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RESUMO

A formacéo de estdgios dormentes & uma caracteristica marcante do ciclo de vida dos
organismos zooplanctdnicos dulcicolas. A presenca de ovos de resisténcia e a existéncia
de bancos de ovos no sedimento s&o vistas como um reflgio temporal contra condigdes
adversas, possibilitando o restabelecimento das comunidades apds o retorno de condicOes
favoraveis no ambiente. Esse estudo se divide em duas abordagens que sdo expostas em
dois capitulos distintos, ambos utilizando o banco de ovos de lagos perenes. Na primeira
delas foi feita uma comparacdo quantitativa da morfologia de ovos de resisténcia (com
seus efipios) de cladoceros, coletados em 4 lagos diferentes, buscando similaridades e
métricas que auxiliem na identificacdo das espécies. Essa abordagem morfométrica
constatou que parametros de medidas, tais como altura, largura e area do efipio podem
ser resumidos em apenas uma medida, pois sdo correlacionadas. Deve-se ponderar se 0
uso da morfologia para a identificacdo da espécie supera o beneficio de usar o ovo para
eclosdo, devido aos custos tecnologicos e tempo necessario. Os resultados aqui
apresentados também sugerem a formacdo de um catalogo fotografico com ovos de
diferentes espécies, para auxiliar na identificagdo da comunidade do banco de ovos. Na
segunda abordagem foi avaliado de forma experimental o efeito da dessecac¢do do banco
de ovos nas comunidades eclodidas, buscando avaliar como as comunidades se recuperam
apos eventos atipicos de seca em lagos perenes. Foi esperado que quanto maior o tempo
de dessecacao do sedimento, menor o nimero de individuos e de espécies eclodidos. Para
avaliar a abundancia, composicao e riqueza de espécies em diferentes comunidades, uma
amostra do banco de ovos foi coletado em 4 lagos diferentes. Outra proposta do trabalho
foi avaliar o efeito da dessecacdo em uma populacdo, para isso usamos réplicas de apenas
um lago em um segundo experimento complementar ao primeiro. No nivel de populacéo
foi encontrado apenas um copépode calanoida em alta abundéncia Notodiaptomus
iheringi. Essa espécie apresentou maior numero de eclosdes em sedimentos com maiores
periodos de seca. A dessecacdo aumentou o nimero de eclosdes em ambas as abordagens
guando comparado ao controle, indicando que ovos de resisténcia de algumas espécies de
zooplancton sdo capazes de sobreviver a dessecacdo de ao menos 9 meses e também que
a dessecacdo pode ser considerada como um dos possiveis estimulos a eclosdo dos ovos.
Modelos de mudancgas climéticas j& preveem aumento dos ciclos de seca para muitas
regides do mundo, logo estudos futuros sdo desejaveis para que haja a caracterizagdo de
quais sdo as espécies eventualmente beneficiadas ou vulneraveis ao periodo de seca.

Palavras-chave: Zooplancton, Ovos de resisténcia, Diapausa, Efipio, Lagos perenes, Seca



ABSTRACT

The presence of dormant stages is a key feature in the life cycle of zooplanktonic
organisms. The presence of resting eggs and the existence of eggs banks in the sediment
are considered as a temporal refuge against adverse conditions, enabling the
reestablishment of communities after favorable conditions resume in the environment.
This study is divided into two approaches described in two chapters, both using egg banks
from permanent lakes. In the first one, a quantitative comparison was performed on the
morphology of cladoceran resting eggs (and their ephippia), sampled from 4 different
lakes, and looking for similarities and metrics that may help in the identification of the
species. This morphometric approach found that ephippia descriptors such as height,
width and area of the ephippia can be summarized in just one measurement, as these
descriptors are highly correlated. However, it is important to considerif the use of
morphology for species identification outweighs the hatching of resting eggs, due to
technological costs and available time. The results presented here also created a
photographic catalog with eggs from different species, for greater readiness in identifying
the egg bank community. In the second approach, the effect of desiccation of sediment
on hatchling communities was experimentally evaluated, seeking to assess how
communities recover after atypical drought events in permanent lakes. It was expected
that longer desiccation durations would result in lower abundance and species richness of
hatchlings. For the response variables abundance, composition and species richness in
different communities, sediment samples were taken in 4 different lakes. A
complementary experiment was aimed to recognize the effects of desiccation at the
population level, so replicates were taken from a single lake. At the population level, only
one calanoid copepod, Notodiaptomus iheringi, was found in high numbers. This species
showed more hatchlings in longer desiccated sediments. Desiccation increased the
number of hatchlings in both experiments when compared to humid sediments, implying
that resting eggs of some species are able to survive desiccation for at least 9 months, so
desiccation can be considered as one of the possible cues to stimulate hatching. Climate
change models predict an increase in drought cycles for many regions of the world, so
future studies are desirable in order to determine which species eventually benefit or are
vulnerable to drought periods.

Keywords: Zooplankton, Resting eggs, Diapause, Ephipius, Perennial lake, Drought
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INTRODUCAO GERAL

Zoopléncton é um termo geral usado para classificar organismos heterotroficos
que tem a coluna d’agua como seu habitat em alguma parte do seu ciclo de vida ou por
todo ele. Este grupo de organismos possui funcdo importante na dinamica ecolégica dos
ambientes aquaticos, principalmente na cadeia alimentar (ESTEVES; BOZELLI;
BRANCO, 2011). A histéria de vida dos organismos zooplanctonicos € fortemente
influenciada por fatores bidticos e abi6ticos que afetam de forma positiva ou negativa a
sua sobrevivéncia, crescimento e reproducdo. Entre os organismos zooplanctdnicos, um
importante representante sdo o0 copépodes, pois representam maior biomassa na maioria
dos ambientes aquaticos, quando comparados aos demais grupos de zooplancton -
especialmente rotiferos e claddceros (ESTEVES; BOZELLI; BRANCO, 2011). Grande
parte das espécies de copépodes possui habito alimentar herbivoro durante todas as fases
de seu desenvolvimento, sendo assim um importante elo de transferéncia de energia do
fitoplancton para niveis mais elevados da cadeia trofica. Sasaki e Dam (2021) ressaltam
que, por sua importancia na dindmica energética do ecossistema, a forma como o
zooplancton responder as mudangas climaticas podera afetar toda a cadeia aquética. O
zooplancton, de forma geral, possui uma estratégia de perpetuacdo em situacGes de
perturbagdo do ambiente através do estado de dorméncia. O estado de dorméncia consiste
em uma mudanga fisioldgica e estrutural que pode ocorrer no préprio organismo ou na
formacdo da geracdo subsequente. Quando a dorméncia € temporaria, reversivel, uma
espécie de hibernacdo que ocorre no préprio individuo, ela é chamada de quiescéncia
(GYLLSTROM; HANSSON, 2004). Ja a diapausa é o estagio de dorméncia na geracéo
posterior. Em ambos os casos ha a manutencdo do genétipo. No caso da diapausa, 0
progenitor percebe os fatores ambientais desfavoraveis e ha a producdo de um estagio
mais tolerante com ovos maiores e com casca mais grossa, chamados de ovos de
resisténcia (WANG et al., 2005).

Fatores de estresse ambiental como seca, variacdo de temperatura, deficiéncia de
oxigénio, predacdo e competicdo na comunidade podem desencadear episodios de
dorméncia no zooplancton. Estes episodios tem valor adaptativo para as espécies, tais
como aumento da variabilidade genética, dispersdo temporal e espacial, economia de
energia, realocacédo de recursos e mudancas na histdria de vida dos organismos em regides

que sofrem diferentes pressdes bidticas e abioticas sazonais, por exemplo (DAHMS,
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1995).

Claddceros, copépodes calanoides e rotiferos sdo os principais grupos do
zooplancton que apresentam a diapausa como estagio de dorméncia (GYLLSTROM;
HANSSON, 2004). Em claddceros e rotiferos, os ovos de resisténcia sdo produzidos por
reproducdo cruzada, enquanto os ovos oriundos da reproducdo assexuada em ambiente
favoravel sdo chamados de partenogenéticos, clones da genitora produzidos por
partenogénese. Em Copépodes tanto os ovos de resisténcia quanto aqueles produzidos em
condicBes favoraveis (ovos subcutineos) sdo gerados por reproducdo sexuada. A
diapausa consiste entdo na producdo de ovos de estrutura externa diferenciada e mais
resistente, em que o embrido estard em estado de dorméncia até que o ambiente seja
favoravel a eclosdo. De modo geral, 0 ovo de resisténcia € maior e mais denso do que o
ovo partenogenético e subcutaneo (GILBERT, 2004; WANG et al., 2005). Enquanto o
ovo de resisténcia sé eclodird quando as condi¢des forem favoraveis, a eclosdo do
partenogenético acontecera logo apés a sua formacao.

Apesar das semelhancas nos fatores que induzem a diapausa em rotiferos,
claddceros e copépodes, ha variagbes no ciclo de vida e reprodutivo desses grupos. Os
rotiferos produzem dois tipos de ovos em seu ciclo de vida. O que ocorre na maior parte
do ciclo de vida € o ovo amictico. Este ovo possui a casca fina, € dipldide e dele sé
eclodem fémeas amicticas que sdo clones da mée. O outro tipo de ovo sé € produzido em
resposta a uma perturbacdo que torne o ambiente desfavoravel para a espécie. Esse
segundo ovo é chamado de mictico, que é hapldide. Destes ovos é que se originam 0s
machos também hapldides. Entretanto, uma vez fecundado, o ovo mictico se torna
diploide, com a casca mais espessa, caracterizando um ovo de resisténcia que so eclode
em meio ao ambiente favoradvel (DE MEESTER et al., 2006).

Os claddceros tem rapido desenvolvimento através de mudas e ndo apresentam
fase larval. Em condicdes favoraveis as fémeas partenogenéticas se reproduzem de forma
assexuada, por geracOes, através de ovos diploides, que dardo origem a fémeas clones da
progenitora. J& em condicdes desfavoraveis, as fémeas sdo chamadas de gametogénicas
e produzem machos, que fecundardo os ovos produzidos. Nesta condi¢do ovos haploides
também sdo produzidos e ocorre fecundacéo cruzada com os machos. Apds a fecundacao,
0s ovos resultantes originam o0s ovos de resisténcia (DE MEESTER et al., 2006).
Condicbes como alteragdo de temperatura, nivel da agua, suprimento alimentar ou

ocorréncia de superpopulacédo sdo apontados como alguns dos processos de inibicdo da
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partenogénese e a formacdo dos machos que resulta na reproducdo sexuada em rotiferos
e cladoceros (GILBERT, 2004)

Em copépodes, a reproducdo € exclusivamente sexuada em qualquer cenario,
sendo sempre encontrados individuos machos e fémeas na comunidade ativa. Os
espermatozdides sdo colocados no corpo da fémea através do espermatéforo. Apds a
fecundacdo, os ovos sao mantidos no abdémen da fémea em um ou dois sacos ovigeros.
A ordem Calanoida, em copépodes, pode produzir tanto ovos de casca mais fina (ovos
subcutaneos) quanto ovos de casca mais grossa, que sao 0s ovos de resisténcia. Esses
Gltimos ndo eclodem de forma imediata, mas se depositam no sedimento por longos
periodos. Dos dois tipos de ovos eclode uma larva chamada de nauplio, e apos cerca de
cinco mudas, inicia-se o estagio de copepodito, que muito se assemelha a um adulto.

Os ovos de resisténcia produzidos por rotiferos, cladoceros e copépodes formam
um banco de ovos no sedimento dos lagos. Esse banco de ovos é formado por diferentes
espécies que foram depositadas ali em diferentes tempos e circunstancias desfavoraveis
da historia do lago. No sedimento, os ovos mais superficiais do banco de ovos sdo aqueles
depositados a menos tempo e possuem maior probabilidade de ecloséo, visto que quanto
mais soterrados menor a probabilidade de receber um dos principais estimulos descritos
para a eclosdo, que é a incidéncia de luz solar com alteracdo do fotoperiodo (PANCELLA;
STROSS, 1963; VANDEKERKHOVE et al., 2005a). Por isso, somente a fracdo
superficial do banco de ovos (em média 3 cm) é considerada capaz de contribuir para o
recrutamento de organismos para a coluna d’agua, sendo assim considerado como o banco
de ovos ativo (CACERES; HAIRSTON, 1998).

Independente do grupo taxondmico, a deposi¢do de novos ovos faz com que a
densidade do banco de ovos aumente, enquanto a eclosdo, predagdo, degradacéo,
senescéncia e soterramento faz com que a densidade diminua (DESTASIO, 1989, 2007).
Ademais, 0s bancos de ovos de resisténcia servem como reservatorio de diversidade
genética, desempenhando um papel importante na manutencao da diversidade e dinamica
das comunidades zooplanctonicas (BRENDONCK; DE MEESTER, 2003)

Ovos de resisténcia tém sido estudados sob diferentes perspectivas ecoldgicas e
evolutivas. Nos trés grupos, a morfologia diferente dos ovos de resisténcia em relagéo ao
ovo partenogenético é alvo de estudo e pesquisa, pois podem servir para a identificacdo
das espécies (GUERRERO-JIMENEZ et al., 2020; KAYA; ERDOGAN, 2014;
VANDEKERKHOVE et al., 2004) Outra abordagem pertinente aos ovos de resisténcia e
a sua viabilidade ap6s longos periodos ou formas de perturbacdo, estimando também a
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idade de ovos de resisténcia nos sedimentos em que sdo coletados. Hairston (1996)
apresenta a datacdo de ovos de resisténcia de copépodes calandides que estavam viaveis
apo6s 330 anos de dorméncia no sedimento. Compilados de estudos realizados por
pesquisadores em diferentes regides e épocas demonstram que copépodes e rotiferos
apresentam viabilidade maior da diapausa ap6s longos anos (HAIRSTON, 1996;
RADZIKOWSKI, 2013). Apesar disso, Caceres (1998) encontrou ovos viaveis de
Cladocera - Daphnia pulicaria e Daphnia galeata mendotae — com estimativa de 125
anos.

As possibilidades de estudo dos ovos de resisténcia sdo amplas, porém ainda
pouco exploradas. A importancia ecoldgica destes estagios na manutencdo do gendtipo
no zooplancton, assim como a individualidade em cada uma das espécies em termos de
morfologia e resiliéncia, faz desses animais um importante objeto de estudo para o
entendimento da biologia animal e das comunidades ecoldgicas.

Esse estudo se divide em duas abordagens. Na primeira delas foi feita uma
comparagdo quantitativa da morfologia de ovos de resisténcia e efipios em cladoceros
buscando similaridades e métricas que auxiliem na identificacdo das espécies. Na segunda
abordagem foi avaliado de forma experimental o efeito da dessecagdo do banco de ovos
de lagos perenes nas comunidades eclodidas, buscando avaliar como as comunidades se

recuperam apds eventos atipicos de seca em lagos perenes.
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CAPITULO I - VARIACOES MORFOLOGICAS EM EFIPIOS DE
CLADOCEROS

1 INTRODUCAO

Cladocera é uma subordem da Classe Branchiopoda de crustaceos. A maioria das
espécies conhecidas de cladoceros vive em ambientes lacustres. Os cladoceros tem rapido
desenvolvimento através de mudas e ndo apresentam fase larval. Em condi¢des favoraveis
as fémeas se reproduzem de forma assexuada, por geracdes, através de ovos
partenogenéticos, dipldides, que possuem 0 mesmo numero de cromossomos que a
progenitora, e sdo clones da mée. Esse tipo de reproducédo é chamada de partenogénese e
as fémeas sdo chamadas de partenogenéticas. Ja em condicdes desfavoraveis, as fémeas
sdo chamadas de gametogénicas e produzem machos, que fecundaréo os ovos produzidos.
Nesta condicdo os ovos produzidos serdo haploides, com metade do numero de
cromossomos e a fecundacéo sera cruzada. Apos a fecundacdo, estes ovos sao chamados
de ovos de resisténcia (DE MEESTER et al., 2006).

Morfologicamente, o ovo de resisténcia difere do ovo partenogenético a medida
que é maior e mais denso. Enquanto o ovo de resisténcia eclodird apenas quando as
condi¢des forem favoraveis, a eclosdo do partenogenético acontecerd logo apds a sua
formacéo.

Gyllstrom e Hansson (2004) evidenciam que processos de inibicdo da
partenogénese podem ser devido a alteracdes nas condi¢cbes de temperatura,
disponibilidade de alimento, superpopulacdo e competicdo intraespecifica e
interespecifica, nivel da agua. A inibicdo da partenogénese viabiliza a formacdo dos
machos que resulta na reproducao sexuada.

Os ovos de resisténcia em cladoceros apresentam alguma opacidade, maior
tamanho e sdo mais resistentes a fatores desfavoraveis que 0s ovos partenogenéticos.
Além disso, 0s ovos de muitas espécies possuem uma estrutura protetora do embrido que
¢ chamada de efipio (MERGEAY; VERSCHUREN; MEESTER, 2005). Os ovos de
resisténcia possuem, portanto, determinadas caracteristicas que nos permite distinguir

uma espécie de outra.
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Diferentes morfotipos nos ovos de resisténcia de cladoceros podem ser
identificados através do efipio (VANDEKERKHOVE et al., 2004). A caracterizacdo de
cada efipio, e sua posterior ecloséo, torna possivel a identificacdo de cada espécie atraves
da morfologia. Caracteristicas como nimero de embrides, orientacdo e posicionamento
do embrido no efipio, nimero e posicdo de espinhos e forma da margem dorsal podem
ser usados como recursos diagnosticos para a identificacdo dos ovos. Outras analises
possiveis nestes ovos podem ser tamanho, forma e cor do ovo, espaco extraembrionario,
presenca de ornamentacdes ou estruturas acessorias (GUERRERO-JIMENEZ et al.,
2020).

Kaya e Erdogan (2014) compararam ovos de resisténcia de 3 diferentes espécies
de claddceros, e apontaram diferencas significativas na relagdo de comprimento e largura,
afirmando assim que diferentes espécies produzem ovos morfologicamente diferentes e
o tamanho pode ser usado para a diferenciacdo entre espécies. A estratégia de
identificacdo das espécies através dos morfotipos de efipio pode substituir o trabalho de
identificacdo através da eclosdo, que € muitas vezes mais laborioso
(VANDEKERKHOVE et al., 2004), permitindo por exemplo estimar a riqueza de
espécies da regido coletada.

O estudo da comunidade ativa exige repetidas amostragens, em diferentes locais
do lago, ao longo de variadas épocas e estacdes do ano. A analise da riqueza de espécies
através do banco de ovos representa uma relagdo favoravel custo-beneficio, pois permite
determinar as espécies ocorrentes durante longos periodos pela comunidade ativa do lago
(GUERRERO-JIMENEZ et al., 2020). Além disso, alguns estudos mostram que ha
equivaléncia entre a comunidade ativa e as espécies encontradas no banco de ovos,
considerando-se especialmente rotiferos e cladoceros (CRISPIM; WATANABE, 2001;
VANDEKERKHOVE et al., 2005b), mas h& exce¢bes (SANTANGELO et al., 2015).

Vandekerkhove et al. (2004) encontraram uma correlacédo positiva entre a riqueza
de morfotipos dos efipios de cladoceros e a riqueza de espécies ao colocar estes ovos para
eclodir, permitindo a possivel identificacdo das espécies através da coleta no banco de
ovos e analise da morfologia dos ovos. Entretanto, a auséncia de um banco de dados de
caracteres diagndsticos dos efipios dificulta a identificagdo das espécies atraves do uso
da morfologia associado a uma chave de identificacdo (BRENDONCK; DE MEESTER,
2003; MERGEAY; VERSCHUREN; MEESTER, 2005). Duggan, Green e Shiel (2002)
ressaltam ainda a importancia do aumento no nimero de estudos taxonémicos, a fim de

usar a morfologia dos ovos para identificacdo das espécies (GERHARD et al., 2017)
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Ainda com relacdo aos ovos de resisténcia, muitos estudos sao desenvolvidos para
analisar os efeitos das condi¢bes ambientais sobre o banco de ovos, tais como polui¢ao
(COELHO et al., 2021; ROGALSKI; VAN DONK, 2015), dessecacdo (ARNOTT; YAN,
2002; VARGAS; SANTANGELO; BOZELLLI, 2019), salinidade (BAILEY et al., 2004)
e hidroregime (ARAUJO et al., 2013), mas poucos estudos se aprofundam na morfologia
métrica dos ovos de resisténcia para a sua identificacio (GUERRERO-JIMENEZ et al.,
2020; KAYA; ERDOGAN, 2014).

Os objetivos deste trabalho foram (1) determinar a composicéo, riqueza de espécies
e densidade do banco de ovos e (2) descrever e comparar de forma quantitativa a
morfologia dos ovos de resisténcia de claddceros, buscando identificar quais descritores

sdo mais Uteis na diferenciacdo das espécies.

2 MATERIAIS E METODOS

A coleta de sedimento foi realizada em trés lagos da Reserva Ecologica do
Guapiagu (S:22°27'10.309” W: 42° 46’ 13.011”), localizado no estado do Rio de Janeiro,
Brasil, conhecida com REGUA. A REGUA inicialmente era uma fazenda de comércio
agropecuario, comercializacdo de madeira nobre e producdo de cachaca, referéncia em
1907. A fim de proteger os remanescentes florestais da propriedade Rural, em 2001, “foi
formada a ONG ambientalista Associacdo Reserva Ecoldgica de Guapiagu com a missao
institucional de conservar a Mata Atlantica da alta bacia do rio Guapiagu.” Anos antes ja
haviam feito o levantamento da avifauna da regido e de bioindicadores.

(https://regua.org.br/quem-somos/historia/). O incentivo a pesquisa cientifica, protecdo a

mata, restauracdo das areas degradadas, educacdo ambiental e turismo sustentavel é a
forma que estdo desenvolvendo e prosseguindo com a conservacao do local.

Evidéncias mostram que havia um terreno alagadico na fazenda, que foi drenado
dando lugar a lavouras e pastos em 1980. Em 2005 houve o alagamento de 12 hectares
da regido, onde constatou-se uma rapida colonizacdo por plantas aquaticas e animais

invertebrados. (https://requa.org.br/conservacao/restauracao/areas-alagadas).

Para cada lago, um ou dois pontos foram amostrados, dependendo da presenca de

bancos de macrdfitas aquaticas. A composicédo de especies do zooplancton normalmente
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difere entre regides pelagicas (sem macrofitas) e litoraneas (com macrofitas), o que
aumenta a variedade de ovos potencialmente encontrados. Os trés lagos foram amostrados
em regides pelagicas, enquanto os lagos 1 e 2 foram amostrados também em regides
litoraneas (Figura 1). Para reduzir o efeito da profundidade na composicao dos bancos de
ovos entre as cinco estacdes amostrais, todos 0s pontos de coleta tinham profundidade de
0,8 m.

Amostras de sedimento foram obtidas em cada estacdo amostral com um coletor
do tipo core de 8 cm de didmetro. Em cada estacdo foram retiradas 10 amostras,
totalizando 156 cm? coletados (usando pi =4). Apenas o sedimento superficial (5 cm) foi
retido. O sedimento foi imediatamente guardado em sacos plasticos escuros e protegido
da luz. O sedimento foi mantido no laboratério em temperatura ambiente até o seu uso

dois meses mais tarde.

HEGUA “Reserva

ecologica de Guapiagy

Figura 1: Imagem aérea da REGUA. A numeracdo indica os diferentes lagos onde foram
feitas as coletas, enquanto o X representa o local da coleta de sedimentos. Cores iguais

representam coletas em um mesmo lago. Fonte: Google Maps.
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Através do método de flotacdo em acucar (VANDEKERKHOVE et al., 2004) os
ovos de resisténcia foram isolados do sedimento. Foi feita uma mistura homogénea de
acucar e agua, na proporcdo de 1:1. A esta mistura foram adicionados, para cada estacéo
de amostragem, 40g de sedimento imido, cada um misturado previamente, dentro de seu
préprio compartimento. O material foi centrifugado em tubos de 50 ml, por 3 minutos na
velocidade de 3000 rpm. Foram retiradas 3 amostras de cada uma das 5 estagdes de coleta,
e este procedimento foi realizado para cada uma delas.

Apos a centrifugacdo, a parte sobrenadante passou por filtracdo em rede de malha
de 20 um e foi lavada com agua filtrada para a remogé&o do acucar. Ao final desse processo
foram obtidos 54 ovos de cladoceros, os quais foram usados para os dois objetivos desse
trabalho: (1) determinar a composic¢do e densidade do banco de ovos e (2) comparar a

morfologia dos ovos de resisténcia

2.1 Estrutura do banco de ovos de resisténcia
Com base na contagem e identificacdo das espécies correspondentes aos diferentes
morfotipos foram determinadas a densidade de ovos no sedimento (n° de ovos/m?) e a

composic¢do de espécies em cada estacdo amostral.

2.2 Analise morfologica dos ovos de resisténcia

A segunda abordagem consistiu na comparagdo da morfologia dos ovos de
resisténcia. Os ovos foram inicialmente separados por morfotipos imediatamente ap6s o
isolamento do sedimento, sendo fotografados e por fim incubados para eclosdo. Para a
eclosdo, os ovos foram alocados em placas de cultura de células com 2 ml de agua filtrada
de um tanque artificial usado para cultura de peixes.

Cinco descritores da morfologia foram mensurados em cada efipio, sendo estes i)
0 comprimento, ii) a altura, iii) a area do embrido, iv) a area total do efipio e v) o numero
de embrides por efipio (MERGEAY; VERSCHUREN; MEESTER, 2005) (Figura 2). As
medicOes foram realizadas com o programa NIS-Elements atraves das imagens obtidas
em lupa.

As relacdes entre os descritores morfoldgicos foram avaliadas inicialmente por
meio da correlacdo de Pearson. Como o comprimento, a altura e a area do efipio estavam
todos significativamente correlacionados entre si (todos p > 0,83, Tabela 2), criamos uma
variavel composta de "tamanho" executando uma Analise de Componente Principal

(ACP) anterior sobre essas trés variaveis de resposta (semelhante a KNOLL et al., 2015).
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As pontuagdes do PC1 denotam um valor de “tamanho” para cada tdxon individual
e variaram de -2,37 a 2,25. Valores mais altos da variavel composta “tamanho” estdo
relacionados a valores mais altos de comprimento, altura e &rea do efipio.

Em seguida, outra ACP foi realizada para investigar a relagdo entre os descritores
morfoldgicos dos efipios usando a variavel composta (escores PC 1), area embrionaria e
numero de embrides. Todas as variaveis foram dimensionadas para o valor unitario antes
das analises. Tanto para a ACP quanto para correlagdes, foram utilizados os valores
médios dos descritores morfologicos de cada espécie (n = 11 espécies).

Todas as analises foram feitas no ambiente R (versdo 3.4.1). A ACP foi feita com

0 pacote vegan. A figura da ACP foi feita com o pacote factoshiny.

(a)

Margem dorsal

Embrido

Margem ventral

Células de flutuacao

Figura 2: Descritores morfolégicos dos ovos de resisténcia de claddceros. Em (a)
observa-se a margem dorsal (que conecta o efipio a carapaca da fémea), a cdmara
incubadora (que engloba o embrido) e células de flutuacdo (que diminuem a densidade
do efipio). Em (b) observa-se o comprimento e a altura do efipio. Descritores adaptados

de Mergeay, Verschuren e Meester (2005).
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3 RESULTADOS

3.1 - Estrutura do banco de ovos de resisténcia

A densidade total do banco de ovos variou de 3628 a 22589 efipios por m?, nas
estacOes litoraneas dos lagos 1 e 2, respectivamente (Figura 3), enquanto a riqueza de
espécies variou de 2 a 7 nas estacdes pelagica do lago 1 e nas duas esta¢des do lago 2. As
espécies llyocriptus spinifer e Moina reticulata foram observadas em 4 das 5 estagdes
amostradas. M. reticulata apresentou a maior densidade de efipios no sedimento,
chegando a 12603 efipios por m? . O grafico da Figura 3 evidencia que espécies
tipicamente pelégicas (p. ex. Ceriodaphnia e Moina) e litoraneas (p. ex. Chydorus e
Macrothrix) foram encontradas no mesmo banco de ovos, demonstrando que a dindmica
temporal de propagacdo das macrdéfitas propicia a formacdo de ovos de resisténcia em

zonas pelégicas ou litoraneas de um mesmo lago.

Ceriodaphnia cornuta
Chydorus sp1
Chydorus sp2
Coronatella monocantha
llyocriptus spinifer
Macrothix triseralis
Macrothrix sp.

Moina micrura

Moina reticulata
Sididae
Non-identified

30000+

25000

20000+

Densidade (efipios.m)

BOTRREEREODO

15000+

10000+

5000+
1P 1L 2P 2L 3P

Figura 3: Densidade de efipios de diferentes taxa encontrados no banco de ovos de

resisténcia das areas pelagicas (P) e litoraneas (L) de trés lagos (1, 2 e 3).

3.2 Analise morfoldgica dos ovos de resisténcia

A centrifugacdo das amostras de sedimento resultou na obtencdo de 54 efipios
pertencentes a 11 morfotipos (Tabela 1, Figura 4,). A eclosdo dos efipios para
identificacdo resultou na identificacdo de 10 taxa, e ndo foi possivel identificar 1

morfotipo. Para cada morfotipo, a quantidade de efipios encontrados variou de 1 a 11. As
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espécies de maior abundancia foram Moina reticulata e Coronatella monocantha, com

11 e 9 efipios encontrados, respectivamente.

Tabela 1: Lista de taxa observados em cada ponto amostral e nimero de ovos de
resisténcia mensurados para a analise da morfologia. P = regido pelédgica; L = regido

litoranea.

1P 1L 2P 2L 3P N total

Ceriodaphnia cornuta X X X 7
Coronatella monocantha X 9
Ilyocriptus spinifer X X X X 8
Macrothrix sp. X X 7
Macrothrix triseralis X X 4
Moina micrura X 1
Moina reticulata X X X X 11
Sididae X 1
Chydorus spl X 3
Chydorus sp2 X X 2
N3do identificado X 1
Total de efipios 54

Dos 11 morfotipos encontrados, apenas Macrothrix sp, Macrothrix triseralis e
Ilyocriptus spinifer apresentaram 2 embriGes por efipio. A largura dos ovos variou
115.1% entre os efipios, de 254.6 a 547.6 um para as espécies Chydorus sp e Sididae,
respectivamente. A altura dos ovos variou 153.2% entre os efipios, de 192.7 a 488 um
para as espécies Ceriodaphnia cornuta e I. spinifer, respectivamente. Ja a area do efipio
variou 749.7% entre os efipios, de 30212 a 256737,58 um? para as espécies C.
monocantha e 1. spinifer, respectivamente. Por fim, a area do embrido variou 248.09%
entre os taxa, de 8811,5 a 30672,46 pum? para as espécies C. monocantha e Sididae

respectivamente (Figura 5).
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Figura 4: Morfotipos de ovos de resisténcia de claddceros que foram encontrados neste
estudo: (A) Ceriodaphnia cornuta; (B) Macrothrix sp.; (C) Chydorus spl; (D) Moina
reticulata; (E) Moina micrura; (F) Chydorus sp2; (G) Non-identified; (H) Coronatella
monocantha; (I) Macrothrix triseralis; (J) llyocriptus spinifer; (K) Sididae
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Figura 5: Valores médios de quatro descritores morfolégicos dos efipios de cladoceros:

(a) comprimento do efipio, (b) altura do efipio, (c) &rea do efipio e (d) area do embrido.
Em todos os graficos os taxa estdo ordenados do menor para o maior valor do

comprimento do efipio.

Alguns descritores morfolégicos foram correlacionados entre si. O comprimento

(r = 0,93). A altura e a area do efipio também foram correlacionadas (r = 0,97). Outras

do efipio foi significativamente correlacionado com a altura do efipio (r = 0,83) e a area

correlagdes ndo foram significativas (Tabela 2).
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Tabela 2: Correlacdo de Pearson (r) e os respectivos valores de p entre descritores

morfoldgicos do efipio. N = 11.

r p
Comprimento x altura 0,83* 0,002
Comprimento x area do efipio 0,93* < 0,001
Comprimento x area do embriédo 0,52 0,11
Altura x area do efipio 0,97* < 0,001
Altura x area do embriéo 0,20 0,55
Area do embrido x area do efipio 0,33 0,32

A partir destes resultados ha a possibilidade de medicdo apenas de um destes
descritores (comprimento ou altura), pois estdo diretamente correlacionadas a area do
efipio, ndo sendo necessaria a medicdo de ambas para a identificacdo da espécie. Esta
simplificacdo tornaria o processo de identificacdo através de medidas ainda mais rapido.

A respeito do teste ACP (Figura 6), os dois primeiros eixos do ACP explicaram
88,07% da variabilidade total dos dados. O primeiro componente foi responsavel por
50,82% da variancia e foi positivamente associado ao tamanho do efipio e ao nimero de
embrides. O segundo componente foi associado com 37,24% da variancia e foi
positivamente associado a area do embrido e negativamente associado ao numero de
embrides (Figura 6). 1. spinifer, Macrothrix e Sididae foram positivamente
correlacionados com o primeiro componente do ACP, enquanto C. cornuta, C.

monocantha e Chydorus sp2 foram negativamente correlacionados.
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Figura 6: Biplot baseado em uma ACP ilustrando as relagGes entre trés descritores
morfoldgicos dos efipios (primeiros dois eixos explicando 88,07% da variacao total) e (b)
as semelhancas entre os morfotipos. A ACP foi realizada em dados de 11 taxa de

cladoceros.
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4 DISCUSSAO

Nesse estudo foi realizada a caracterizacdo de alguns aspectos morfologicos de
efipios de claddceros, com o intuito de facilitar a sua identificacdo futura sem a
necessidade de eclosdo dos ovos. Essa abordagem tem como vantagem um menor tempo
necessario na identificacdo dos morfotipos (ndo ha a obrigatoriedade de eclosdo dos ovos)
e ainda assim pode responder de forma satisfatdria algumas perguntas ecoldgicas, tais
como inventdrios e status de conservacdo das espécies (MEYER-MILNE;
BRENDONCK; PINCEEL, 2021, 2022). A abordagem desse estudo usou apenas
descritores quantitativos (comprimento, altura, area do embrido e do efipio e nimero de
ovos nos efipios), mas descritores qualitativos (tais como a presenca de espinhos, células
de flutuacdo, forma do efipio e orientacdo do embrido no efipio) podem ser empregados
também em abordagens futuras, expandindo as formas de descricdo dos efipios
(GUERRERO-JIMENEZ et al., 2020).

Entre os descritores medidos neste estudo, aqueles associados ao tamanho do
efipio (comprimento, altura e area) foram altamente correlacionados de forma positiva.
Dessa forma, nossos resultados mostraram nao ser necessaria a medicdo dos trés
descritores na caracterizacdo dos efipios, tornando sua caracterizacdo menos trabalhosa.
Portanto, dentre esses trés descritores, sugerimos que a medic¢do apenas do comprimento
é suficiente para caracterizar o tamanho dos efipios. O comprimento é a medida de
tamanho mais comumente fornecida em estudos anteriores (GERHARD et al., 2017,
GUERRERO-JIMENEZ et al., 2020; MERGEAY et al., 2006; VANDEKERKHOVE et
al., 2004) e certamente tem mensuracdo mais facil que a area do efipio, que demanda
programas computacionais mais caros e especificos.

Apesar do numero restrito de espécies analisadas nesse estudo, é possivel observar
padrdes de similaridade entre espécies pertencentes a um mesmo género (p. ex. espécies
de Moina e espécies de Macrothrix), sugerindo alguma proximidade filogenética dessas
espécies baseada na morfologia do efipio ou ainda pressdes seletivas semelhantes na
morfologia do efipio, tais como profundidade ou presenca de macrofitas aquaticas. No
entanto, a deteccdo de padrdes de similaridade entre diferentes niveis taxonémicos requer
a inclusao de mais espécies em abordagens futuras.

Sabe-se também que alguns fatores ambientais e genéticos podem alterar o

tamanho dos animais adultos, com consequéncias no tamanho dos efipios produzidos.
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Boersma, Boriss e Mitchell (2000) encontraram relacdo entre os tamanhos dos efipios
produzidos e das progenitoras, concluindo que fémeas maiores produzem efipios maiores.
A presencga de predadores invertebrados € um fator que determina maiores tamanhos
corporais, enquanto predadores vertebrados reduzem o tamanho corporal dos cladéceros
(JEPPESEN et al., 2002). Nesses casos é possivel que haja variacdes interpopulacionais
nas medidas descritoras dos efipios.

Por fim, a morfologia dos ovos de resisténcia pode estar relacionada a alguns
padrdes ecoldgicos importantes, tais como a dispersdo e o estabelecimento das diferentes
espécies. Entre claddceros, foi demonstrado que efipios mais leves e achatados
demandam ventos de menor intensidade para sua remocao, facilitando sua dispersao em
locais onde predominam ambientes temporarios (PINCEEL; BRENDONCK;
VANSCHOENWINKEL, 2016). Em relagdo a anostracas, um trabalho recente mostrou
que ovos mais pesados e sem estruturas de fixacdo ao sedimento s&o mais comumente
encontrados em ambientes temporarios, sugerindo que a morfologia do ovo tem papel
relevante na dispersdo e colonizagdo de novos habitats (MEYER-MILNE;
BRENDONCK; PINCEEL, 2021). Finalmente, a caracterizacdo de bancos de ovos de
anostracas, baseada na quantificacdo de diferentes morfotipos, permitiu determinar a
diversidade e a vulnerabilidade das comunidades em um gradiente natural de aridez
(MEYER-MILNE; BRENDONCK; PINCEEL, 2022).

O detalhamento da morfologia de ovos de resisténcia de cladéceros e de outros
organismos zooplancténicos tem grande potencial de contribuir ndo s6 na taxonomia e
identificacdo das espécies, mas também na compreensdo de processos e padrdes
ecologicos ainda pouco explorados, tais como a dispersdao e colonizacdo de novos
habitats.

Dentre as possibilidades dos processos ecoldgicos a serem explorados,
Vandekerkhove et al.(2004) demonstrou existir uma correlacdo positiva entre 0 nimero
de morfotipos encontrados no sedimento e 0 nimero de espécies ativas em um conjunto
de lagos europeus. Dessa forma, o estudo da morfologia dos ovos de resisténcia presentes

no banco de ovos pode estimar o potencial de riqueza da comunidade de um local.
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5 CONCLUSAO

A composicdo, riqueza e densidade de espécies encontradas no banco de ovos
aparenta ter mais correlacdo com o lago a que pertence do que a presenca ou auséncia de
macroéfitas nas zonas pelagicas ou litoraneas. No entanto, mais réplicas e testes
especificos seriam necessarios para comprovar essa ideia nos lagos amostrados.

Quanto a estratégia de medicdes dos efipios, seu uso pode ser aplicado como mais
um recurso para a identificacdo das espécies, com o principal proveito de ndo necessitar
da eclosdo do ovo para a identificacdo. A associacdo entre as medicGes indica que a
medida de comprimento do efipio é suficiente quando associado a altura e area do efipio.
A respeito dessa estratégia de identificacdo, é preciso ponderar o trabalho como mais
custoso que a eclosdo, ja que pode exigir equipamentos tecnoldgicos avangados.

Os resultados aqui apresentados também sugerem a formacdo de um catalogo
fotografico com ovos de diferentes espécies, para a maior prontidao na identificacdo da

comunidade do banco de ovos.
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CAPITULO Il - INFLUENCIA DO TEMPO DE DESSECACAO NO
PADRAO DE ECLOSAO DOS OVOS DE RESISTENCIA DO
ZOOPLANCTON

1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos as aguas continentais podem sofrer alteragdes em seu volume
e em sua composicao quimica devido a fatores naturais e & acdo antropogénica direta ou
indireta (SANTANGELO et al., 2007; THOMAZ; BINI; BOZELLI, 2007). A deposicédo
de é&cidos, assoreamento, eutrofizacdo e seca, entre outros fatores, podem levar a
alteragBes na composic¢do da comunidade zooplanctonica. Um mecanismo que permite a
manutencdo das espécies zooplanctbnicas ao longo do tempo é a diapausa, em que sdo
formados ovos de resisténcia, os quais ficam em repouso no sedimento enquanto as
condi¢des ambientais ndo forem favoraveis para sua eclosdo. Desta forma, € possivel no
futuro a recuperacgdo da comunidade anterior ao distirbio (GYLLSTROM; HANSSON,
2004).

Os lagos podem ser classificados como perenes ou temporarios em funcao do seu
hidroregime. Entre os lagos temporarios a seca pode ser previsivel e sazonal, ou
imprevisivel e variavel ao longo do tempo. A importancia da diapausa para as formas
viventes em lagos temporarios representa uma adaptacdo importante e é intuitiva, pois
eventos de seca levariam as espécies daquele local a extingdo (BRENDONCK;
RIDDOCH, 2000). Entretanto, varios estudos demonstraram que mesmo em lagos
perenes a diapausa tem importancia, uma vez que as variaveis ambientais variam no lago
e este pode ser submetido a eventos catastréficos, mesmo que raros. Gyllstrém e Hansson
(2004) evidenciam que fatores fisico-quimicos, predacdo e disponibilidade de alimentos
podem afetar fortemente a sobrevivéncia e reproducdo do zooplancton mesmo em lagos
perenes, reforcando a importancia da diapausa nestes ambientes.

Colaborando com essa afirmacao, Arnott e Yan (2002) indicam que as mudancas
ambientais sazonais provocam mudancgas na composi¢cdo da comunidade sazonalmente
também. Dessa forma, mesmo em lagos perenes pode haver uma modifica¢do na estrutura

da comunidade ao longo do tempo. Eventos de seca e reinundacdo em lagos influenciam
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na emergéncia do zooplancton advindos dessas mudancas sazonais, desde que estejam na
zona ativa do banco de ovos para serem recrutados.

O zooplancton dos lagos temporarios apresenta, teoricamente, maior resiliéncia
em relacédo aos lagos perenes frente a eventos de seca, por conta da sazonalidade em que
as secas ocorrem. Ha também rotatividade maior de espécies em lagos temporarios, mas
mesmo em lagos perenes a composicdo das especies pode variar anualmente em 15%
(ARNOTT; YAN, 2002).

Mudancas climéticas estdo afetando o balanco hidrico dos lagos e é preciso saber
se as comunidades de lagos perenes continuariam viaveis apds eventuais episodios de
seca total, e se sim, por quanto tempo o0s ovos de resisténcia dessecados continuam viaveis
para a eclosdo e recoloniza¢do do ambiente apds sua reinundacdo. Modelos de mudancas
climéticas jA preveem aumento dos ciclos de seca para muitas regides do mundo
(JENTSCH; KREYLING; BEIERKUHNLEIN, 2007) bem como o aumento da
frequéncia de eventos hidrometeorologicos extremos, como o El Nino (TIMMERMANN
et al., 1999), tornando o estudo das flutuagbes acentuadas do nivel da &gua e suas
consequéncias cada vez mais importantes.

Lagos perenes tém eventualmente sofrido com periodos de estiagem e periodos de
seca extrema, o que pode levar de forma extraordinaria a sua dessecacao total. Esse
problema vem ocorrendo em regides temperadas e tropicais (DORETTO et al., 2019;
TEFERI et al., 2014), e ja ha historico destas secas em inundacfes perenes no Brasil
(AMARAL et al., 2018), com previsdes de reducdo significativa da extensdo de areas
inundadas (SORRIBAS et al., 2016). Estudos sobre o banco de ovos de resisténcia e sua
viabilidade frente aos periodos de estiagem e seca se tornam ainda mais necessarios a fim
de prever a forma de recuperagédo destes ecossistemas.

A comunidade de zooplanctons de lagos temporarios e perenes possuem diferentes
respostas aos tempos de dessecacdo. Eskinazi-sant’anna e Pace (2018) mostraram o
quanto o periodo de seca pode afetar a viabilidade e eclosdo dos ovos de resisténcia,
notando um decréscimo maior de eclosfes em lagos temporarios do que em lagos perenes.
Ainda sdo necessarios estudos que avaliem a eclosdo dos ovos em diferentes intervalos
de seca, tal como ocorre na natureza, pois esses podem afetar diferentemente a
recuperacdo das comunidades zooplancténicas tanto em lagos temporarios quanto em

perenes.
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Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi a) testar a viabilidade
dos ovos de resisténcia do zooplancton depois de periodos diferentes de dessecacéo. b)
testar se periodos mais prolongados de dessecacdo afetam diferentemente a taxa de
eclosdo dos ovos de resisténcia. A hipotese desse estudo é de que quanto maior o tempo

de dessecacdo, menor a abundancia e a riqueza de espécies eclodida do banco de ovos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1) Area de Estudo

Para a pesquisa foram realizadas duas diferentes abordagens que objetivaram
avaliar o efeito da dessecacdo em parametros da comunidade e em espécies distintas. Para
tal, foram coletados (1) lagos diferentes como uma Unica réplica do tempo de dessecacao
para cada lago e (2) um Unico lago, com réplicas do mesmo lago para cada tempo de
dessecacgédo. Todos os lagos usados neste estudo séo perenes, de modo a simular eventos
recentes de seca registrados em variados ambientes até entdo perenes (AMARAL et al.,
2018; DORETTO et al., 2019; TEFERI et al., 2014).

Na abordagem 1 foram coletados sedimentos em 3 lagos localizados na UFRRJ,
a saber lago Acu, Lago do Instituto de Biologia (IB) e lago do Jardim Boténico (JB)
(Figura 1), e um lago na Reserva Ecoldgica de Guapiacu (REGUA) (Figura 2). Na

abordagem 2, a coleta foi feita apenas na regido central do Lago Ac¢u (Figura 1).
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Figura 1 - Vista aérea da area da UFRRJ, com identificacdo do Lago Acu, Lago do IB e
Lago do JB, extraida de google Maps.

Figura 2 - Vista aérea da drea da REGUA, com identificacdo do local de coleta no lago
1 da REGUA, extraida de Google Maps.
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2.2) Coleta do sedimento

A coleta para a abordagem 1 foi realizada com auxilio de um core de 5 cm de
didametro nas regides marginais (0,8 m de profundidade), sendo retidos apenas 0s 3 cm
superficiais do sedimento, pois é nesta area que estdo contidos os bancos de ovos ativos
(CACERES; HAIRSTON, 1998). Nesta abordagem temos como objetivo buscar padrdes
de eclosdo no nivel da comunidade, comparando a resposta dos diferentes lagos em
termos de abundancia de eclosbes, composicdo de espécies e riqueza de espécies.

Para a abordagem 2 foi realizada a coleta no lago Acu localizado na UFRRJ. A
coleta foi realizada na regido central do lago (1,6 m de profundidade), mais funda que a
borda, e acessada através de um barco. O objetivo desta abordagem foi obter réplicas da
mesma comunidade, submetendo-as a diferentes tratamentos de dessecacdo. Nesta
abordagem comparamos as respostas a dessecacdo em relacdo a abundancia de eclosbes
de cada espécie.

Nas duas abordagens a coleta foi realizada uma Unica vez em cada lago.

As duas abordagens foram submetidas aos mesmos tratamentos de dessecacao,

conforme descricéo abaixo.

2.3) Desenho experimental

Foram realizados quatro tratamentos, consistindo em um controle e trés
tratamentos de dessecacdo. O controle consistiu na incubacdo de sedimento Umido
enquanto os tratamentos de dessecacdo permaneceram secos por 3, 6 ou 9 meses antes da
incubacéo para eclosdo dos ovos.

Os sedimentos ficaram estocados de forma Umida por dois meses em um saco
plastico Unico antes dos tratamentos de dessecacdo. ApOs este periodo foram
estabelecidas 16 réplicas de 40 g de sedimento Umido para cada abordagem acima. Na
abordagem 1 cada lago contou com 4 unidades experimentais, enquanto na abordagem 2
o0 lago Acu contribuiu com 16 unidades experimentais (Tabela 1).

Apbs a coleta, o sedimento foi separado em frascos fechados de 40 g cada. 4

frascos de cada lago foram separados para abordagem 1 (totalizando 16 frascos) e 16
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frascos foram separados para a abordagem 2. As réplicas foram separadas antes de serem
submetidas a dessecacéo, com o sedimento proveniente de uma Unica coleta em cada lago.

Durante o estabelecimento dos tratamentos, as réplicas foram mantidas em
frascos fechados, no escuro e em temperatura de 24°C dentro de uma estufa. Para
estabelecer os tratamentos, 4 réplicas foram escolhidas de forma aleatdria em diferentes
momentos e seus frascos foram abertos de forma que secassem naturalmente. O
estabelecimento dos diferentes tempos de dessecacéo (3, 6 e 9 meses) se deu ao permitir
gue os sedimentos secassem em diferentes tempos (Figura 3). No caso da abordagem 1,

cada lago contribuiu com uma réplica em cada tempo.

Tabela 1: Detalhamento dos experimentos 1 e 2 avaliando o efeito da dessecacdo na

viabilidade e eclosdo de ovos de resisténcia

Experimento 1 Experimento 2
Abordagem Comunidade Populagdes
(Abundancia total e de cada espécie, (Abundancia de cada espécie)

composicao e riqueza de espécies)

No. de lagos 4 1

amostrados (lagos Acu, 1B, JB, REGUA) (lago Acu)

No. de unidades 16 16

amostrais

Tratamentos de 4 4

dessecacdo (0, 3, 6 e 9 meses de dessecacdo) (0, 3, 6 e 9 meses de dessecacdo)
No. de réplicas 4 4

Tempo de incubacéo 30 dias 5 semanas

Andlise dos dados - Modelo linear geral misto (GLMM) - Modelo linear geral (GLM)

- Curvas de rarefacdo

- PerManova

Os sedimentos foram secos de forma regressiva no tempo, de forma que o primeiro
a ser dessecado foi o de 9 meses. Nove meses antes da inundagdo foram separadas 1
réplica de cada um dos lagos coletados para a abordagem 1 e 4 réplicas do lago Acu, e
assim sucessivamente com 0s outros tempos, usando sempre o sedimento da Unica coleta
realizada.

E valido notar que os sedimentos diferiram também no intervalo de tempo em que

permaneceram Umidos antes de secar. Tratamentos com maior tempo de dessecacao se
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mantiveram Umidos por menos tempo. Isso assegurou que todos 0s ovos tivessem a
mesma idade no momento da inundacao (Figura 3).

No inicio do experimento de eclosdo, os frascos (Umidos e secos) foram inundados
com 300 ml de &gua retirada de um lago local de criacdo de peixes e previamente filtrada
a vacuo em filtro de fibra de vidro de 0,45 um, para evitar a contaminagao por organismos
zooplancténicos ndo pertencentes a amostra. Os frascos foram mantidos a 24°C e
expostos a um fotoperiodo de 12:12h de claro/escuro.

Na abordagem 1 os frascos foram filtrados por 30 dias, com intervalo de 1 a 2
dias, trés vezes na semana. J& na abordagem 2 a remocdo de organismos eclodidos foi
feita ao longo de 5 semanas, com 0 mesmo intervalo de filtracéo.

Duragao da dessecacio:

Controle
(sem dessecagdo)

3 meses

6 meses

9 meses

2 meses 3 meses 3 meses 3 meses

. Sedimento amido . Sedimento seco

Figura 3: Desenho experimental desenvolvido nesse estudo. Os ovos de todos 0s
tratamentos permaneceram Umidos por 2 meses ap6s sua coleta nos lagos. A partir de
entdo, 4 réplicas de cada tratamento eram secas de forma natural, criando um gradiente

de “tempo de dessecacdo”. N = 4.

Os organismos eclodidos foram obtidos por filtracdo do meio em rede de malha
de 50 um e fixados em alcool 70% para posterior visualizacdo e identificacdo em lupa e
microscépio. O procedimento de filtragdo em pequenos intervalos visa reter, para

identificacdo, os organismos zooplancténicos que nasceram de ovos de resisténcia e
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impedir que eles se reproduzam por partenogénese. Apds a filtragem, a dgua de cada
frasco foi devolvida ao frasco original para a continuidade do experimento.

Apos os dias de filtracdo, o contetdo fixado em alcool 70% precisou ser apurado
em virtude de pequenas particulas e graos minerais que ficam aglomerados, o que pode
dificultar a visualizacdo e quantificacdo dos organismos de interesse. Dessa forma, € feita
uma mistura saturada de uma parte de agua para uma parte de agucar. As amostras sao
misturadas a ela em tubos de Falcon e centrifugadas a 2500 rotagfes por minuto, por 3
minutos. Ao final a parte pesada de compostos inorganicos fica no fundo do tubo, e a
mais leve — que contém o zooplancton — fica na parte superior. O sobrenadante foi filtrado
na rede de 50 um e lavado com &gua para posterior quantificacdo sob uma lupa. Para fins

de armazenamento foi utilizado o alcool 70%.

2.4) Anélise dos dados

Foram usados modelos lineares generalizados (GLMs) para comparar a
abundancia total de eclosdes ao longo dos diferentes tempos de dessecacdo. Na
abordagem 1 comparou-se a abundancia total de eclos@es, enquanto na abordagem 2
comparou-se a abundancia de cada espécie eclodida de forma individual. Na abordagem
1 foi usada um modelo linear generalizado misto (GLMM) com distribuicdo de Poisson
(indicada para dados de contagem), enquanto na abordagem 2 foi usada uma GLM com
distribuicdo binomial negativa (indicada para dados com superdispersdo). A significancia
dos modelos foi avaliada por meio de testes de razdo de verossimilhanca. Comparacdes
foram realizadas também entre pares de tratamentos quando efeitos significativos foram
observados.

Ainda na abordagem 1, a riqueza de espécies foi comparada com curvas de
rarefacdo baseadas em individuos usando intervalos de confianca de 95% plotados como
barras de erro para inferir diferencas significativas entre os tratamentos (GOTELLI;
COLWELL, 2001). Diferengas na composi¢do da comunidade entre os tratamentos foram
investigados por meio de uma andlise multivariada de permutacdo (PerMANOVA)
(ANDERSON, 2001). A PerMANOVA foi realizada com dados de abundancia
transformados em raiz quadrada usando distancias de Bray—Curtis. As significancias
foram testadas com 4.999 permutacdes. Comparacgdes pareadas foram realizadas quando
efeitos significativos foram observados. Foi realizada também uma andlise de
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coordenadas principais (PCoA) para exibir os padrdes de dissimilaridade entre os tempos
de dessecacdo. Para a GLMM e PerMANOVA da abordagem 1, a identidade do lago foi
usada como uma variavel aleatéria. GLM, GLMM, PerMANOVA e PCoA foram
realizados no R 3.4.1 (R Development Core Team, 2017) usando as funcbes glmer,
glm.nb, adonis e capscale disponiveis nos pacotes Ime4, MASS e vegan. Comparac6es
pareadas apos GLMs e GLMMs foram realizadas com a fungdo emmeans disponivel no
pacote emmeans. As curvas de rarefacdo foram realizadas com o pacote INext
(COWLWELL, 2013).

3 RESULTADOS

3.1) Experimento 1

O tratamento controle apresentou baixo nimero de eclosdes, com apenas 2
animais eclodidos, e ambos oriundos do sedimento do lago IB. O tratamento de 3 meses
de dessecagdo apresentou 18 individuos eclodidos, de 6 meses, 23 individuos e o de 9
meses, 16 individuos, totalizando 59 eclosdes em todo o experimento. Em termos
percentuais, o controle apresentou 88,8% menos eclosdes que o tratamento de 3 meses, e
91,3 e 87,5% menos eclosbes que os tratamentos de 6 e 9 meses de dessecacéo,
respectivamente. Os taxa com maior abundancia foram Brachionus bidentata (Rotifera)
(13 eclosbes) e ostracodes ndo-identificados (23 eclosdes). Os organismos eclodidos

pertencem a 15 taxa (Tabela 2)

A abundancia de eclosdes dos tempos de 3, 6 e 9 meses de dessecacdo diferiu
significativamente do controle. Entre os diferentes tratamentos de dessecagdo ndo houve
diferenca na abundancia das eclosdes, o que demonstra que diferentes tempos de

dessecacgéo ndo influenciaram na quantidade de ovos eclodidos (Figura 4).
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Abundancia
"

0 3 6 9
Tempo de dessecacgao (meses)
Figura 4: Abundancia média (+ 1 erro padrdo) de organismos zooplanctonicos eclodidos

nos tratamentos de dessecacao. Letras diferentes sobre as barras indicam diferencas entre

0s tratamentos. n = 4.

Tabela 2: Taxa zooplancténicos eclodidos de ovos de resisténcia de sedimentos

dessecados por diferentes intervalos de tempo.

Controle 3 meses 6 meses 9 meses
Asplanchna sp X
Brachionus angularis X
Brachionus bidentada X X
Epiphanes macrourus
Lecane lunaris
Lepadella sp
Mytilina sp X
Testudinella cf. parva X
Rotifero nfo identificado 1 X
Rotifero nao identificado 2 X
Nauplios de Calanoida X
Nauplios de Harpacticoida X X
Chydoridae néo identificado 1
Chydoridae ndo identificado 2
Ostracoda X X X X
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Em relacdo a riqueza de espécies (Figura 5), houve sobreposicédo dos intervalos de
confianca dos trés tempos de dessecacdo, demonstrando que ndo ha diferenca
significativa entre eles no que diz respeito a riqueza de espécies que eclodem nos
diferentes tempos de dessecacdo. Nao foi possivel comparar os tempos de dessecacéo

com o controle dado o baixo nimero de individuos eclodidos no controle (2 individuos).
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Figura 5: Curva de rarefagéo (x1C 95%) das comunidades eclodidas dos bancos de ovos

dessecados por diferentes tempos. N = 4.

Em relagdo & composicdo de espécies, novamente ndo houve diferenca entre os
tratamentos de dessecacdo (PERMANOVA, todos os valores de P > 0,05), mas todos eles
diferiram do controle (P < 0,05). A PCoA representou graficamente a composicéo da
comunidade. E possivel perceber certa sobreposicdo entre os tratamentos de dessecacéo

na figura bidimensional da PCoA (Figura 6).
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Figura 6: Analise de coordenadas principais (PCoA) baseada na dissimilaridade de Bray-

Curtis das comunidades eclodidas em 4 tratamentos de dessecacéo.

3.2) Experimento 2

Ao longo das cinco semanas de experimento foram encontrados 722 individuos.
No entanto, nduplios de Calanoida foram dominantes entre 0s organismos com 716
individuos (99% do total). Os demais organismos pertenciam aos géneros Brachionus (3
individuos) e Asplanchna (1) (Rotifera), além de Ceriodaphnia (1) e Diaphanosoma (1)
(Cladocera). Os tratamentos apresentaram as seguintes quantidades de eclosdes: controle
(10 individuos), 3 meses (29), 6 meses (124) e 9 meses (553).

Dada a dominancia de nauplios de Calanoida, apenas este taxon foi comparado
entre os tratamentos. Assumimos tratar-se da espécie Notodiaptomus iheringi, pois
nenhum outro Calanoida vem sendo observado na comunidade ativa do lago Acu nos
altimos 10 anos de observac&o.

O GLM mostrou existir diferenca entre os tratamentos (X? (3) = 71,81, p <
0,0001). ComparacgOes par-a-par mostraram ndo haver diferencas entre os tratamentos
controle e 3 meses de dessecacdo. A abundancia de nauplios foi 91,9% e 98,2% menor
no controle do que nos tratamentos de 6 e 9 meses de dessecacao, respectivamente. Além
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disso, a abundancia foi 77,6% menor no tratamento de 6 meses em comparacao ao

tratamento de 9 meses de dessecacgdo. (Figura 7).
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Figura 7: Numero de eclosdes (+ 1 erro padrdo) de nauplios de Calanoida nos tratamentos
de dessecacdo. Letras diferentes sobre as barras indicam diferencas entre os tratamentos.
n=4.

4 DISCUSSAO

Esse capitulo avaliou a influéncia da dessecacdo do sedimento por diferentes
intervalos de tempo na eclosdo de organismos zooplancténicos do banco de ovos. Para
diferentes espécies, nossos resultados mostraram que (a0 menos alguns) ovos de
resisténcia podem sobreviver a dessecagdo por pelo menos 9 meses, mesmo que esses
ovos sejam provenientes de lagos perenes. Ao contrario da hipotese testada, que previa
menos ecloses em sedimentos secos por mais tempo, foram observadas menos eclosfes
nos sedimentos Umidos, tanto na abordagem 1 quanto na abordagem 2 desse capitulo. No
caso da abordagem 2, mais eclosdes foram observadas nos sedimentos secos por mais

tempo.

Para o experimento 1, o baixo nimero total de eclosfes pode ter dificultado a

deteccdo de padrdes em relacdo ao gradiente de dessecacdo. O baixo nimero de eclosdes
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pode estar associado a baixa densidade de ovos no sedimento das regiGes marginais dos
lagos. De fato, ao comparar o numero de eclosdes de nauplios de Calanoida do
experimento 1 (coleta na margem) com o experimento 2 (coleta no centro do lago), mais
nauplios eclodiram no experimento 2. Abordagens futuras devem certificar-se que o

sedimento avaliado tem alta densidade de ovos para uma melhor deteccdo de padroes.

Apesar disso, 0 experimento 1 mostrou ndo existir diferengas nos tratamentos de
dessecacdo por 3, 6 e 9 meses em relacdo a abundancia, riqueza e composicao de espécies.
Esses resultados demonstram que o tempo de dessecacgédo parece ndo ter interferido nos
padrdes de eclosdo. De fato, muitos estudos secam o sedimento antes de experimentos de
eclosdo e detectam individuos eclodidos de variadas espécies (CHITTAPUN;
PHOLPUNTHIN; SEGERS, 2005; NING; NIELSEN, 2011; VAN DAMME; DUMONT,
2010). Ovos viaveis e que eclodem ao serem inundados também sdo observados em
sedimentos naturalmente secos de ambientes aquaticos temporarios (STENERT et al.,
2017; WALSH; MAY; WALLACE, 2017).

No experimento 2, nduplios de Calanoida foram observados em todos os
tratamentos de dessecacdo. Esta espécie de Calanoida, Notodiaptomus iheringi, tem uma
ampla distribuicéo latitudinal, ocorrendo de 5° S a 25° S, indicando que essa espécie
possui uma grande faixa de tolerancia a temperatura e a fatores hidrogeoquimicos, como
sugere MATSUMURA-TUNDISI; TUNDISI (2003).

Nosso estudo corrobora com o encontrado por Vargas, Santangelo e Bozelli
(2019) em que observaram a presenca de nauplios de Calanoida em sedimentos que
sofreram dessecacdo de 8 meses, mas nao em sedimentos Umidos e acrescenta mais 1 més
de viabilidade dos ovos sob a mesma condicdo de seca. No entanto, ndo é possivel saber
qual espécie eclodiu no experimento de Vargas; Santangelo e Bozelli, (2019). Logo, 0s
ovos de resisténcia de N. iheringi podem sobreviver a dessecacdo por pelo menos 9 meses.

Duas razGes ndo exclusivas podem explicar a relacdo positiva entre o nimero de
eclosbes e a duracdo da dessecacdo. Primeiro, a dessecacdo pode ajudar a terminar a
dorméncia (CHITTAPUN; PHOLPUNTHIN; SEGERS, 2005; NING; NIELSEN, 2011)
e periodos mais longos de dessecacdo podem resultar em fracBes maiores de ovos
propicios a eclodir.

Algumas espécies podem utilizar a seca como incentivo para a eclosdo, como fase
refrataria obrigatéria, onde a exposicdo a seca seja um dos mecanismos capazes de
quebrar a dorméncia dos ovos (NING; NIELSEN, 2011; VAN DAMME; DUMONT,
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2010).

Arnott; Yan (2002) demonstraram a influéncia da re-acidificagdo provocada pela
seca na ressurgéncia de espécies que ja ndo eram encontradas na comunidade ativa, ou
seja, oriunda do banco de ovos. Considera-se que existam eventos especificos para que
que haja a ativacdo dos ovos de resisténcia para a eclosdo, tal como a seca prolongada
provocou maior numero de eclosBes para a espécie de copépode encontrada em nosso
estudo.

Em segundo lugar, manter os ovos de resisténcia em sedimentos naturais (Umidos)
a longo prazo pode reduzir sua viabilidade ou inibir a eclosdo. Conforme assumido por
modelos tedricos, ovos de resisténcia podem se deteriorar no sedimento devido a fatores
bidticos e abitticos, como predagio e toxicidade (DESTASIO, 1989; GARCIA-ROGER;
CARMONA; SERRA, 2006), e talvez a dessecacdo dos sedimentos possa diminuir a
adversidade do sedimento, por exemplo eliminando predadores ou alterando a estrutura
quimica de compostos toxicos. No entanto, esse possivel efeito da adversidade do
sedimento Umido pode ser mais intenso em condi¢des de laboratorio do que no sedimento
dos lagos.

Em lagos temporarios, ha uma pressdo de selecdo pela seca que pode remover
espécies inaptas a sobreviver a longos periodos de seca, resultando numa maior
semelhanca na composicdo de espécies de diferentes lagos temporarios. Entretanto, os
ovos de resisténcia utilizados neste estudo originaram-se de lagos perenes nos quais as
populacdes ndo estdo sob selecdo natural para sobreviver a dessecacdo. Isso sugere que
0s ovos de resisténcia podem desempenhar um papel importante na recupera¢do mesmo
em lagos perenes que enfrentam dessecacdo, semelhante ao observado em habitats
temporarios (LOPES et al., 2016).

Do ponto de vista aplicado, se 0s ovos de resisténcia se mostrarem viaveis apés
longos periodos de seca, a coleta de sedimentos Umidos e sua dessecacdo pode ser uma
alternativa para formar um banco de ovos artificial, estocado no laboratorio, com 0 uso
de menos espaco, assegurando a recuperacdo da comunidade ativa de determinado lago
em um momento futuro.

Por fim, apesar das duas abordagens apresentarem resultados coerentes, testando
tanto a comunidade do lago Agu, quanto a resposta de diferentes comunidades em relacéo
ao tempo de dessecacdo, ndo € possivel generalizar os resultados para todas as espécies,
visto que alguns estudos também apontam uma diminuicao das eclosdes apds secas para
alguns taxa (BRANSTRATOR et al., 2013; CHITTAPUN; PHOLPUNTHIN; SEGERS,
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2005; SANTANGELO et al., 2011). No entanto, ao menos para algumas espécies, sabe-
se que nem todos os ovos eclodem no primeiro evento de inundacdo, sendo necessarios
alguns ciclos de seca e inundacdo para que a eclosdo finalmente ocorra. Essa estratégia
evita que todos os ovos eclodam numa eventual inundagdo de “baixa qualidade” (por
exemplo de baixa duracdo temporal), 0 que comprometeria a persisténcia da populacéo.
Esse mecanismos é comumente chamado de bet-hedging e mais comumente demonstrado

para anostracas de ambientes temporarios (PINCEEL et al., 2017)

5 CONCLUSAO

Ao contrario da nossa hipétese inicial, o tempo de dessecacdo aumentou o nimero
de eclosGes em ambas as abordagens, implicando que ovos de resisténcia de algumas
espécies de zooplancton séo capazes de sobreviver a dessecacdo de a0 menos 9 meses.

A dessecacao pode ser considerada como um dos provaveis estimulos a ecloséo
dos ovos. Embora existam muitas variaveis para o estimulo da eclosdo dos ovos de
resisténcia, esse trabalho se prop0s a apresentar o efeito da seca prolongada na eclosé&o.
Estudos futuros sdo desejaveis para que haja a caracterizacdo de quais sdo as espécies
eventualmente beneficiadas pelo periodo de seca.

Compreender por quanto tempo 0s ovos de resisténcia de varios taxa podem
sobreviver a dessecacdo e como isso afeta os padrdes de eclosdo pode ajudar a entender

como as comunidades zooplanctbnicas se recuperam apds secas.
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