui foram utilizadas na obtengdo de dados dos dois
estudos experimentais (Capitulos 1 e 2) apresentados na presente tese.

Apds a coleta das laminas no ambiente, elas foram estocadas em frascos
cobertos com papel aluminio (a fim de garantir prote¢do do material contra a luz) e
imediatamente acondicionadas em ambiente refrigerado para o transporte até o
laboratorio de Biologia Aquatica da UNESP-Assis (Figura 1, A e B).

No laboratério, as laminas coletadas com o objetivo de fornecer dados sobre os
descritores da estrutura das comunidades foram removidas do ambiente refrigerado e
imediatamente raspadas com auxilio de uma lamina de barbear e jatos de agua destilada.
Esse procedimento foi invariavelmente realizado em um ambiente com baixa
luminosidade. A solugdo resultante do processo de raspagem das laminas retiradas de
cada riacho em cada data foi ajustada para um volume de 150 mL e homogeneizada. A
partir da solugdo homogeneizada foram separadas trés amostras de 50 mL, uma a ser

utilizada para a mensuracao da clorofila-a, outra para a densidade dos organismos ¢ a

terceira para a analise taxonomica.

Figura 1. (A) Ilustracdes dos frascos cobertos com papel aluminio onde foram estocadas as
laminas apds a retirada dos riachos; e (B) ilustracdo do recipiente refrigerado onde os frascos
com as laminas foram mantidos durante o transporte dos riachos ao Laboratério de Biologia

Aquatica da UNESP-Assis.
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1.1. Clorofila-a

As amostras destinadas ao cdlculo da clorofila-a foram imediatamente filtradas
em filtros de fibra de vidro Whatman GF/F (0,6-0,7 um de porosidade), com auxilio de
uma bomba a vacuo, sob baixa pressao (0,5 atm) e em auséncia de luz direta. Os filtros
contendo material retido foram inseridos em tubos de ensaio com tampa esmerilhada
contendo 10 mL de etanol 90%, um solvente utilizado na extragdao da clorofila-a sem
maceragdo (Nush & Palme, 1975; Sartory & Grobellar, 1984). Os tubos contendo os
filtros mergulhados em etanol 90% foram cobertos com papel aluminio para impedir a
incidéncia direta de luz e, entdo, levados ao banho-maria (78 °C) por 5 minutos. Em
seguida, os tubos foram transferidos para um recipiente com gelo durante 5 minutos e,
entdo, mantidos sob refrigeragdo em uma geladeira por um periodo de 24 horas. Ao fim
desse procedimento as amostras estavam prontas para serem analisadas em
espectrofotometro, no qual sdo obtidos os valores de absorbancia para o calculo da
clorofila-a propriamente dito. A leitura espectrofotométrica das amostras processadas
seguiu 0 método monocromatico de Lorenzen (1967), descrito em Golterman et al.
(1978) e Wetzel & Likens (1991). A mesma foi realizada em um espectrofotometro,
marca Femto, modelo 700 Plus, em dois comprimentos de onda (665 nm e 750 nm),
antes e apos acidificagdo das amostras. A acidificagdo foi realizada através da adicao de
HCI 1 M até que o pH das amostras atingisse um valor entre 2,6-2,8. Apods cinco
minutos da adicdo do 4cido cloridrico, as leituras das amostras foram repetidas para os
dois comprimentos de onda.

Os célculos para a determinagdo do conteudo de clorofila-a seguiram as

equacdes propostas por Golterman et al. (1978).

Figura 2. A. Sistema de filtragem das amostras para
extragdo da clorofila-a. B. Espectofotometro utilizado
para medigdo dos valores de absorbancia.
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1.2. Densidade

As amostras destinadas para o calculo da densidade da comunidade foram
imediatamente fixadas em solu¢do de lugol acético 0,5%, e mantidas em escuro em
temperatura ambiente até a realizagdo das andlises (Bicudo, 1990). A quantifica¢do
seguiu 0 método de Utermohl (1958) e o tempo de sedimentagdo das amostras nas
camaras seguiu instru¢des de Lund et al. (1958), sendo de 18 h para cilindros de 100
mL, 3 h para os de 10 mL e 1 h para os de 1 mL; ou seja, de trés horas para cada
centimetro de altura da camara. Em sequéncia, a contagem dos individuos foi realizada
pela andlise de transectos horizontais e verticais, sendo que o nimero minimo de
campos analisados por amostra ¢ determinado pela contagem de no minimo 100
individuos da espécie mais frequente associado a uma curva de rarefacdo de espécies. A
equacdo para o calculo da densidade populacional seguiu o proposto por Ros (1979).
Foram consideradas espécies abundantes as que superaram a densidade média de cada

amostra (Lobo & Leighton, 1986).

1.3. Identificacdo taxonomica

As amostras destinadas para a identificacdo taxondmica foram imediatamente
fixadas em solucdo de formalina 4% (Bicudo, 1990) e mantidas em escuro em
temperatura ambiente até a realizacdo das analises (Bicudo, 1990). A identifica¢do
taxondmica das amostras foi realizada com o auxilio de um microscopio trinocular,
marca Leica, modelo DM 1000, com magnitude de aumento de até 2.000x. Para as
analises morfométricas foi utilizado um sistema de captura de imagens composto de
camera de video Leica, modelo DFC280, acoplada a um microcomputador com o
software Leica LAS Interactive Measurements, especifico para analise de imagem.

Importante salientar aqui a ajuda de pesquisadores especializados em estudos
com assembleias de microalgas. Thiago Rodrigues dos Santos do Instituto de Botanica
de Sao Paulo, Se¢do de Ecologia, Laboratorio da Professora Carla Ferragut. Thiago
auxiliou com o reconhecimento das espécies de microalgas. Além disso, a identificagdo,
em nivel de espécie das diatoméceas, foi realizada no laboratorio de ficologia da UFPR,

com o auxilio da pesquisadora Priscila [zabel Tremarin e Thelma Ludwig.
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1.4. Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras destinadas ao procedimento de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) permaneceram fixadas em solucdo de lugol 0.5%. Para adquirir as
fotografias com MEV as amostras passaram por um processo de desidratagcdo. Tal
processo consistiu da passagem sequencial das amostras em solugdes crescentes de
acetona, por um periodo de 10 minutos em cada uma (30, 40, 50, 70 e 90%). Apos tal
procedimento, o material foi levado ao equipamento responsavel pela obtencao do ponto
critico de CO, (CPD 030 Balzers, Figura 2). Sucintamente, esse aparelho aplica CO,
liquido em uma camara isolada contendo a amostra e, apos algumas lavagens em meio
ainda liquido (temperatura variando de 0 a 5 °C), aumenta-se a temperatura para 40-45
°C. Nesse momento, o aumento da temperatura provoca o aumento da pressdo da
camara, fazendo com que a solucdo converta-se para gas, atingindo, assim, o ponto
critico e a desidratagdo total da amostra.

Em sequéncia, as amostras podem ser metalizadas através do sistema de
“sputtering” no metalizador SCD 050 Bal Tec. Ao final desse processo, as amostras
adquirem uma pelicula de ouro cobrindo toda sua extensdo. Tal pelicula permite a
varredura da amostra com feixes de elétrons em camara a vdcuo no microscopio
eletronico de varredura (LEO435-VP). Foram registradas fotografias em aumentos
semelhantes entre todas as amostras, de modo a representar a estrutura da comunidade
em uma mesma escala. Ainda, para isso, nao adotamos um aumento muito grande, mas
sim um aumento que permitisse uma visdo mais panoramica da comunidade. Toda a
metodologia referente ao MEV foi realizada no Nucleo de Apoio a Pesquisa em

Microscopia Eletronica, Esalq, Piracicaba, Sao Paulo.

Figura 3. A. Equipamento utilizado para
obtengdo do ponto critico de CO,. B.
Imagem ilustrativa das  amostras
metalizadas e prontas para registro
fotografico em MEV. C. Microscopio
eletronico de varredura utilizado para
obtenc¢ao das fotos.
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1.5. Porcentagem das macroalgas

A quantificagdo, especialmente das macroalgas, foi baseada na técnica descrita
por Tonetto et al. (2012), a qual mensura a porcentagem de cobertura de macroalgas em
substratos artificiais. O procedimento ¢ similar aqueles utilizados em outras areas de
pesquisa cientifica, que sdo baseadas em analise de imagens digitais, como os que
avaliam a 4rea foliar das plantas (Godoy et al, 2007; Rico-Garcia et al, 2009) ou a
cobertura do dossel de areas florestadas (Canham, 1988; Englund, 2000).

A técnica consiste basicamente de registros fotograficos dos substratos em que
as algas estdo aderidas. As imagens devem ter uma alta resolu¢@o para garantir uma boa
visualizacdo das algas presentes no substrato. Para a padronizacdo, as fotos foram
tomadas com a cadmera a 15 cm de altura das laminas colonizadas. Para ajudar na analise
de imagens no laboratério, mapeamos as laminas em notas de campo. Isso ¢ muito 1util
para procurar por espécies em determinadas imagens. O processo leva menos de 5
minutos de modo a evitar danos para as comunidades de algas devido a dessecagao.

Ap6s esse procedimento, as fotos dos substratos artificiais foram analisadas por
meio de um software (AutoCad®™), com o objetivo de quantificar a comunidade e cada
espécie individualmente. Para isso, a area de colonizagdo para cada espécie (em cada
fotografia) foi marcada e avaliada em termos de percentagem da area total do substrato
(ver Figura 2). A fim de calibrar o método de quantificagcdo, estabelecemos a mesma
escala para todas as imagens.

Esse método é mais preciso para determinar a area ocupada pela flora de
macroalgas, o que representa um avanco quando comparado a técnica de estimativa
visual, comumente aplicada. Embora a andlise de cobertura percentual seja um método
semi-quantitativo, ele ndo é destrutivo, o que garante auséncia da perda de biomassa
algal. Dessa forma, o acompanhamento da variagdo temporal das assembleias de
macroalgas ¢ mais realista, j& que a mesma comunidade ¢ periodicamente avaliada em

vez de diferentes amostras coletadas em datas separadas.

Figura 4. A. Lamina contendo espécimes de macroalgas. B. Espécimes marcados para
mensuragdo da area.
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