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RESUMO

Cobrindo aproximadamente 8% da superficie terrestre, os ecossistemas de dgua doce enquanto
recurso natural, sdo responsaveis por sustentar fungdes sociais, ecoldgicas e abrigar uma elevada
biodiversidade. Apesar da importancia de ecossistemas aquaticos os niveis de eutrofizagio tém sido
um problema mundial, pois estes ambientes fornecem diferentes servigos ecossistémicos. A
eutrofizagdo ¢ oriunda do excesso de nutrientes como nitrogénio e fosforo e pode desencadear o
crescimento excessivo do fitoplancton e, consequentemente, aumento da turbidez da agua.
Entretanto a presenga de macrofitas aquaticas pode influenciar no controle de microalgas, através
de mecanismos competitivos, como liberagdo de compostos aleloquimicos, competi¢cao por luz e
nutrientes. A partir do exposto, nosso trabalho avaliou experimentalmente a influencia da Cabomba
caroliniana sobre a microalga Desmodesmus communis, expostas a trés concentracdes de nitrato.
Para verificar o efeito da presenca fisica, realizamos o experimento coexisténcia, € para analisar,
exclusivamente, o efeito do lixiviado foi realizado o experimento alelopatia. Os resultados obtidos
indicam que o sombreamento gerado pela presenca fisica da macroéfita submersa C. caroliniana
influencia negativamente no crescimento de D. communis, assim como o lixiviado da planta. O
segundo fator propulsor para inibi¢do do crescimento da microalga foi o nitrato, em ambos
experimentos. Logo, este estudo mostrou que a competigao interespecifica entre estas espécies pode
ser uma forma de mitigacao do processo de eutrofizacdo em lagos rasos, além disso, ¢ essencial que

haja controle no aporte nutricional destes locais.

Palavras-chave: Alelopatia, Competi¢ao, Eutrofiza¢do, Lagos rasos.
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ABSTRACT

Covering approximately 8% of the Earth’s surface, fresh water ecosystems as natural resource are
responsible for sustaining ecological and social functions, and harbor high biodiversity. Even
though their significance, the high levels of eutrophication have been a global problem given that
those environments provide several ecosystem services. The eutrophication rises from the excess
of nutrients, including nitrogen and phosphorus. It can initiate the overgrowth of phytoplankton
and, therefore, rise the water turbidity. However, the presence of aquatic macrophytes can
influence in the microalgae growth through competitive mechanisms, including the release of
allelochemical compounds, shading and nutrient uptake. Given this, the aim of this work is to
experimentally evaluate the influence of Cabomba caroliniana on the microalgae Desmodesmus
communis, exposed to three nitrate concentrations. The effect of its physical presence was assessed
by a coexistence experiment, and the exclusive effect of the leachate was analyzed by an
allelopathy experiment. The results indicated that shading caused by the physical presence of the
submersed macrophyte C. caroliniana influences the growth of D. communis, as well as the
leachate. The second propellant factor for the growth inhibition was nitrate, on both experiments.
Therefore, this study shows the interspecific competition between those species can be a method
for the mitigation of eutrophication in shallow lakes. Moreover, it is essential to control the

nutritional support in these sites.

Key-words: Allelopathy, Competition, Eutrophication, Shallow lake
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo segue o modelo sugerido pelo PPG em Biologia de Ambientes Aquaticos
Continentais da Universidade Federal do Rio Grande — FURG e esta estruturada em trés segoes. Na
primeira se¢do corresponde a uma introducdo geral abordando temas sobre ambientes aquaticos
continentais e influéncias do processo de eutrofizagdo, além da importancia do fitoplancton e das
macrofitas aquaticas nestes ambientes, cujas referéncias seguem as normas ABNT. A segunda
secdo ¢ composta por um manuscrito que sera submetido a revista Aquatic Botany e segue a
formatagdo da revista, com excecao da lingua e da disposicao das figuras. O manuscrito conta com
Resumo, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias,
Figuras e Material Suplementar. A terceira parte consiste nas consideracdes finais e perspectivas

referentes ao tema da dissertacao.
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Introducao geral

Figura 1) Desenho ilustrado, por Schooler, da macrofita submersa Cabomba caroliniana, (a)
planta inteira, (b) fruto, (c) flor, (d) folhas superiores inteiras, e (e) folhas inferiores dissecadas.

(Fonte: Schooler et al., 2009).

Figura 2) Imagem da coexisténcia da macroéfita submersa Cabomba caroliniana no Lago do Centro

Esportivo, localizado na Universidade Federal do Rio Grande — FURG. Imagem: Autores.

Figura 3) A) Imagem da alga Desmodesmus communis ndo exposta ao corante vermelho neutro,
Imagem: Manuela Passos Tourinho. B) Imagem adaptada de Da Luz e colaboradores (2016)

Desmodesmus communis corado com Vermelho Neutro. Barra de escala = 10 pum.
Manuscrito

Figura 1) Densidade celular (Cél.ml™") de D. communis ao longo de um periodo de dez dias. O
controle (linha preta), Cabomba caroliniana em coexisténcia com D. communis (linha azul) e D.
communis na presenga da planta artificial (linha vermelha) nas trés concentragdes de nitrato NO3

1 (elevada = 1000 pg/L), NO3 1/3 (intermediaria = 333,33 pg/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 pg/L).

Figura 2) Taxa de inibicdo (%) com base na densidade celular de Desmodesmus communis.
Controle (barra verde), coexisténcia de D. communis ¢ C. caroliniana (barra vermelha), D.

communis e planta artificial (barra azul), foram expostos as trés concentracdes de nitrato.

Figura 3) Viabilidade celular (%) de D. communis em coexisténcia com macrofita submersa
Cabomba caroliniana natural (azul) e artificial (vermelho), grupo controle (preto) ao longo de dez
(10) dias, nas trés concentragdes de nitrato: NO3 1 (elevada = 1000 pg/L), NO3 1/3 (intermediaria
=333,33 ug/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 pg/L).

Figura 4) Percentual da taxa de inibi¢do baseado na viabilidade celular de D. communis. Controle
(barra verde), coexistncia D. communis e planta natural (barra vermelha), D. communis e planta
artificial (barra azul), foram expostos as trés niveis de nitrato: NO3 1 (elevada = 1000 pg/L), NO3
1/3 (intermediaria = 333,33 pug/L) e NO3 1/9 (baixa = 111,11 pg/L).

Figura 5) Densidade celular de D. communis (Cél.ml™") na presen¢a do lixiviado (azul) e no

controle (vermelho) expostos a trés concentracdes de nitrato : NO3 1 (elevada = 1000 pg/L), NO3
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1/3 (intermediaria = 333,33 pg/L) e NO3 1/9 (baixa = 111,11 pg/L) por um periodo de tempo de

dez dias.

Figura 6) Taxa de inibicdo (%) baseada na densidade celular de D. communis no controle
(vermelho) e expostas ao lixiviado (azul) em trés diferentes niveis de nitrato : NO3 1 (elevada =

1000 pg/L), NO3 1/3 (intermediaria = 333,33 pg/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 pg/L).

Figura 7) Percentual de viabilidade celular de D. communis ao longo dos dez dias de experimento
no controle (vermelho) e expostas ao lixiviado (azul) expostos a trés concentragdes de nitrato:
elevada (NO3™ = 1000 pug/L), intermediaria (NO3™ = 333,33 pg/L), e baixa (NO3 = 111,11 pg/L)

por um periodo de tempo de dez dias.

Figura 8) Taxa de inibicdo com base na viabilidade celular de D. communis no controle (azul) e

expostas ao lixiviado (vermelho) nos trés niveis de nitrato.
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INTRODUCAO GERAL

Ecossistemas aquaticos de 4gua doce cobrem cerca de 11 a 13 milhdes de km?, cerca de
8-9%, da superficie terrestre, contemplando lagos, reservatdrios, areas umidas, rios, planicies
inundéveis e pantanos (Lehner & Doll, 2004). Estes ambientes englobam valores essenciais
enquanto recurso natural, politico, recreativo e cientifico. Os servigos ecossist€émicos
promovidos pelos ecossistemas aquaticos sao responsaveis por sustentar fung¢des sociais, como
disponibilidade e abastecimento de agua potavel para consumo, alimentacdo, e recursos
energéticos, além de fungdes ecologicas, como hospedar uma elevada biodiversidade (Hughes
et al., 2019, MEA, 2005, Moss, 2018), cerca de 10% da fauna e flora descritas habitam estes

ecossistemas (Balian et al., 2007).

Os lagos brasileiros, em sua maioria, sao rasos, dificilmente ultrapassam 20 metros de
profundidade (Esteves, 2011). Ao longo do tempo os sedimentos que circundam os
ecossistemas aquaticos podem adentrar no ecossistema, gerando uma diminui¢do na
profundidade, além de acarretar aumento na carga nutricional (Esteves, 1998). Em decorréncia
da baixa profundidade dos lagos e da acao do vento, a coluna d’agua dos lagos subtropicais do
sul do Brasil ¢ frequentemente misturada, dificultando as estratificacdes quimicas e fisicas,
porém a ressuspensao do sedimento promovida pela acao dos ventos pode ocasionar a redugao
da transparéncia da agua (Scheffer, 2004; Trindade et al., 2009). Em relag¢ao ao fluxo hidrico,
possuem assinatura “hidrologica” e sdo caracterizados por possuir pouca movimentagao natural
da 4gua decorrente do seu sistema fechado e distribuigdo irregular (Thorp & Covich, 2001). Ja
do ponto de vista geoldgico, sdo relativamente jovens e possuem origem e tempo de duragdo

variaveis (Esteves, 1998).

A ressuspensao do sedimento pode ser minimizada com a presenca abundante de
macroéfitas aquaticas submersas, a presenca destas plantas pode ser um fator determinante para
controlar o crescimento excessivo do fitoplancton, além de aumentar a transparéncia da agua,
esta conjuntura ¢ conhecida como estado alternativo de aguas claras (Scheffer et al., 1993). Em
contraposicdo, o estado alternativo de aguas tirbidas ¢ caracterizado pela auséncia ou baixa
densidade de macrofitas submersas, ressuspensao do sedimento, aumento da disponibilidade de

nutrientes, e elevada biomassa de cianobactérias e fitoplancton (Scheffer et al., 1993).
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Eutrofiza¢do de ambientes aquaticos

O processo de eutrofizagdo ¢ conceituado como aumento no aporte nutricional e de
matéria organica dentro de um ecossistema aquatico, tornando-o mais produtivo, porém tém
capacidade de simplificar a estrutura dos componentes bidticos (Esteves, 2011; Wetzel, 1993).
O nitrogénio e o fosforo sdo considerados nutrientes limitantes para os ecossistemas terrestres
e aquaticos, porém o excesso esta diretamente associado a eutrofizagdo, influenciando a

produtividade destes ecossistemas (Conley et al., 2009; Smith, 2003; Wang & Wang, 2009).

O nitrogénio ¢ um dos elementos mais importantes na biosfera e mais abundante na
atmosfera (N;). Embora presente em grande quantidade na atmosfera, somente alguns
organismos, como cianobactérias e bactérias, conseguem assimilar o nitrogénio atmosférico
(Galloway et al., 2010). E para que este nitrogénio atmosférico (N2) esteja disponivel no
ecossistema aquatico ele precisa passar por um processo de transformagdo em N biologico
(Esteves e Amado, 2011). Ap6s a assimilacao e fixagdo do Na, ocorre a sua transformagao em
amoénia, amonio ou em outros componentes, como o nitrato (Scott et al., 2008). Tal processo ¢
conhecido como fixagdo bioldgica de nitrogénio, o qual constitui a principal fonte natural desse

nutriente (Ridley et al., 1996).

Sabe-se também que as chuvas e tempestades atmosféricas de raios provém energia para
que haja combinagao entre oxigénio molecular e Ny, transformando em o nitrogénio em formas
assimilaveis pelos produtores primarios, como nitrato ¢ amonio (Esteves e Amado, 2011).
Diversos trabalhos enfatizaram a importancia da limitagdo de nitrogénio na regulagdo da
biomassa fitoplanctonica e de sua estrutura (Setaro & Melack, 1984; Abell et al., 2010), pois a

disponibilidade deste elemento pode influenciar no crescimento de microalgas (Akgiil, 2020).

As condi¢des troficas dos ecossistemas 1énticos brasileiros variam de mesotroficas a
eutroficas (Abe et al., 2006). Porém existem lagos rasos caracterizados como hipereutroficos
(Albertoni et al., 2014). Em sintese, o processo de eutrofizagdao pode refletir a acao antropica
sobre estes ecossistemas (Wetzel, 1993) e tem sido considerada um impacto de ordem global
(Hu et al., 2014; Smith & Schindler, 2009). Ha relatos de eutrofizacdo de 53% dos lagos e
reservatorios na Europa, na Asia estima-se que 54% dos lagos e reservatorios estdo
eutrofizados, na Africa 28%, e na América do Sul o percentual ¢ de aproximadamente 40%

(Nyenje et al., 2010).
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O processo de eutrofizacdo esta diretamente relacionado com crescimento populacional
e econdmico, exploracdo de recursos naturais, queima de combustiveis fosseis e descarte
incorreto de rejeitos industriais e domésticos (Rosolen et al., 2015; Smith et al., 2006). Sendo
também associado a pratica agricola, devido ao uso excessivo e inapropriado de fertilizantes
quimicos (Andreoli & Carneiro, 2005) e, também, introducdo de espécies invasoras (Agostinho,

et al.; MEA, 2005)

Ecossistemas de agua doce perderam uma proporcao maior de suas espécies e habitat do
que os ecossistemas em terra ou nos oceanos, € enfrentam ameagas crescentes de represas,
captacao de agua, poluigdo, espécies invasivas e colheita excessiva (MEA, 2005, Revenga et
al. 2005). Ecossistemas de agua doce e as diversas comunidades de espécies encontradas em

lagos, rios e pantanos podem ser os mais ameacados de todos (MEA, 2005).

Vale ressaltar que a eutrofizagdo pode ser também ocasionada de maneira natural, ou seja,
através de perturbacdes na estrutura das comunidades aquaticas e nos processos funcionais,
como por exemplo, ocorréncia de predadores piscivoros (Smith & Schindler, 2009). Trindade
e colaboradores (2009) associaram o enriquecimento nutricional em um lago raso subtropical
durante a primavera ao periodo de maior incidéncia de aves, ocasionando floracdes de

microalga e cianobactérias.

O crescimento acelerado de microalgas pode ocasionar floragdes, ou blooms, que sao
massas de algas e/ou cianobactérias, responsaveis por diversos impactos nos ecossistemas
aquaticos (Silva, 2012). Estes impactos geram alteragdes nos padroes de qualidade de agua,
como modificacao do pH, condutividade elétrica, deple¢ao de oxigénio dissolvido e reducao de

espelho d’agua (De Moraes, 2009; Guimaraes et al., 2003).

As alteragdes nos padroes da qualidade de 4gua e processos interativos, como mudangas
nas condigoes fisicas (temperatura e luminosidade) e quimicas (nutrientes), ocorrem em curtos
intervalos de tempo (Falkowski & Raven, 2013). A eutrofizagdo altera a coexisténcia entre
espécies devido a alteragao nos fatores abidticos, tais como temperatura, intensidade luminosa,
disponibilidade de nutrientes, € com isso podem mediar a competi¢do entre espécies aquaticas
(Henry-Silva & Camargo, 2005). Entretanto o beneficio em relagdo a concentragao de nutriente
pode variar entre as espécies, de acordo com suas oscilagdes temporais (Henry-Silva &

Camargo, 2005). Logo, ¢ importante conhecer mecanismos de competi¢cdo entre espécies, pois
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alguns fatos fatores podem levar a alteragdes dos produtores primarios e estados alternativos

do ambiente (Scheffer et al., 1993).
Macrofitas aquaticas

O termo macroéfita aquatica refere-se a vegetais macroscopicos e incluem também as
macroalgas, briofitas, pteridofitas e as angiospermas (Esteves, 2011). E considerado um grupo
bem diverso de organismos (Chambers et al., 2007). Podendo ser considerada uma das

assembleias mais produtivas dentre os ecossistemas continentais (Esteves, 1988).

Ao longo da escala evolutiva, as macrofitas obtiveram um conjunto de estratégias
adaptativas, as quais as permitem colonizar diversos ecossistemas aquaticos, como corredeiras,
ambientes marinhos, corregos, rios, areas umidas, lagos e também reservatorios (Kalff, 2002;
Wetzel, 2001). As macrofitas sio um componente importante para ecossistemas aquaticos, pois
influenciam em atributos de outras assembleias anexas, como diversidade de espécies,

produtividade e a ciclagem de nutrientes do ecossistema (Thomaz & Cunha, 2010).

Por apresentar alta sensibilidade a mudangas na qualidade da agua, as macroéfitas sdo
consideradas boas indicadoras para o estado de conservagao de ambientes aquaticos (Van Geest
et al., 2003), incluindo o estresse ambiental associado a eutrofizacao (Zhang et al., 2016). As
macroéfitas aquaticas podem ser classificadas em sete categorias, sendo elas: anfibia, epifita,

emergente, flutuante fixa, flutuante livre, submersa fixa e submersa livre (Pedralli, 1990).

As espécies submersas apresentam um papel importante na regulagdo de processos
aquaticos, particularmente em lagos rasos (Scheffer et al., 1993; Sendergaard et al., 2010;
Wetzel, 1993). Estudos demonstraram que estas espécies respondem rapidamente e
positivamente a reducao de carga nutricional, além de influenciar na redugdo na proliferagao de

algas (Jeppesen et al., 2007; Zeng et al., 2017), como por exemplo através da alelopatia.

Em 1937 o termo alelopatia foi utilizado pela primeira vez por Hans Molish em "Der
Einfluss einer Pflanze auf die andere Allelopathie", onde descreveu ser interagdes entre plantas
e organismos, sdo interagdes quimicas e podem ter consequéncias/efeitos positivas e negativas
(Ferreira & Aquila, 2000). Essas interacdes ocorrem a partir da liberagdo de compostos
quimicos provenientes de vegetais e ocasionam efeitos diretos e indiretos em outros organismos
e pode ser danoso ou benéfico (Rice, 1984). A alelopatia pode ser observada em diversos

ecossistemas, tanto por organismos terrestres como aquaticos, como as macrofitas.
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A macroéfita aquatica submersa Cabomba caroliniana A. Gray (Figuras 1, 2) pode ser
encontrada em agua doce e salobra, e apresenta crescimento rapido através de propagulos
vegetativos (Bickel & Schooler, 2015). A sua ocorréncia estd frequentemente associada a lagos
rasos com baixas concentragdes de clorofila-a e nutrientes, e também baixa matéria organica
suspensa, bem como, tém preferéncia por ambientes com baixo pH (4-6) (Bickel & Schooler,

2015; Pereira et al., 2012).

A presenca de macrofitas aquaticas submersas € o sombreamento ocasionado por elas
pode ser um fator limitante ao crescimento do fitoplancton (Cummins & Wilzbach, 2008), pois
estes organismos ocupam o mesmo estrato na coluna d’agua e, assim como as cianobactérias
fotossintetizantes, sdo dependentes de radia¢do solar como fonte de energia para fixagdao de
carbono (Litchman et al., 2004; Reynolds, 2006). Além disso, C. caroliniana possui a
capacidade diminuir a concentracao de nutrientes disponivel na 4gua em fun¢ao da sua absorg¢ao
foliar (Meerhoff et al., 2003). Portanto, o conhecimento detalhado desta espécie e sua vantagem
competitiva podem auxiliar no manejo e restauragdo de ambientes aquaticos (Bickel & Perret,

2014).

Entretanto, a C. caroliniana frequentemente ¢ utilizada como planta de aquario (Bickel
& Schooler, 2015; Hogsden et al., 2007; Orgaard, 1991) em razdo do uso ornamental, esta
planta foi comercializada em diferentes paises, e introduzida acidentalmente, através de despejo
de agua de aquario, ou propositalmente, através do cultivo e venda do organismo para fins
paisagistico ou aquarismo (Schooler et al., 2009). Esta espécie € originaria da América do Sul,
porém tem sido relatada em diversos paises como Africa do Sul, Australia e Inglaterra, onde
tem gerado impactos socioecondmicos € ambientais, alterando a qualidade d’agua desses

ecossistemas (Bickel & Schooler, 2015).

As invasdes biologicas quando estabelecidas requerem estratégias de manejos e
compromissos de gestdo, pois estas invasoes sdo consideradas andlogas a desastres ambientais
(Ricciardi et al., 2010), pois geram elevados impactos ambientais e econdmicos. Dentre os
impactos ambientais podemos destacar o potencial risco de interrupg¢do entre interacdes
ecologicas, podendo gerar um desequilibrio no fluxo de energia através das teias alimentares
(Spencer et al., 1991), pois hd uma altera¢do no padrao do funcionamento do ecossistema como
perturbacdo na ciclagem de nutrientes, alteragdo das comunidades bioldgicas e da produtividade
primaria (Mack et al., 2000). Além disso, vale ressaltar que a invasdo de novas espécies €

considerada uma das principais causadoras do declinio de espécies nativas, e possui também
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151  capacidade de levar a extingdo (Clavero e Garcia-Berthou., 2005). Logo, a introduciao de
152  espécies exoticas para manejo de ambientes aquaticos ¢ considerada um risco para o

153  ecossistema.

154

155  Figura 1) Desenho ilustrado, por Schooler, da macroéfita submersa Cabomba caroliniana, (a) planta
156  inteira, (b) fruto, (c) flor, (d) folhas superiores inteiras, ¢ (e) folhas inferiores dissecadas. (Fonte:

157  Schooler et al., 2009).

158

159  Figura 2) Fotografia da ocorréncia da macrofita submersa C. caroliniana no Lago do Centro Esportivo,
160  localizado na Universidade Federal do Rio Grande — FURG. Imagem: Autores.
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Fitoplancton

O plancton ¢ definido como um conjunto de organismos errantes, ou seja, que nao realizam
movimentos opostos aos movimentos da agua. E este grupo ¢ constituido pelo zooplancton,
bacterioplancton e pelo fitoplancton (Esteves & Suzuki, 2011). O fitoplancton, por sua vez, é
composto por microrganismos fotoautotroficos, mixotroficos, coloniais ou solitarios, e a grande

maioria vivem em suspensdo na coluna d’agua (Esteves & Suzuki, 2011; Reynolds, 1988).

Em ecossistemas continentais, a comunidade fitoplanctonica, juntamente com as
macroéfitas aquaticas, representa a base da teia trofica aquatica, transferindo o carbono orgéanico
para niveis troficos superiores (Fernandes et al., 2005). Vale ressaltar que o fitoplancton ¢
responsavel por cerca de 60% da produ¢do primaria global (Falkowski & Raven, 2013), sendo
de extrema importancia na regido oceanica. Porém, a predominancia de um ou outro grupo que
compdem o fitoplancton esta associado a caracteristicas do local em que se encontram, por
exemplo, Chlorophyceae € Cyanophyceae estao entre os grupos predominantes em ambientes

de 4gua doce (Esteves & Suzuki, 2011).

O grupo Chlorophyceae ¢ representado por algas verdes, como a microalga
Desmodesmus communis (Figura 3) ¢ um grupo cosmopolita, altamente polimoérfico, cuja
ocorréncia foi relatada para ambientes com diferentes estados troficos (Bicudo e Meneses,
2006), e compdem a ordem Chlorococcales. Sua caracteristica polimorfica permite que sejam
encontrados cenobios com duas, quatro ou oito células (Trainor, 1998). O numero de cenobios
pode variar de acordo com mudangas no ambiente em que se encontram, uma vez que células

na presenga de predadores obtiveram maior volume (Liirling et al., 1997).

Por outro lado, sabe-se que as floragdes de algas e cianobactérias, estao frequentemente
correlacionadas a eutrofizagdo dos ambientes aquaticos, causando problemas ambientais em
todo o mundo (O’Neil et al.,, 2012; Zhang, 2014). Comumente periodos de maior
desenvolvimento fitoplanctonico estdo associados a alteragdes em fatores que regulam o

crescimento celular (Reynolds, 2006).
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A) B)

Figura 3) A) Imagem da alga D. communis ndo exposta ao corante vermelho neutro, fonte: Autores. B)
Imagem adaptada de Da Luz e colaboradores (2016) D. communis corado com Vermelho Neutro. Barra

de escala =10 um.

O restabelecimento de comunidades de macrodfitas pode propiciar o controle no
crescimento fitoplanctonico (Chen et al., 2012), viabilizar a reabilitacao da qualidade de agua

e promover alternativas para manejo em lagos rasos (Sendergaad et al., 2010)

Dessa forma, o aumento nutricional em ambientes aquaticos, principalmente de
nitrogénio e fosforo, acarreta em um aumento significativo destes organismos (Camara et al.,
2009). Por causa das floragdes, os ecossistemas aquaticos diminuem a transparéncia da agua,
passando para o estado alternativo de aguas tarbidas (Scheffer et al., 1993; Wetzel, 2001).
Devido ao aumento da turbidez hd uma diminui¢ao da penetracdo de luz nestes corpos d’agua,
diminuindo os niveis de oxigénio e levando a perdas significativas de diversidade (Codd et al.,

2005; Wetzel, 2001).

A dindmica de ecossistemas aquaticos pode ser regulada por mecanismo como o bottom-
up, determinados por nutrientes (micronutrientes € macronutrientes), temperatura da agua e/ou
disponibilidade de luz (Bohnenberger et al., 2018; Horn & Horn, 2008). Diversos processos
biologicos, fisicos e quimicos influenciam a distribuicdo desses organismos (Falkowski &

Raven, 2013).
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar experimentalmente a influéncia do sombreamento e do lixiviado de Cabomba

caroliniana na microalga Desmodesmus communis, sob diferentes concentragdes de nitrato.
Objetivos especificos

1) Comparar o padrdo de crescimento de D. communis frente a diferentes
concentracdes de nitrato;

2) Verificar se o sombreamento gerado pelas macrofitas natural e artificial de Cabomba
caroliniana expostos a trés concentracdes de nitrato influenciardo no crescimento
de D. communis;

3) Analisar o efeito do lixiviado de C. caroliniana no crescimento de D. communis

expostos as trés concentragdes de nitrato;
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Resposta de Desmodesmus communis (E. Hegewald) E. Hegewald ao
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Resumo

A eutrofizagdo em lagos rasos ¢ uma problematica mundial. A relagdo antagdnica macrofita-
fitoplancton tem recebido atencdo crescente como potencial fator controlador de floragdes de
algas. Nosso objetivo foi avaliar a influéncia do sombreamento e do lixiviado da macrofita
Cabomba caroliniana sobre a microalga Desmodesmus communis, em diferentes concentragdes
de nitrato. Para isso foram realizados dois experimentos distintos a fim de avaliar a presenca
fisica da planta natural, artificial e seu lixiviado sobre a populagdo de D. communis em
diferentes concentragdes de nitrato. Encontramos um efeito negativo no crescimento da alga
resultante do sombreamento de estruturas submersas e do lixiviado da macrofita, assim como a
influéncia das concentracdes do nitrato. Nossos resultados demonstram que macrofitas

submersas tém o potencial de mitigar ecossistemas aquaticos dominados por D. communis.

Palavras-chave: Alelopatia, Competi¢ao, Eutrofizacdo, Lagos rasos, Nitrogénio.
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Introducao

Os ecossistemas de dgua doce possuem valor essencial enquanto recurso natural,
cientifico e politico (Hughes et al., 2019). Tais ecossistemas provém recursos imprescindiveis
a manutencao da biodiversidade e de outros servigos ecossist€émicos, os quais possibilitam
desenvolvimento social e econdmico com qualidade de vida.

Os ecossistemas aquaticos sustentam fungdes como o abastecimento de dgua potavel para

consumo, alimentacdo, transporte, recreacao e recursos energéticos (Moss, 2018). Apesar de
cobrir 0,8% da superficie terrestre (Gleick, 1996), estes ecossistemas suportam/comportam
elevada diversidade de espécies, cerca de 10% de plantas e animais globalmente descritos
habitam estes ambientes (Balian et al., 2008).
Ainda que estes ecossistemas sejam de extrema relevancia ecoldgica e social, eles estdo entre
os mais ameagados do mundo (Dudgeon et al., 2005, Gardner et al., 2015). A degradacgdo destes
ambientes esta frequentemente associada a exploracdao de recursos naturais, desenvolvimento
urbano e deposicao excessiva de nutrientes (Hughes et al., 2019). Resultando na alteracao dos
padrdes de precipitacdo e escoamento, além de influenciar no declinio da qualidade da 4agua e
na biodiversidade destes ecossistemas (Bogardi, 2020; Dudgeon et al., 2005).

A eutrofizacdo ¢ caracterizada como a resposta do ecossistema a entrada excessiva de
nutrientes como fosforo e nitrogénio, ¢ t€m sido relatada como um problema recorrente em
ecossistemas aquaticos e também, esta entre as principais causas da degradacao e poluig¢do da
agua (Schindler, 2012). Embora o processo de eutrofizagdo e suas consequéncias estejam bem
documentados na literatura, ha uma lacuna sobre quais processos bioldgicos estdo sendo
influenciados pelo aumento da carga nutricional (Rabalais, 2002), como o nitrato.

O crescimento excessivo do fitoplancton pode gerar um aumento da turbidez, podendo
cobrir a superficie d’agua, € com isso limitar a penetracao de luz, diminuir os niveis de oxigénio
dissolvido na 4gua, e consequentemente diminuir a qualidade da dgua (Declerck et al., 2011).
A diminuicdo dos niveis de oxigénio afeta toda a biota aquéitica. Em relacdo as plantas
aquaticas, o crescimento excessivo de fitoplancton e suas conseqiiéncias tendem a ocasionar a
senescéncia e aumento na decomposicdo das plantas aquaticas, intensificando a condicdo de
hipoxia do sistema e a perda de habitat para outros organismos, impactando severamente a
biodiversidade aquatica (Jeppensen et al., 1998; Phillips et al., 2016).

No entanto, a presen¢a de macrofitas aquaticas submersas tende a exercer um efeito
positivo nos ecossistemas aquaticos, pois diminuem a ressuspensao do sedimento, controlam o
crescimento excessivo de fitoplancton, assim promovendo o estado alternativo de aguas claras

(Scheffer, 1993). Além disso, servem de refugio e esconderijos para outros organismos,
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auxiliando na biodiversidade destes locais (Liirling et al., 2006; Schriver et al., 1995; Zhao
2016).

A relagdo antagbnica entre fitoplancton e as plantas aquaticas podem resultar da
competi¢ao por nutrientes na coluna d’agua, sombreamento e alelopatia (Pokorny” et al., 1984;
Vanderstukken et al., 2011). Diversas linhas de pesquisa evidenciam/elucidam, através de
experimentos, que algumas plantas possuem capacidade de inibir ou retardar crescimento do
fitoplancton (Amorim et al., 2019; Vanderstukken et al., 2011; Zhao et al., 2016), porém esta
competi¢do pode ocorrer em detrimento de diversos fatores como alelopatia, competicdo por
nutrientes e também por luz. Logo, para identificar quais fatores estdo influenciando ¢
necessario realizar experimentos que consigam minimizar ou eliminar algumas varidveis.

Os efeitos da competigdo interespecifica sdo mecanismos ecoldgicos importantes na
relacdo antagdnica entre macrofita e fitoplancton e podem ser elucidados por meio de
experimentos de coexisténcia (Cross et al., 2007; Vanderstukken et al., 2011). Como por
exemplo, os trabalhos que utilizam extrato ou filtrados com lixiviado conseguem elucidar se ha
competi¢do por alelopatia, através da liberacdo de compostos alelopaticos oriundo das plantas
(Lirling et al., 2006, Vanderstukken et al., 2014). Sendo que, o efeito da competicdo por
sombreamento pode ser evidenciado por meio de experimentos com a presenga de plantas
artificiais, enquanto competicdo por nutrientes através de experimentos com condig¢des
nutricionais controladas na coocorréncia dos organismos (Liirling et al., 2006; Vanderstukken
etal., 2011).

O entendimento destes mecanismos interespecificos ¢ das interagdes bioldgicas, em
termos de dindmica de populagdes, podem auxiliar no entendimento do funcionamento ¢ da
estabilidade dos ecossistemas aquaticos (Santonja et al., 2018). Consequentemente possuem
capacidade de contribuir no desenvolvimento de estratégias manejo afim de promover a
restauracdo destes ambientes aquaticos, como por exemplo, reverter eutrofizagdo e estado
alternativo de 4guas tirbidas (Zhao et al., 2016). através do controle da entrada excessiva de
matéria organica, € com isso promover a integridade ecoldgica destes ambientes
(Vanderstukken et al., 2011; Santonja et al., 2018).

A macroéfita submersa Cabomba caroliniana A. Gray possui crescimento vegetativo
rapido, € origindria da América do Sul (Bickel & Schooler, 2015; Hogsden et al., 2007; Orgaard,
1991), e frequentemente € relatada em areas imidas do Sul do Brasil (Pereira et al., 2012; Rolon
et al., 2010; They et al., 2015). Esta espécie ¢ considerada uma competidora eficaz por nutriente
e seus compostos alelopaticos possuem a capacidade de reduzir a biomassa de algas verdes e

de cianobactérias (Finkler, 2009; Nakai et al., 1996). Por outro lado, em decorréncia do uso
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ornamental, como planta de aquario e paisagismo, a C. caroliniana foi introduzida em diversos
ecossistemas de agua doce pelo mundo, como paises da Oceania e Europa (Bickel & Schooler,
2015; Wilson et al., 2007).

As algas planctonicas da classe Chlorophyceae sdo frequentemente utilizadas em
experimentos para identificar a producdo e atividade de compostos alelopaticos oriundo de
macrofitas aquaticas (Leflaive et al., 2008; Liirling et al., 2006). O género Desmodesmus esté
entre os mais distribuidos, e possui capacidade de gerar floracdo algal, principalmente em
ambiente com elevada concentracao nutricional (Hentschke & Torgan, 2010; Saadoun et al.,
2008). A alga Desmodesmus communis (E. Hegewald) E. Hegewald ja foi relatada associada a
condi¢des de poluicdo, em um lago raso subtropical no sul do Brasil (Andrade & Giroldo,
2014). Essa espécie € cosmopolita, tem alta capacidade de tolerar diferentes condig¢des
ambientais, e também por ser de facil cultivo, frequentemente, ¢ utilizada em experimentos de
coexisténcia com macrofitas, assim como, em experimentos toxicoldgicos (Santonja et al.,
2018, Trainor, 1998).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar experimentalmente o potencial regulatério da
macroéfita submersa Cabomba caroliniana sobre a microalga Desmodesmus communis, em
termos de sombreamento, competicdo por nitrato e alelopatia. Nesse sentido, buscamos
responder as seguintes questoes: 1) A macrofita aquatica pode influenciar a densidade e
viabilidade da microalga, por acdo do sombreamento e competi¢ao por nitrato?; 2) O lixiviado
de C. caroliniana controla a microalga D. communis?; 3) O potencial competitivo e alelopatico

varia conforme a concentragao de nitrato?
2. Material e métodos
2.1 Organismos teste

2.1.1 Desmodesmus communis

Foram utilizadas cepas de Desmodesmus communis (E. Hegewald) E. Hegewald
(Chlorophyceae) do Banco de Cultivo de Microalgas Dulcicolas do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (BCMD-FURG) registrada com o codigo CH002. As cepas do banco sdo mantidas
em sala de cultivo com irradiincia controlada em aproximadamente 100 pumol m™ s’!
fotoperiodo ajustado com ciclos de 12:12 h claro:escuro e temperatura de 23 + 1°C.

Foi preparada uma pré-cultura da cepa em meio de cultura WC (Guillard & Lorenzen,

1972), ao qual j4 estava aclimatada, esta cresceu por sete (7), até atingir a fase exponencial. Ao
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fim do crescimento, a densidade da pré-cultura foi estimada através de contagem em
hemocitometro para verificar se a cultura estava na fase exponencial de crescimento. Antes de
ser inoculada no experimento, fragdes da pré-cultura foram lavadas 3 vezes por centrifugacao
a 4000 rpm, durante cinco minutos, com os meios de cultura modificados para cada tratamento
no qual seria utilizado. Este procedimento foi feito a fim de evitar que os nutrientes do meio
WC completo influenciassem nos tratamentos. Apos o procedimento de lavagem, a densidade
celular foi novamente estimada a fim de definir o volume inicial de indculo para obter densidade

celular inicial entre 10* e 10°cel mL™".

2.1.2 Cabomba caroliniana

Os espécimes de Cabomba caroliniana A. Gray foram coletados de tanques de cultivo
expostos a temperatura e iluminacao natural. Os tanques de cultivos estdo anexos ao prédio da
Botanica, na Universidade Federal do Rio Grande — FURG, Campus Carreiros. Apds coletadas,
as plantas foram lavadas em 4gua corrente, € emersas por dez minutos em solucdo de
permanganato de potassio a 5% afim de obter uma efetiva remoc¢ao do biofilme com o minimo
de dano a macrofita (adaptado de Sartori, 2004).

Antes de ser utilizada no experimento, a macroéfita passou por um periodo de sete dias de
aclimatacdo as condigdes da sala de cultivo. A macroéfita de plastico (com arranjo estrutural
similar a planta natural) foi exposta ao mesmo procedimento de limpeza que as naturais.
Posteriormente as plantas, naturais e artificiais, foram cortadas com tamanho padronizado de
aproximadamente 6 cm de comprimento para o experimento de competi¢ao.

Para experimento de alelopatia, foram cortados nove ramalhetes de plantas naturais,
tamanho das plantas e volume de agua destilada foram proporcionais aos utilizados no
experimento de competi¢ao. As plantas ficaram submersas em carboy com 1L de dgua destilada
durante 10 dias para liberagdo de compostos alelopaticos. O carboy ficou acondicionado na sala
de cultivo climatizada, nas mesmas condi¢des dos experimentos, 23 £+ 1°C, com fotoperiodo de
12:12h claro:escuro, luminosidade de £100 pmol m™ s'. Posteriormente, a dgua destilada
exposta as plantas foi filtrada através de papel filtro GF-3, com auxilio de bomba a vacuo, para
retirada de particulas maiores. Para evitar contaminacdo, os sais do meio de cultura WC do
grupo 1 foram filtrados em holder com filtro milipore (0,2 um) e adicionados na 4gua com o

lixiviado.
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2.2 Experimentos
2.2.1 Experimento coexisténcia

Para analisar a competi¢do por luz da macrofita Cabomba caroliniana e Desmodesmus
communis sob trés concentragdes de nitrato, foi realizado um experimento com duracgio de 10
dias. O experimento ocorreu em Erlenmeyer de 100 ml cobertos com tela sombrite (50% de
cobertura) no fundo e na lateral (até a altura de 50 mL), afim de simular condi¢des de incidéncia
natural de luz.

O experimento foi delineado considerando trés niveis: 1) Controle: D. communis na
auséncia da macrofita; 2) Planta artificial: D. communis juntamente com macrofita artificial,
com a finalidade de avaliar o sombreamento causado pelas plantas; 3) Planta natural: D.
communis coexistindo com C. caroliniana, para avaliar competi¢cdo por sombreamento e
nutrientes.

Os trés niveis de tratamento acima descritos foram submetidos a trés concentracdes de
nitrato — “Nitrato - NO3™, sendo a maior concentracao foi de 1000 pg/L, aqui denominada
elevada, presente no meio de cultura WC, e os demais valores foram diluidos, apenas no nitrato,
na razao 1/3, sendo a concentracao intermediaria equivalente a 333,33 ug/L e a concentragdo
mais baixa equivalente a 111,11 pug/L (Material suplementar 1).

A alteragdo nas concentragdes do nutriente foi realizada a partir da dilui¢cao do nitrogénio
presente no meio de cultura, sob a forma de nitrato de sédio (NaNO3). Todas as concentragdes
sdo equivalentes a valores encontrados em ambientes 1€nticos subtropicais hipereutrofizados
(Albertoni et al., 2014). Cada réplica recebeu 50 mL de meio WC com sua respectiva
concentracao de nitrato.

Para cada nivel de tratamento (3 de Coexisténcia X 3 de Nitrato) foram realizadas
triplicatas, totalizando 27 amostras. Os experimentos ocorreram em sala de cultivo sob as
mesmas condi¢des da pré-cultura. Os recipientes foram agitados diariamente através da mesa
agitadora, duas vezes por dia por 10 min a 60 rpm, em periodos alternados de luz, para
homogeneizagao da biomassa (adaptado de Liirling et al., 2006). Os frascos foram rearranjados
randomicamente, a cada dois dias, para diminuicdo do efeito de possivel diferenga de
intensidade luminosa. Amostras para densidade e viabilidade celular foram retiradas em

condi¢des de assepsia a cada dois dias.
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2.2.2 Experimento alelopatia

O experimento foi delineado para analisar o efeito que o lixiviado da macrofita C.
caroliniana exerce sobre a alga D. communis ¢ teve duragdo de 10 dias em condigdes de
exposicao semelhantes ao experimento coexisténcia.

O experimento consistiu de dois niveis do fator “Lixiviado”: 1) Controle: D. communis
em meio de cultura WC preparado com agua destilada e 2) Lixiviado: D. communis em meio
de cultura WC preparado com agua do lixiviado. Ambos os niveis de tratamentos foram
expostos a trés concentragdes de nitrato (NO3"), (Material suplementar 2). Para cada nivel de

tratamento (2 de Alelopatia X 3 de Nitrato) foram realizadas tréplicas, totalizando 18 amostras.

2.3. Analises de densidade e viabilidade celular

Amostras para analise de densidade celular foram retiradas, em condi¢des de assepsia, a
cada 48h em cada um dos experimentos. Foram coletadas aliquotas de 1 ml. Posteriormente
foram adicionados 100 pl do corante vermelho neutro (VN) (Saul da Luz et al., 2016), em cada
amostra. As amostras foram acondicionadas no escuro a temperatura ambiente durante duas
horas, apos foram fixadas com formaldeido 4% (concentragdo final).

As células coradas em vermelho foram consideradas viaveis, pois o corante VN adentra
o vacuolo e/ou citoplasma das células vegetais viaveis (Crippen & Perrier, 1974, Zetsche &
Meysman, 2012). As células ndo coradas foram consideradas inviaveis, os valores obtidos

foram expressos em porcentagem, seguindo a formula abaixo:

total de células coradas
Viabilidade celular(%) = - x 100
total de células contadas

A densidade celular total, cujo valor foi expresso em cél mL™!, seguindo a férmula abaixo.
A contagem celular foi realizada no microscopio (CX41F Olympus, Tokyo, Japan), com auxilio
de camara de Neubauer. Para atingir a suficiéncia amostral, foram contadas pelo menos 400
células por amostra, e calculadas de acordo com a formula abaixo (Lourengo, 2006):
namero total de células

Densidade celular (cél.mL™') = — x10.000
numero de quadrantes contados

A densidade e a viabilidade celular foram usadas para calcular a taxa de inibicdo de
crescimento da alga baseada em cada um destes fatores (endpoints), utilizando a féormula que

compara o crescimento algal médio de todos os tratamentos ao longo de dez dias de
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experimento, com a média do controle no mesmo periodo de acordo com a férmula abaixo (Zuo

et al., 2016):

N
Taxa de inibigio de crescimento(%) = (1 — N_O) x 100

Onde: N e N0 sdo a densidade celular (cél mL™) ou a viabilidade celular dos tratamentos e do
controle, respectivamente. Resultados negativos indicam um crescimento algal superior ao
controle, enquanto que valores positivos indicam uma diminui¢do na densidade celular ou

viabilidade.

2.4. Analise de dados

Para verificar se houve diferencas significativas na densidade e viabilidade celular da alga
entre os tratamentos ao longo dos 10 dias dos experimentos, bem como as interacdes das
variaveis preditoras (Nitrato * Coexisténcia /Alelopatia Alelopatia * Dia), realizamos Analises
de Variancia de medidas repetidas com trés fatores (dias, coexisténcia e nitrato) (ANOVA —
Three-Way Mixed) utilizando os pacotes “tidyverse” (Wickham & Wickham 2017), “ggpubr”
e “rstatix” (Kassambra, 2019) no ambiente R (R core team, 2017). Os tratamentos de
coexisténcia (controle, planta artificial e planta natural), os tratamentos de alelopatia (controle
e lixiviado) e os niveis de nitrato (elevado, intermediario e baixo) fatores utilizados como
fatores independentes entre os sujeitos (between-subject) e as coletas realizadas ao longo do
tempo experimental foram tratadas como fator dependente dentro dos sujeitos (within-subject)
(Kassambara, 2018). Previamente as analises foi feito o teste de Shapiro para analisar
normalidade e a homogeneidade foi testada pelo teste de Esfericidade.

Para verificar o potencial inibitério gerado pela presenga das plantas e do lixiviado no
organismo alvo, as taxas de inibi¢do foram calculadas a partir dos valores de densidade e
viabilidade. As taxas de inibicdo da densidade e de viabilidade foram comparadas por meio de
Analises de Variancia de dois fatores 7wo-Way (Coexisténcia /Alelopatia e Nitrato) “tidyverse”
(Wickham & Wickham 2017), “ggpubr” e “rstatix” (Kassambra, 2019) no ambiente R (R Core
Team, 2017). Os fatores coexisténcia, alelopatia e nitrato foram considerados como fatores
independentes entre os sujeitos. Para analisar a normalidade, previamente as anélises,
realizamos o teste de Shapiro e para verificar a homogeneidade realizamos o teste de Levene.

Para todas as analises estatisticas foram consideradas primeiramente as interacdes entre
os fatores, e sendo essas significativas (p<0,05), os modelos eram decompostos para analises

post-hoc (testes de Tukey com correcdo de Bonferroni para multiplas comparagdes).
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3. Resultados

3.1. Experimento de coexisténcia de Desmodesmus communis e Cabomba caroliniana

3.1.1 Densidade Celular de D. communis

Ao longo de todo o experimento (10 dias) a densidade de D. communis foi menor na
presenca da planta natural ou artificial se comparada ao controle (auséncia de plantas), nas trés
concentracoes de nitrato (p<0,05, Figura 1). Observou-se uma interagdo significativa entre os
fatores Coexisténcia *Nitrato*Dia (F20.00= 2,277, p=0,038, Figura 1). Indicando que os efeitos
da coexisténcia e do nitrato variaram ao longo do tempo.

No sexto dia de experimento, a presenga de plantas naturais ou artificiais influenciaram
de forma similar, limitando o aumento na densidade da alga em rela¢do ao controle na maior e
menor concentragao de nitrato (p<0,05). Em concentragdao média de nitrato, apenas a presenca
de planta natural resultou em uma menor densidade de algas (p<0,05), sendo que, os grupos
controle e planta artificial tiveram densidades similares e superiores a planta natural (p<0,05).

No oitavo dia, o controle teve maior densidade que na presenca de plantas naturais e
artificiais apenas na maior concentracao do nutriente, nas demais concentragdes o controle foi
superior apenas a presenca de plantas naturais (p<0,05). J& no ultimo dia de experimento,
plantas naturais e artificiais demonstraram menor densidade nos niveis de maior ¢ média
concentracao de nitrato (p<0,05), sendo todos os grupos similares em termos de densidade na
menor concentra¢ao de nitrato.

A influéncia da concentragao de nitrato na densidade de algas foi detectada no oitavo dia
de experimento no grupo controle, quando a densidade celular na maior concentragao do nitrato
foi superior as demais concentragdes do nutriente (p<0,05). No entanto, no décimo dia a
densidade foi similar nas trés concentracdes de nitrato para todos os grupos de coexisténcia

(Figura 1).
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Figura 1) Densidade celular (Cél.ml™") de D. communis ao longo de um periodo de dez dias. O controle

(linha preta), Cabomba caroliniana em coexisténcia com D. communis (linha azul) e D. communis na

presenca da planta artificial (linha vermelha) nas trés concentracdes de nitrato NO3 1 (elevada = 1000

ug/L), NO3 1/3 (intermediaria = 333,33 ug/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 pg/L).

A taxa de inibi¢ao da densidade da densidade celular D. communis foi similar entre as

trés concentracdes de nitrato (F2,15=1,512; p=0,24; Figura 2). Porém variou entre os niveis de

coexisténcia (F2,18=27,365; p<0,0001). A presenca de planta artificial ou planta natural

apresentaram uma taxa de inibi¢ao da densidade significativamente maior que o grupo controle

(pa¢i<0,05).
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Figura 2) Taxa de inibi¢ao (%) com base na densidade celular de Desmodesmus communis. Controle
(barra verde), coexisténcia de D. communis e C. caroliniana (barra vermelha), D. communis e planta

artificial (barra azul), foram expostos as trés concentragdes de nitrato.

3.1.2 Viabilidade Celular de D. communis

Houve uma interagdo entre os fatores coexisténcia e concentracao de nitrato no percentual
da viabilidade celular de D. communis (F4,15= 3,646; p=0,024). Considerando os trés niveis de
concentracdo de nitrato, a coexisténcia de plantas naturais ou artificiais ndo reduziram a
viabilidade celular da alga se comparado ao grupo controle (p>0,05). Assim como, as
concentracdoes de nutrientes nao afetaram a viabilidade celular na maioria das amostras
analisadas (Figura 3). A unica influéncia da concentragdo de nitrato verificada foi no grupo
controle, onde a menor concentragdo de nitrato apresentou valores de viabilidade celular

menores em relagdo as demais concentragdes (p<0,05).
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Figura 3) Viabilidade celular (%) de D. communis em coexisténcia com macroéfita submersa Cabomba
caroliniana natural (azul) e artificial (vermelho), grupo controle (preto) ao longo de dez (10) dias, nas
trés concentragdes de nitrato: NO3 1 (elevada = 1000 ug/L), NO3 1/3 (intermediaria = 333,33 pug/L) e
NO3 1/9 (baixa= 111,11 ug/L).

A taxa de inibicao de crescimento (Figura 4), baseada na viabilidade celular, apresentou
uma interagao entre coexisténcia e nitrato marginalmente significativos (Fs,15=2,597; p=0,071).
Nas concentragdes elevada e intermedidria de nitrato a presenga da planta natural apresentou
maior capacidade inibitoria (ca. 8% e 13% respectivamente), quando comparada ao tratamento
controle (ca. 0 e 2%, respectivamente).

Entretanto, as dilui¢des do nutriente exerceram um potencial inibitorio (F2,18=10,115,
p=0,001), independente do tratamento coexisténcia, sendo que a baixa concentragdo do
nutriente teve uma taxa de inibi¢do superior as demais concentragdes (elevada pagi=0,002 e

intermediaria pagi=0,021).
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Figura 4) Percentual da taxa de inibi¢ao baseado na viabilidade celular de D. communis. Controle (barra
verde), coexistncia D. communis € planta natural (barra vermelha), D. communis e planta artificial (barra
azul), foram expostos as trés niveis de nitrato: NO3 1 (elevada = 1000 pg/L), NO3 1/3 (intermediaria =
333,33 ug/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 pg/L).

3.2 Experimento lixiviado
3.2.1 Densidade Celular de D. communis exposta ao lixiviado de C. caroliniana

Houve interacdo entre os tratamentos os fatores Lixiviado*Nitrato*Dia (F2,18=6,093
p=0,005; Figura 5). Verificou-se que a densidade celular, partir do quarto dia de experimento,
era resultante do efeito interativo entre os fatores lixiviado e nitrato (p<0,05).

Na baixa concentragdo de nutriente foi possivel observar o efeito da acdo do lixiviado
apenas no quarto dia (p<0,001) e nos dias posteriores o efeito ndo foi evidenciado. No entanto,
para concentragao intermediaria do nitrato esta acao do lixiviado foi observado apenas do sexto
dia (p=0,039). Na concentragdo elevada de nitrato, o efeito do lixiviado apareceu a partir do
oitavo dia, sendo que, nessa concentracao a densidade celular no grupo foi inferior ao controle
até o final do experimento (p<0,003).

Considerando o efeito das concentragdes de nitrato, no grupo controle, a densidade na
baixa concentracdo foi significativamente inferior que na concentragao elevada do nutriente do
quarto ao décimo dia (p<0,05), e inferior a concentragdo intermediaria no sexto e décimo dia
(p<0,05). No grupo sob a acao do lixiviado, o efeito da concentragdo de nutriente foi detectada

somente no quarto e sexto dia, sendo que as menores densidades ocorreram na menor
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concentragcdo de nitrato (p<0,05), posteriormente, o efeito do nitrato ndo foi significativo
(p>0,05).
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Figura 5) Densidade celular de D. communis (Cél.ml") na presenca do lixiviado (azul) e no controle
(vermelho) expostos a trés concentragdes de nitrato : NO3 1 (elevada = 1000 ug/L), NO3 1/3
(intermediaria = 333,33 ug/L) e NO3 1/9 (baixa = 111,11 ug/L) por um periodo de tempo de dez dias.

A taxa de inibi¢do com base na densidade celular pdde ser explicada pela interagao entre
os tratamentos lixiviado e nitrato (F2,12=6,952; p=0,01; Figura 6). Para o grupo controle, houve
um aumento significativo na taxa de inibi¢ao da densidade com a reducao da concentracao de
nitrato, onde a baixa concentragdo do nutriente apresentou taxa de inibicdo superior a
concentracao elevada (pagj<0,001) e intermediaria do nitrato (pagj<0,001). Foi possivel observar
que a concentracao intermediaria do nitrato apresentou uma taxa de inibigdo superior a elevada
concentracao (pagi=0,041). Para o grupo lixiviado, a taxa de inibicdo da densidade foi similar
entre as concentragdes elevada e intermediaria, sendo estas significativamente maiores que na
baixa concentracdo do nutriente (pa.¢j=0,04 para ambas). O efeito do lixiviado na inibi¢do da
densidade celular foi significativo nas concentragdes elevada (pagj<0,001) e intermediéria

(padi=0,02).
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Figura 6) Taxa de inibigdo (%) baseada na densidade celular de D. communis no controle (vermelho) e
expostas ao lixiviado (azul) em trés diferentes niveis de nitrato : NO3 1 (elevada = 1000 ug/L), NO3 1/3
(intermediaria = 333,33 ug/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 ug/L).

3.2.2 Viabilidade celular de D. communis exposta ao lixiviado de C. caroliniana

Para a viabilidade celular (Figura 7), os efeitos dos tratamentos alelopatia e nitrato foram
independentes e ambos significativos. A viabilidade no grupo lixiviado foi inferior ao grupo
controle (pag=0,045), independente das concentragdes de nitrato. A viabilidade na concentracdo

NO;°1/9 foi inferior a observada na concentragdao NO3'1 (pag¢i=0,0006).
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Figura 7) Percentual de viabilidade celular de D. communis ao longo dos dez dias de experimento no
controle (vermelho) e expostas ao lixiviado (azul) expostos a tr€s concentragcdes de nitrato: elevada
(NOs™ = 1000 pg/L), intermediaria (NO3” = 333,33 pg/L), e baixa (NO3 = 111,11 pg/L) por um periodo

de tempo de dez dias.

Foram observadas distintas respostas para taxa de inibi¢ao de crescimento da viabilidade
para o fator alelopatia (F1,12=8,036; p=0,015; Figura 8), sendo que a taxa de inibi¢do do
lixiviado foi superior a taxa de inibi¢do no controle (p=0,034). Contudo, ndo houve diferenca
significativa entre as concentragdes de nitrato (F2,12=2,648; p=0,112).
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Figura 8) Taxa de inibi¢do com base na viabilidade celular de D. communis no controle (azul) e expostas

ao lixiviado (vermelho) nos trés niveis de nitrato.

4. Discussao

Diversos mecanismos biologicos estdo envolvidos na relagdo interespecifica macrofita-
fitoplancton, porém distinguir os mecanismos (como por exemplo, alelopatia, competi¢cao por
luz ou nutrientes) que sdo responsaveis pela dinamica e estrutura de comunidades aquaticas
ainda ¢ um desafio (Liirling et al., 2006; Van Donk e Van de Bund, 2002). No experimento
coexisténcia observamos a influéncia negativa da presenga de macrdfita submersa em
Desmodesmus communis, principalmente em razdo do sombreamento gerado pela estrutura
vegetativa das plantas. Assim como no experimento alelopatia, foi possivel verificar que o

lixiviado de Cabomba caroliniana influenciou o crescimento e a viabilidade de D. communis.
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4.1. Efeitos da coexisténcia

A auséncia de raizes grossas em C. caroliniana explica parcialmente sua ocorréncia
preferencialmente em ambiente lénticos (Schooler et al., 2009). As raizes dessa planta
correspondem a uma pequena fracdo da planta, tanto em biomassa quanto em extensdo, ¢ isto
pode estar relacionada a capacidade da planta em absorver os nutrientes por outras estruturas
ndo radiculares (Meerhoff et al., 2003). Assim, a presenca dessa espécie nestes ambientes
estimula positivamente a transparéncia da agua, diminuindo o fluxo de dgua e a ressuspensao
de sedimentos, bem como, pelo potencial de ciclagem de nutrientes nesses ecossistemas
(Jeppesen, 1998; Scheftfer, 1993). Além disso, a presenca desta macrofita pode influenciar,
negativamente, a intensidade luminosa disponivel ao fitoplancton, uma vez que estes
organismos ocupam o mesmo estrato no habitat natural (Pokorny” et al., 1984).

No6s verificamos que o sombreamento promovido por C. caroliniana pode ser
considerado um mecanismo importante na dinamica populacional de D. communis. Isso foi
evidenciado pela reducao de alguns indicadores populacionais, como a densidade celular, taxa
de inibicao da densidade e taxa de inibicdo da viabilidade de D. communis na presenca de
plantas submersas artificiais ou naturais. O atraso no crescimento de D. communis na presenga
fisica da planta (natural ou artificial) permite identificar a importancia do fator sombreamento,
uma vez a densidade celular da alga foi limitada por nao atingir o pico fotossintético. Sendo
assim, a presenga de estruturas submersas (folhas e caule) e o0 sombreamento gerado por essas
estruturas sdo capazes de reduzir o crescimento de D. communis, principalmente em
concentracoes elevadas de nitrato (ad libitum), onde os nutrientes nao eram um fator limitante.
Além disso, a presenca da planta natural e artificial apresentou uma taxa de inibi¢do de
densidade maior que o grupo controle.

Entretanto, com a diluicdo do nitrato (concentragdes intermediaria e reduzida) foi
possivel evidenciar que, além do sombreamento gerado pelas estruturas submersas (planta
artificial), a presenca da planta natural também passou a ser um fator relevante para limitagao
de D. communis, sugerindo competicdo por nutrientes. Outros estudos com plantas submersas,
como Elodea, Myriophyllum e a macroalga Chara também evidenciaram que a biomassa
fitoplanctonica pode ser influenciada negativamente pela presenga destes organismos, porém
tais estudos indicaram o potencial alelopatico como fator limitante (Liirling et al., 2006;
Vanderstukken et al., 2014). Varios mecanismos influenciam na relagdo antagdnica macrofita-
fitoplancton, porém evidenciar na pratica segue sendo um desafio (Liirling et al., 2006; Van

Donk &Van de Bund, 2002).
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Evidenciamos que o nutriente ¢ um fator limitante para densidade celular, pois quando
comparamos a densidade celular na presenga das plantas (natural e artificial) e no controle,
observamos uma queda na densidade de D. communis (cél.ml™"), conforme o nitrato é diluido,
principalmente no grupo controle, indicando uma elevagao na competicao intraespecifica de D.
comunnis com a reducao da disponibilidade do nitrato. No entanto, a redu¢do na densidade de
D. communis em coexisténcia com a macrofita submersa (natural e artificial) foi mais sutil,
indicando que o efeito regulatorio causado pelo sombreamento interfere na influencia do nitrato
como fator limitante na densidade de D. communis.

Todavia, a presenca das plantas (natural e artificial) e as diferentes concentragdes do
nitrato ndo foram capazes de inibir a viabilidade celular de Desmodesmus communis. Ja a taxa
de inibi¢do da viabilidade aumentou gradativamente com a redug@o da concentracao de nitrato,
nos trés grupos de coexisténcia testados, € a competi¢do por nitrato entre a microalga e a planta
submersa foi mais evidente, em termos de inibi¢cdo da viabilidade, nas maiores concentragoes
de nitrato. A viabilidade celular realizada através do método do vermelho neutro permite avaliar
a proporc¢ao de células saudaveis, a partir da atividade metabdlica, em uma cultura celular (Da
Luz et al.,, 2016). Embora a taxa de inibicdo baseada na viabilidade celular nos permitiu
identificar que a presenca da planta natural teve capacidade inibitoria nas concentragdes
maiores e intermedidrias de nitrato. As dilui¢des do nutriente, sobretudo a maior diluigao (NOs3"
1/9), teve capacidade inibitoria, independente da presenca ou nao das plantas natural e artificial.

Dessa forma, nds observamos que, com base na disparidade entre as concentragdes de
nitrato e as diferentes respostas do fitoplancton em coexisténcia com plantas naturais e
artificiais, a limitagdo por nutriente, nas concentragoes testadas, ¢ um fator secundario frente a
competi¢ao por luz. Considerado um fator essencial, a disponibilidade de luz, ¢ um fator
limitante para o crescimento das algas (Bouterfas, 2002). O’Farrel e colaboradores (2009)
observaram a partir de experimentos que o sombreamento gerado pela persisténcia de
macroéfitas  flutuantes influenciou no crescimento fitoplanctonico, ocasionando um
desequilibrio entre produgdo e respiracao, pois a limitagao de luz influenciou em uma elevada
absorcdo dos nutrientes disponiveis no sedimento, e diminuiu os niveis de oxigénio. A partir
disso, inferimos que nossos resultados demonstram que, apesar da limitacdo de luz a
disponibilidade de nutrientes pode ter sido um fator imprescindivel para crescimento da alga.
Esse resultado vai de encontro com a ideia de que as cloroficeas sdo boas estrategistas
(Reynolds, 1988).

Apesar de a luz ser um recurso essencial, e claramente um limitante da taxa de

crescimento algal (Bouterfas, et al., 2002), alguns estudos realizados para avaliar a influéncia
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do sombreamento gerado por estruturas submersas de macroéfitas de plastico, observaram que
o sombreamento ndo teve capacidade de inibir o crescimento fitoplanctonico (Liirling et al.,
2006, Vanderstukken et al., 2011). Poucos trabalhos conseguiram demonstrar o efeito do
sombreamento como um dos principais fatores de controle do crescimento do fitoplancton, tal
como no presente estudo. Cabe destacar que para simular condigdes mais naturais de diregao
de luz e sombreamento, diminuindo a intensidade de luz natural, nés adicionamos sombrite
(50%) ao entorno dos recipientes onde foram realizados os ensaios. Outro fator importante ¢ o
tamanho do fragmento utilizado, no experimento conduzido para esse estudo, tentamos simular
uma alta abundancia da planta no sistema e efetivo sombreamento. Além disso, 0s organismos
utilizados em cada estudo, que podem apresentar respostas diferentes de acordo com sua
biologia.

4.2. Efeitos do lixiviado

A alelopatia, definida por Molisch (1937), se refere a interagdes bioquimicas entre
plantas e também entre plantas e microrganismos. As interferéncias podem ser positivas ou
negativas (Rice, 1984). A producdo e excrecdo de compostos aleloquimicos oriundo das
macroéfitas aquaticas pode ser considerada uma estratégia de defesa contra outros organismos
fotossintéticos, e t€ém capacidade de suprimir o crescimento fitoplanctonico (Hutchinson, 1975).
Logo, a presenca de macrofitas submersas tem potencial para auxiliar na manuten¢ao de estado
estavel de aguas claras (Hilt & Gross, 2008), podendo ter influéncia mesmo em diferentes
condig¢des de disponibilidade de nutrientes (Vanderstukken et al., 2010). Todavia, a variagao
no efeito alelopatico entre organismos competidores indica que este ¢ um fator relativo, que
depende sobretudo da espécie estudada (Rabalais et al., 2002).

O experimento realizado a partir do lixiviado de Cabomba caroliniana demostrou que
a planta tem potencial para inibir o crescimento Desmodesmus communis através da liberagao
de compostos alelopaticos, embora o fator que mais afetou a densidade da microalga foi a
limitacdo por nutriente. A alelopatia e sua influéncia no controle de microalgas vem sendo
descrito para diversas macroéfitas, tais como Myriophyllum, Ceratophyllum e Elodea (Hilt &
Gross, 2008), e ¢ considerada um mecanismo confidvel no controle do fitoplancton, pois ndo
sofre alteracdo em curtas escalas de tempo (Vanderstukken et al., 2014). Os compostos
aleloquimicos como poliacetilenos, polifendis, dcidos graxos, sdo conhecidos por influenciar
negativamente o desenvolvimento do fitoplancton (Gross, 1999; Wium-Andersen et al., 1983)

Nos observamos que a taxa de inibicdo de densidade celular indicou uma maior
importancia da concentracdo de nutriente sobre o efeito alelopatico (experimento alelopatia).

Entre os trabalhos que estudaram a importancia da disponibilidade de nutriente, alelopatia e
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sombreamento na competicdo interespecifica de microalgas e macréfitas a grande maioria
destacou a importancia da alelopatia (Vanderstukken et al., 2010) e da disponibilidade de
nutrientes (Liirling et al., 2006). They e colaboradores (2014) corroboram com nosso estudo ao
evidenciar que o potencial alelopatico induzido pela macrofita Cabomba caroliniana influencia
no crescimento de Microcystis aeruginosa, independente da concentragdo da concentragdo de
nutriente.

No entanto, a maior importancia da disponibilidade nutricional no experimento de
alelopatia deve-se ao fato de que o nitrogénio na forma de nitrato e amonio sdo as mais
importantes para comunidade fitoplanctonica (Domingues et al., 2011). Para muitos estudos, a
competi¢do por nutriente € um elemento chave para o controle do crescimento de microalgas
(Liirling et al., 2006) além de possuir capacidade de afetar a ecologia desta comunidade
(Reynolds, 2006). Logo, experimentos que esclarecem /langam luz ao/ problemas de
eutrofizagdo em agua doce sdo necessarios para auxiliar na mitigacdo desses corpos d’agua
(Smith & Schindler, 2009).

Foi possivel observar que a viabilidade das células D. communis decairam ao longo do
experimento, independente do tratamento e da concentragdo do nitrato. No entanto os resultados
indicaram efeito apenas no ultimo dia nos tratamentos com maior € menor concentracao de
nitrato no experimento. Em contrapartida, a exposi¢ao ao lixiviado elevou os valores da taxa de
inibicao de viabilidade quando as células foram expostas a maior € menor concentragdes do
nutriente. Diversas condi¢des ambientais e fatores estressores, como limitacdo de nutriente
podem influenciar e potencializar o efeito de compostos aleloquimicos (Reigosa et al., 1999).
Sendo assim, seriam necessarios mais estudos para compreender melhor este efeito.

Em suma, nossos resultados indicam que a presenca de estruturas submersas de
Cabomba caroliniana ¢ o sombreamento gerado em Desmodesmus communis foi o fator
propulsor inibitério da microalga. Secundariamente, observamos que a diluicdo do nutriente
(nitrato) foi importante, nos dois experimentos, para redu¢do do crescimento de Desmodesmus
communis. A alelopatia evidenciada através do experimento lixiviado torna-se relevante apenas

quando nao ha restri¢ao do nutriente, nem competi¢ao por luz.
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Material suplementar

Material suplementar 1) Esquema do experimento coexisténcia de Cabomba caroliniana sobre
Desmodesmus communis. As diferentes concentra¢des de nitrato, foram: NO3 1 (elevada =

1000 pg/L), NO3 1/3 (intermediaria = 333,33 pg/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 pg/L).
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Material suplementar 2) Esquema do experimento lixiviado de Cabomba caroliniana sobre
Desmodesmus communis. As diferentes concentragdes de nitrato, foram alteradas no meio de
cultura WC, respectivamente NO3 1 (elevada = 1000 pg/L), NO3 1/3 (intermediaria = 333,33
ng/L) e NO3 1/9 (baixa= 111,11 ug/L).
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados encontrados nesta pesquisa experimental abordam a relevancia da
competicao interespecifica macrofita-fitoplancton e contribui para o conhecimento acerca desta
relacdo antagdnica, validando o papel da macrofita submersa C. caroliniana na manutengao do
periodo de aguas claras. Vale salientar que foi utilizado no experimento espécies nativas e que
coexistem na regido, com isso, ¢ preciso ter cuidado para ndo inserir acidentalmente espécies

invasoras ou exoticas, € com isso gerar mais danos ao meio ambiente.

Foi possivel observar através dos experimentos que o sombreamento gerado pela
macroéfita submersa possui capacidade de ser utilizado como um novo parametro regulatorio na
proliferacao de microalgas, como Desmodesmus communis. Ressalto que o uso de materiais em
experimentos laboratoriais que simulem o ambiente natural e a entrada vertical de luminosidade

pode ser importante na avaliacao experimental da competicao por luz entre estes organismos.

Foi possivel verificar também que as concentragdes de nitrato utilizadas no experimento
influenciam nesta dinamica, demonstrando que, medidas eficazes de controle de aporte
nutricional para ambientes aquaticos continentais sdo de extrema importancia para o grau de
trofia do lago e influenciam na dindmica populacional do fitoplancton. Vale salientar, ainda,
que o potencial alelopatico observado no experimento com o lixiviado, permite afirmar que os
compostos aleloquimicos de Cabomba caroliniana também podem auxiliar na mitiga¢ao de
floragdes, tornando-se ainda mais relevante quando nao ha competi¢ao por luz, nem restrigao

por nutriente entre as espécies.

Assim, acredito que este estudo agrega aos demais experimentos realizados na
compreensdo da relagdo macrofita-fitoplancton. Nesse sentido, novas abordagens
experimentais com outros organismos sdo necessarias para compreensdo das relagdes entre as
comunidades. E também experimentos in situ sdo necessarios para melhor avaliar a influéncia
da planta natural, ¢ o sombreamento de macrofitas artificiais sobre a comunidade

fitoplanctonica, e compreender melhor esta competigao.
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ANEXO I - Normas da revista a qual o manuscrito serd submetido: Aquatic Botany
GUIDE FOR AUTHORS
INTRODUCTION
Aquatic Botany is concerned with fundamental studies on structure, function, dynamics and
classification of plant-dominated aquatic communities and ecosystems, as well as molecular,
biochemical and physiological aspects of aquatic plants. It is also an outlet for papers dealing
with applied research on plant-dominated aquatic systems, including the consequences of
disturbance (e.g. transplantation, influence of herbicides and other chemicals, thermal pollution,
biological control, grazing and disease), the use of aquatic plants, conservation of resources,
and all aspects of aquatic plant production and decomposition.
Types of paper
1. Original research papers (Regular Papers)
2. Review articles
3. Short Communications

4. Letters to the Editor

Regular papers should report the results of original research. The material should not have been
previously published elsewhere, except in a preliminary form. Number of references should not
exceed 50 and number of displayed items (figures, plates, tables) should be limited to 6 to 8.
Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal which are of active
current interest. Authors should preferably contact editors with a short description of the review
before submitting.

For Short Communication results and discussion can be combined in a short communication,
while they should be separate sections in regular papers. Short Communications should be as
completely documented, both by reference to the literature and description of the experimental
procedures employed, as a regular paper. They should not occupy more than 3500 words
including references, 2 figures or 2 tables or one of each. Number of references should not
exceed 25.

Letters to the Editor offering comment or appropriate critique on material published in the
journal are welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editor-in-
Chief.

Authors are encouraged to place all species distribution records in a publicly
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accessible database such as the national Global Biodiversity Information Facility (GBIF) nodes
(http://www.gbif.org) or data centers endorsed by GBIF, including BioFresh

(http://www.freshwaterbiodiversity.eu)"

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:
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« All figures (include relevant captions)
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* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

* Indicate clearly if color should be used for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

» All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines journal
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reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors
that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal
of authors, this includes confirmation from the author being added or removed. Only in
exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request,
publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published
in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of contents or
prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their institutions.
Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for
all other derivative works, including compilations and translations. If excerpts from other
copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the

copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use
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by authors in these cases. For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors
will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third
party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice of user license.
Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study
design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in
the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free
to use these free resources to improve your submission and navigate the publication process
with ease.

Language services

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage
should have their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in
which the English is difficult to understand may be returned to the author for revision before
scientific review. Authors who require information about language editing and copyediting
services pre- and post submission please visit https://www.elsevier.com/languagepolishing or
our customer support site at https://service.elsevier.com for more information. Please note
Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered
by outside vendors through our services or in any advertising. For more information please refer
to our Terms & Conditions: https://www.elsevier.com/termsandconditions.

Submission
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Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used
in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your
article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, is sent by e-mail. Please submit your article
https://www.editorialmanager.com/agbot/default.aspx

Referees

Please submit, with the manuscript, the names and e-mail addresses of 4 potential referees.
Page charges

Aquatic Botany has no page charges.

PREPARATION

Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically
sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of
articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers which
they have written themselves or have been written by family members or colleagues or which
relate to products or services in which the editor has an interest. Any such submission is subject
to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of the relevant

editor and their research groups. More information on types of peer review.

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. The document must have line numbers inserted. Keep the
layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced
on processing the

article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to hyphenate
words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables,
if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each
row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of

figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the
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text. See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly

advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Experimental

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is appropriate for short communications or when results cannot
easily be presented without direct interpretation. Avoid extensive citations and discussion of
published literature. The main conclusions of the study should be presented in a short

concluding paragraph at the end of the discussion.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid

abbreviations and formulae where possible.

67



 Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address.

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such
footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article
via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel
results of your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please
have a look at the examples here: example Highlights. Highlights should be submitted in a
separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name
and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).
Abstract

A concise and factual abstract is required, no longer than 250 words. The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separate from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to
the reference list. Also, nonstandard or uncommon abbreviations should be avoided, but if

essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract
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Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h X w) or proportionally more. The image should
be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file
types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site. Authors can make use of Elsevier's [llustration Services to ensure the best

presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide keywords, using American spelling avoiding general
and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These
keywords will be used for indexing purposes. Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their
first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout
the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before references and
do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here
those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing
assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the

funding. If no funding has been provided for the research, please include the sentence: This
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research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the

article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or

use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

* Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format Regardless of the application
used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations below): EPS (or PDF): Vector drawings,

embed all used fonts.
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TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a

low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print,
you will receive

information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the

preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and

abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results

described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.
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References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'

implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination
may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already
contain errors. Use of the DOI is highly encouraged. A DOI is guaranteed never to change, so
you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B.,
Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern
Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please
note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.
Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list)

under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where

available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
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so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations

in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which citations
and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as
shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that you remove
all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove
field codes from different reference management software. Users of Mendeley Desktop can
easily install the reference style for this journal by clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/aquatic-botany When preparing your manuscript,
you will then be able to select this style using the Mendeley plugins for Microsoft Word or
LibreOffice.

Free Reference Style

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish
to format the references yourself they should be arranged according to the following example:
[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, vl.

http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference style
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Text:

All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed
chronologically. List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year

must be identified by the letters "a", "b", "c¢", etc., placed after the year of publication.

Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Stewart, D.A., Agnew, D., Boyd, R., Briggs, R., Toland, P., 1993. The derivation of changes in
Nephrops per unit effort values for the Northern Ireland fishing fleet. Fish. Res. 17, 273-292.

b. For edited symposia, special issues, etc. published in a periodical
Roberts, R.J., 1993. Ulcerative dermal necrosis (UDN) in wild salmonids. In: Bruno, D.W.
(Ed.), Pathological conditions of wild salmonids. Fish. Res. 17, 3 14.

c. For books

Gaugh, Jr., H.G., 1992. Statistical Analysis of Regional Yield Trials. Elsevier, Amsterdam.

d. For multi-author books
Bucke, D., 1989. Histology. In: Austin, B., Austin, D.A. (Eds.), Methods for the
Microbiological Examination of Fish and Shellfish. Wiley, New York, pp. 69-97.

In the case of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a
notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added. Work
accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press". References
concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text. Journal abbreviations source Journal names

should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article
are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done
in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting
in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so
that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation
material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with
a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied
will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from
the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons
and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our
video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print
version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the
portions of the article that refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available
data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in
the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research

data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
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facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,
code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.
Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation.
For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant research
materials, visit the research data page. If you have made your research data available in a data
repository, you can link your article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number
of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access
to underlying data that gives them a better understanding of the research described. There are
different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your
dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page. For supported data repositories a repository banner
will automatically appear next to your published article on ScienceDirect. In addition, you can
link to relevant data or entities through identifiers within the text of your manuscript, using the

following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with
your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after
uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets
directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to

your published article online. For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data
into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures
that your data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made
publicly available to all upon publication (watch this video describing the benefits of publishing
your data in Data in Brief). You are encouraged to submit your data article for Data in Brief as
an additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research

article is accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where

76



it will be editorially reviewed, published open access and linked to your research article on
ScienceDirect. Please note an open access fee is payable for publication in Data in Brief. Full
details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write your Data in

Brief data article.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple
MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized research
methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit
their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their work.
MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their
MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their
manuscript. If your research article is accepted, your methods article will automatically be
transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open access
fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX website.

Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during
the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit

the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their
proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to
our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less
error-prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential

introduction of errors. If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on
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the PDF version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including alternative methods to the online version and PDF. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant
changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with
permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in
one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published
their article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of the
article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
Author's discount

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if
ordered directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article

will be published.
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