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Apresentagéo do trabalho

Para uma melhor organizagdo do trabalho, esta dissertacdo foi estruturada em dois

capitulos, sendo eles:

» Capitulo 1. Ecologia funcional do zooplancton de oito lagoas temporarias do

noroeste de Minas Gerais

» Capitulo 2. Divergéncia genética de Dendrocephalus do noroeste de Minas Gerais:

DNA Barcoding como ferramenta para taxonomia de Anostracas brasileiros.



Capitulo 1. Ecologia funcional do zoopléncton de oito lagoas temporarias do noroeste

de Minas Gerais

Resumo

As questdes ambientais tém sido cada vez mais discutidas atualmente e, com isso, tem se
buscado muitas maneiras de mensurar a biodiversidade dos ecossistemas. Além da
diversidade taxonémica, uma das possiveis abordagens utilizadas para se analisar a
diversidade das comunidades € a diversidade funcional, que considera os tracos funcionais
de cada espécie. Neste trabalho, foi estudada a diversidade funcional do zooplancton de oito
lagoas temporarias localizados no noroeste de Minas Gerais, assim como a composicao, a
riqueza e a diversidade taxondmica da comunidade zooplanctonica desses ambientes.
Foram realizadas coletas em ambientes localizados em dois municipios mineiros, Urucuia e
Lagoa Grande, no periodo de 31/01 a 02/02/2017. A comunidade zooplanctonica foi
dividida, de acordo com os atributos das espécies, em sete grupos funcionais. Por se tratar
de ambientes pequenos e efémeros, com caracteristicas muito peculiares, a riqueza e a
densidade numérica da comunidade zooplanctdnica foram relativamente baixas, assim
como a diversidade funcional. A presenca de espécies do género Dendrocephalus, parece
ter influenciado na composi¢cdo da comunidade zooplanctonica, especialmente nos

Cladocera.
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Abstract

Environmental issues have been increasingly discussed today, and many ways have
been sought to measure ecosystems’ biodiversity. In addition to the taxonomic
diversity, one of the possible alternatives used to obtain information about the diversity
of the communities is the functional diversity, which considers the functional attributes
(traits) of each species. In this work, the zooplankton functional diversity of eight
temporary aquatic ecosystems located in the northwest of Minas Gerais was studied, as
well as the composition and richness of the zooplankton community of these
environments. Collections were made in environments located in two municipalities of
Minas Gerais, Urucuia and Lagoa Grande, from January 31 to February 2, 2017. The
zooplankton community was divided, according to species attributes, into seven
functional groups. Because they are small and ephemeral environments with very
peculiar characteristics, the richness and density of the zooplankton community were
relatively low, as well as the functional diversity. The presence of specimens of the
order Anostraca, genus Dendrocephalus, seems to have influenced the composition of

the zooplankton community, especially in Cladocera.
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1.Introducéo

1.1 Lagoas temporarias

As lagoas temporarias estdo presentes em diversos tipos de ambientes, porém s&o
mais numerosos em regides aridas e semiaridas (Brendonck et al., 2008; Atashbar et al.,
2014). De modo geral, sdo ambientes relativamente pequenos e rasos (Pérez-Bilbao et al.,
2015). Séo caracterizados por ciclos periodicos de seca seguidos de inundagdo, em geral
bem delimitados e previsiveis (Williams, 1996). Esses ciclos possuem duracdo suficiente
para, durante a cheia, possibilitarem o desenvolvimento de solos hidromorficos e de
comunidades da fauna e flora aquaticas caracteristicas e, durante o periodo de estiagem,
inviabilizar o desenvolvimento de comunidades mais comuns em ambientes aquéaticos
permanentes (Pérez-Bilbao et al., 2015). Ainda segundo Pérez-Bilbao et al. (2015), um dos
principais atributos dos ambientes temporarios, o isolamento, é fundamental para impedir
ou permitir esses desenvolvimentos.

Devido ao isolamento dos demais ambientes aquaticos, pequeno tamanho e pouca
profundidade desses ecossistemas, a biodiversidade nesses locais é relativamente baixa
(Zacharias et al., 2007). Sua fauna e flora sdo dotadas de adaptacGes fisioldgicas,
morfoldgicas e comportamentais em resposta as oscilacdes de inundacdo, tornando estes
ambientes fortes pontos de especiacdo (Williams, 1996). Os organismos tém que se adaptar
as condicOes temporarias e desenvolvem basicamente duas estratégias: suportar a fase de
seca através de estagios de vida latentes ou migrar assim que iniciar a estiagem (Wiggins et
al., 1980). No caso da comunidade de invertebrados, grupo predominante em ambientes
temporarios, algumas espécies garantem a sobrevivéncia da prole por meio de ovos de
diapausa. S8o espécies r estrategistas, com alta capacidade de reproducdo, crescimento
rapido e ciclo de vida curto (Williams, 1997). Porém, a certeza de sucesso reprodutivo
depende do periodo de cheia, pois caso a estiagem comece antes do que normalmente
ocorre, a prole ndo se estabelece (Zacharias et al., 2007).

Outros grupos de animais também habitam ambientes aquéaticos temporarios, como
anfibios, que se utilizam desses ecossistemas tanto para alimentacdo como para reproducao.
Estes animais, em seus estagios iniciais de vida, se alimentam de fito e zooplancton, e a
vegetacdo aquatica favorece a deposicdo de ovos. Como boa parte desses ambientes ndo é

habitada por peixes, as larvas ndo sofrem tanto o impacto da predacdo. Ambientes
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temporarios também sdo importantes para aves aquaticas e migratorias, sendo uma farta
fonte de alimento (Babbitt, 2005). Devido ao isolamento desses ambientes, a diversidade e
riqueza alélicas tendem a permanecer baixas, sugerindo um pequeno fluxo génico. Esse
isolamento favorece a ocorréncia de um efeito fundador nesses ecossistemas (Badosa et al.,
2017).

Lagoas temporarias podem persistir por muito tempo, por milhares de anos. Isso se
deve a fase seca, periodo no qual a maior parte da matéria organica no sedimento é oxidada.
Com o passar dos anos, isso pode resultar em ganho na profundidade do sedimento nesses
ambientes. Ao contrario, em ecossistemas aquaticos permanentes, ha acimulo de sedimento
no fundo, pela auséncia desse processo de oxidacdo. Ao longo do tempo, esses sucessivos
acumulos reduzem a profundidade dos ambientes (Williams et al., 2001). Embora
atualmente 0s ecossistemas aquéaticos de agua doce possuam um nimero menor de espécies,
em comparacdo com ambientes salinos e terrestres, num passado geol6gico o0s ecossistemas
dulcicolas eram muito complexos, abrigando grupos muito peculiares, alguns cujos
ancestrais podem datar do periodo do Paleozdico médio. Esses ambientes foram
importantes para a adaptacdo de organismos imigrantes mais recentes da terra ou do mar
(Gray, 1988).

A auséncia de informacGes sobre a importancia dos ecossistemas aquaticos
temporarios, bem como seu manejo inadequado contribuem para a deterioracdo e até para o
desaparecimento dos mesmos. Por serem pequenos, superficiais e temporais sao muitas
vezes considerados &reas improdutivas onde habitam insetos transmissores de doencas.
Isso, aliado a necessidade de expansdo agricola, tende a causar a reducdo desses habitats
(Perez-Bilbao e Garrido, 2009; Pérez-Bilbao et al., 2015). O estabelecimento de espécies
invasoras, a poluicdo causada pelo uso de fertilizantes e pesticidas, alteracbes no
funcionamento hidrolégico e mudancas climéaticas sdo mais alguns fatores de ameaca a
integridade desse tipo de ecossistema. Esses fatores comprometem a caracterizacdo da agua
desses ambientes, podendo causar alteragbes nas concentragfes de nutrientes como
nitrogénio e fosforo, no pH, nas concentracdo de oxigénio dissolvido e de sais, na
temperatura e na luminosidade. Variagdes nessas caracteristicas podem causar impactos na
rigueza, abundancia, dominancia e biomassa das comunidades ali firmadas (Crossetti e
Bicudo, 2005; Pérez-Bilbao et al., 2015).

Assim como os demais corpos d'agua dulcicolas, lagoas temporarias sdo muito

vulneraveis a perda de biodiversidade. Ecossistemas de &gua doce sdo extremamente
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sensiveis a fatores como poluicdo, invasdo de espécies exdticas, alteracbes e até
desaparecimento de habitats (Rocha et al., 2005).

Sdo escassas as informacgdes sobre lagoas temporarias no Brasil. A regido semiarida,
principalmente o nordeste brasileiro, concentra 0 maior nimero desse tipo de ecossistema.
A pouca quantidade de chuvas e a alta taxa de evapotranspiragdo contribuem para a
abundancia desses ecossistemas nessa regido. Porém, alteracfes ambientais e antropicas,
que resultam em desequilibrio no regime hidrolégico, contribuem para processos de
desertificacdo, 0 que pode promover a extin¢cdo desses ambientes aquaticos (Maltchik e
Medeiros, 2006).

Estudos mais aprofundados sobre lagoas temporarias sdo extremamente importantes
e necessarios, por permitirem conhecer as comunidades ali existentes, as dinamicas
populacionais e a histéria de vida das espécies. Por serem pequenos e de facil “manuseio”,
sdo ideais para a pratica de estudos ecoldgicos. (Blaustein e Schwartz, 2001). Investigar a
fundo a ecologia desses ecossistemas contribui de maneira significativa para o

conhecimento da biodiversidade global.

1.2.Diversidade funcional da comunidade zooplancténica

Na tentativa de conservar e compreender o funcionamento dos ecossistemas, é
fundamental o conhecimento dos processos que influenciam a distribui¢do das espécies, em
escalas menores e também a niveis globais (Ricklefs, 1987). A diversidade biol6gica dos
ecossistemas tem sido investigada, nas ultimas décadas, com o auxilio de muitas teorias
ecoldgicas de comunidades, que abordam padrdes espaciais e temporais, tais como a teoria
da biogeografia de ilhas (Macarthur e Wilson, 1967) e a teoria da sucessdo ecoldgica
(Gleason, 1927).

Ecossistemas possuem caracteristicas muito peculiares, o que torna dificil a
utilizacdo de padrbes generalizados na investigacdo da biodiversidade (Simberloff, 2004).
Com base na complexidade dos ambientes, tém surgido nos ultimos anos muitas maneiras
de conhecer essa biodiversidade, porém dificilmente uma Unica forma conseguira sozinha
descrevé-la de maneira satisfatéria, ja& que as varias medidas de biodiversidade sdo, na
maioria das vezes, complementares (Magurran, 2004; Buckland et al., 2005; Ricotta, 2005).

Meétricas classicas sdo muito utilizadas para mensurar a diversidade bioldgica, como indices
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de Shannon-Wiener, Simpson e Equitabilidade. Porém, essas medidas sdo falhas na
predicdo da estrutura e do funcionamento do ecossistema, ja que consideram somente o0
numero de espécies e 0 quanto esse numero representa na quantificacdo, e ndo captam as
respostas das especies a influéncia ambiental (Cianciaruso et al., 2009). Diferentemente
dessas meétricas, outra forma de medida, a diversidade funcional, considera aspectos
funcionais abordando caracteristicas comportamentais, fisioldgicas, morfoldgicas e do ciclo
de vida dos individuos. Essas caracteristicas podem ser denominadas “tragos funcionais das
espécies” (Violle et al., 2007; Webb et al., 2010; Litchman et al., 2013).

A partir dos tracos funcionais dos individuos, as espécies podem ser classificadas
em grupos funcionais, sendo elas relacionadas diretamente entre si pelas funcdes que
desempenham no ecossistema. Cada espécie identificada pode possuir um nimero extenso
de tracos funcionais, porém, por varios motivos, muitas vezes a utilizacdo de todos eles se
torna inviavel. No caso da comunidade zooplanctonica, por exemplo, muitos dos tragos sdo
de dificil acesso ou ndo estdo disponiveis para exploracdo (Barnett et al., 2007; Litchman et
al., 2013). Entdo, de acordo com as caracteristicas das espécies, do ambiente e do objetivo
do estudo alguns tragos sdo definidos para se conhecer os grupos funcionais.

Grupos funcionais sdo agrupamentos das espécies que apresentam mesmos tracos
funcionais e que respondem de maneira equivalente as caracteristicas ambientais,
independente dessas espécies possuirem ou ndo relacoes filogenéticas (Lavorel et al., 1997;
Mcgill et al., 2006; Litchman et al., 2013). A diversidade funcional aborda caracteristicas
importantes das espécies e por isso consegue diagnosticar a estrutura das comunidades que
compdem o ecossistema (Mcgill et al., 2006; Smith et al.,, 2013). Altos valores de
diversidade funcional podem estar relacionados a otimizacdo dos recursos disponiveis e de
equilibrio ecossistémico (Sobral e Cianciaruso, 2012).

Embora representem uma parcela muito importante nos ecossistemas aquaticos,
poucos estudos relacionados a tracos funcionais de espécies zooplancténicas ja foram
realizados, diferentemente de outros grupos biolégicos. Como organismos zooplanctdnicos
sdo bons indicadores ambientais, as condi¢des do ecossistema local podem atuar como
filtros, propiciando a coexisténcia de grupos com caracteristicas funcionais equivalentes
(Webb et al., 2002; Sobral e Cianciaruso, 2012). Poucos autores abordaram tracos
funcionais em zooplancton (Barnett et al., 2007; Litchman et al., 2013; Vogt et al., 2013) e

alguns poucos trabalhos utilizaram diversidade funcional com o objetivo de compreender
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como as intervencgdes nos ecossistemas impactam organismos zooplancténicos (Barnett e
Beisner, 2007; Sodré, 2014; Silva, 2015).

Nos ecossistemas aquaticos, 0s organismos zooplanctdnicos representam o principal
consumidor primario. Eles sdo dotados de uma alta diversidade de tragos funcionais, de
estratégias ecoldgicas e sdo influentes em outros niveis tréficos. Descrever as
caracteristicas funcionais destes organismos contribui para a compreensdo de selecdo de
diversos padrfes que atuam em diferentes ecossistemas e 0 quanto e como estdo
relacionados com padrbes ambientais. (Litchman et al., 2013). Conhecer as mudangas nos
aspectos funcionais das comunidades e sua composicao é fundamental na compreensao dos
padrdes ecoldgicos que moldam o ecossistema (Petchey e Gaston, 2006).

No intuito de investigar as funcionalidades das populacdes, foram estudados oito
ambientes aquéaticos temporarios do noroeste de Minas Gerais, Brasil, nos municipios de
Lagoa Grande e Urucuia, a fim de conhecer a diversidade funcional da comunidade
zooplancténica com o intento de contribuir para um maior conhecimento sobre esse tipo de

ecossistema.
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2. Objetivo

Esse trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade taxonomica e funcional da
comunidade zooplancténica de oito lagoas temporéarias localizadas nos municipios de

Lagoa Grande e Urucuia, no noroeste de Minas Gerais, Brasil.

2.1 Objetivos especificos:
» Avaliar a composicdo de espécies de oito lagoas temporarias do noroeste de Minas

Gerais.

» Conhecer os tracos, grupos e diversidade funcionais correspondentes as espécies

zooplancténicas presentes nas lagoas temporarias amostradas.
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3. Metodologia

3.1. Area de estudo

Os dados amostrais foram coletados em oito ambientes aquéticos temporarios,
localizados nos municipios de Urucuia - MG e Lagoa Grande - MG, Brasil (Figura 1.1.),
entre os dias 31 de janeiro e 02 de fevereiro de 2017, tendo sido amostrados sete ambientes

no municipio de Urucuia e um ambiente no municipio de Lagoa Grande.

15:06
=

N

]

15,00

@

URUCUIA

LAGOA GRANDE

G

20.00

Legenda:

Lagoas temporarias
Lagoa Grande (LG)

Urucuia (U1 2 U7)

- 1
.00 45.00 .00

Figura 1.1. Mapa de localizacdo das areas de estudo, com sete lagoas temporarias
amostradas no municipio de Urucuia-MG, denominadas de Ul a U7, e uma lagoa
temporaria no municipio de Lagoa Grande-MG, denominada de LG.
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Os codigos de denominagdo e as coordenadas geogréficas dos ambientes de coleta

estdo apresentados na Tabela 1.1. Uma visdo geral dos pontos esta apresentada nas Figuras

1.2e1.3).

Tabela 1.1. Codigos de denominacdo, localizacdo e coordenadas geograficas
das oito lagoas temporéarias amostradas.

Ponto de Coleta Municipio Coordenadas Geograficas
Ul Urucuia-MG 16°06'54.4"S 45°37'06.5"W
u2 Urucuia-MG 16°07'02.3"S 45°34'14.5"W
U3 Urucuia-MG 16°07'02.3"S 45°34'14.5"W
U4 Urucuia-MG 16°07'01.8"S 45°32'16.8"W
U5 Urucuia-MG 16°07'10.4"S 45°34'11.5"W
U6 Urucuia-MG 16°07'32.4"S 45°34'29.6"W
u7 Urucuia-MG 16°07'11.5"S 45°34'28.6"W
LG Lagoa Grande-MG 17°48'01.1"S 46°33'41.8"W

3.2 Variaveis ambientais

A fim de caracterizar os ambientes amostrados, foram aferidas algumas

caracteristicas ambientais, tais como:

» Profundidade e transparéncia da agua

A profundidade dos ambientes amostrados foi determinada através de corda

graduada, amarrada a um peso. A transparéncia da agua foi determinada pela medida da

profundidade de desaparecimento visual de um Disco de Secchi (0,30m de didmetro e cor

branca) abaixado verticalmente na coluna d’4gua.



Figura 1.2. Viséo geral das lagoas temporarias durante o periodo
de coleta (31/01 a 02/02/2017). As lagoas denominadas de Ul a
U4 séo localizadas no municipio de Urucuia-MG.
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Figura 1.3. Visdo geral das lagoas temporérias durante o
periodo de coleta (31/01 a 02/02/2017). As lagoas denominadas
de U5 a U7 sdo localizadas no municipio de Urucuia-MG, e
LG, localizada no municipio de Lagoa Grande-MG.
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*  pH e condutividade elétrica

As medicbes de pH e condutividade elétrica da agua coletada nos ambientes
estudados foram medidas por meio de medidor de pH de bancada Analion PM608 e de
condutivimetro de bancada Analion C708. Devido a um problema com a sonda
multipardmetro YSI em campo, ndo foi possivel realizar medicOes das demais variaveis

ambientais in situ.

» Determinacdo da concentracdo de nutrientes totais

Para a analise da concentracdo de nutrientes totais (nitrogénio total e fosforo total)
as amostras de agua foram coletadas manualmente na regido subsuperficial com garrafas de
polietileno (1 litro). Os recipientes contendo a agua para analise foram mantidos resfriados
desde o campo até ao laboratdrio, onde foram refrigerados a 0°C para posterior analise dos
nutrientes totais. A quantificacdo de nitrogénio total Kjeldahl foi realizada por método
titulométrico (Mackereth et al., 1978). A concentracdo de fosforo total foi obtida por

método espectrofotométrico (Valderrama, 1981).

» Determinacao da concentracdo de solidos suspensos

Para as determinacdes da concentracdo dos sélidos suspensos (total, organico e
inorganico), foi utilizado o método gravimétrico (Cole, 1975). Apds a coleta foram filtrados
volumes conhecidos de amostras, utilizando-se microfiltros de fibra de vidro GF-C de
45mm (1,2 pm de porosidade), previamente calcinados em forno mufla a 450°C. Os
microfiltros foram pesados em balanca microanalitica Sartorius modelo MC21S (1ug de

preciséo).

» Determinagdo da concentracéo de clorofila a

A concentragdo de clorofila a foi obtida a partir de amostras coletadas na superficie,
através do metodo de extragdo com acetona 90% (Golterman et al., 1978). As leituras foram

realizadas em espectrofotdometro HACH DR5000, nos comprimentos de onda de 663 nm e
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750 nm, das amostras com e sem acidificagdo, utilizando-se como branco a solucdo de

acetona 90%. Para a acidificacdo das amostras, foram utilizadas 2 gotas de HCL (0,1 N).

3.3. Comunidade zooplanctonica

Os organismos zooplancténicos foram coletados utilizando-se rede de plancton de
abertura de malha de 68 um, por meio de arrastos horizontais e, em seguida, foram fixados
em formol 4%. A identificagdo dos espécimes em nivel de especie foi feita por meio de
bibliografia especializada (Smirnov, 1974; Reid, 1985; Koste, 1986; Segers, 1995; EImoor-
Loureiro, 1997; Sinev, 2001; Nogrady, 2002; Rabet, 2006; Gomes E Souza, 2008; Van
Damme et al., 2010; Rogers, 2013; Barros-Alves et al., 2016). Para as analises qualitativa e
quantitativa, foi utilizado um microscopio estereoscépico de marca Leica® modelo MZ6
com aumento de até 50 vezes, e um microscopio Optico da marca Zeiss®, com camara clara
e com aumento de até 1000 vezes, ambos com ocular milimetrada. Para uma estimativa da
densidade populacional (individuos.m™), os individuos de sub-amostras foram contados em
camara de Sedgewick-Rafter (Rotifera e protozoarios), sob microscopio 6ptico, e em placas
de acrilico quadriculadas (Anostraca, Cladocera e Copepoda), sob microscépio

estereoscopico.

3.4 Diversidade funcional

A investigacdo da diversidade funcional iniciou-se com a classificacdo das espécies
de acordo com seus tracos funcionais. Para o sucesso da analise, € imprescindivel que os
tracos escolhidos estejam disponiveis para todas as espécies, para que os resultados tenham
significancia. Assim sendo, para este estudo, foram selecionados dez tragos funcionais para
todas as espécies das lagoas amostradas: (1) grupo trofico (herbivoros, carnivoros e
onivoros); (2) habitos alimentares (raspadores, suspensivoros, raptoriais, sugadores e 0s que
se alimentam por meio de pseuddpodes); (3) tipo de reproducédo (sexuada, assexuada ou
ambos); (4) tamanho das particulas de alimentos (pequena (P), de pequena a média (P-M) e
de média a grande (M-G); (5) habitat (peldgico ou litoraneo); (6) nimero de geracBes por

ano / periodo de inundacdo (univoltina ou multivoltina); (7) fecundidade (baixa, média ou
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alta); (8) duragdo do desenvolvimento embrionério (baixo, médio ou alto); (9) idade da
primeira reproducdo (baixa, média ou alta); e (10) longevidade (baixa, média ou alta)
(Barnett, et al., 2007; Litchman et al. 2013).

Com relacdo ao grupo trofico, considerou-se a alimentacdo predominante de cada
espécie, embora alguma delas apresente certa flexibilidade no tipo de alimento ingerido,
por exemplo, alguns herbivoros também podem se alimentar de bactérias; foram
consideradas espécies omnivoras que nao tém dieta restrita, com dois ou mais tipos de
preferéncia alimentar. Quanto aos habitos alimentares, os raspadores foram considerados
aqueles que capturam particulas associadas a qualquer tipo de substrato; suspensivoros
geram fluxo de &gua na busca de alimentos, capturando as particulas em suspenséo (busca
ativa e captura passiva); raptoriais sdo os predadores (tanto a busca como a captura dos
alimentos estdo ativos); sugadores sao aqueles que capturam e sugam algas ou pequenos
animais por succao e aqueles que usam pseuddpodes na captura de alimentos (protozoarios
amebdides). Os tamanhos das particulas alimentares foram baseados nos tamanhos de
grupos plancténicos apresentados por Kalff (2002). Para este estudo, foram estabelecidas
trés faixas de tamanhos: P (particulas pequenas); P-M (particulas pequenas a médias) e M-
G (particulas médias a grandes), e considerado o intervalo de alimentacdo predominante
para cada espécie, uma vez que ndo necessariamente a alimentacdo dos animais é
estritamente restrita as classes de tamanho estabelecidas. Considerou-se particulas de P
menores do que 2 um, isto é, virus e bactérias menores que 0,2 um e 0 nanoplancton
(fitoplancton menor, de tamanho entre 0,5 a 2 um), fonte de alimento para Protozoarios e
Rotifera, embora também possam ser parte da alimentacdo de crustaceos filtradores.
Considerou-se de tamanho P-M particulas de 2 a 70 um, ou seja, o nanoplancton (de 2 a 30
um, fitoplancton frequentemente flagelado, a principal fonte de alimento para micro e
macrozooplancton) e microplancton (30 a 70 um, alimento para macrozooplancton).
Considerou-se de tamanho M-G as particulas alimentares acima de 70 pum, que incluem
microplancton> 70 pum (alimento para macrozooplancton e omnivoros pelagicos ou
bentdnicos), mesoplancton (200-20.000 pm, células grandes e coloniais), além de

protozoarios e animais do micro e macrozooplancton.

Em relacdo ao habitat, embora as lagoas estudadas sejam muito pequenas e
superficiais, o que torna dificil separar a espécie, a classificacdo levou em consideragdo as

espécies que normalmente vivem em aguas abertas (pelagicas) ou aquelas que geralmente
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associam algum tipo de substrato, tais como macrofitas, algas filamentosas ou sedimentos

(litoraneas), de acordo com a literatura.

Para o tipo de reproducdo, além de considerar sexuada e assexuada, foi considerada
uma terceira classificacdo para espécies que apresentam ambos os tipos de reproducao,
como claddceros, por exemplo. Essa combinacdo dos dois tipos de reproducdo €
especialmente importante em ecossistemas temporarios, porque a reproducdo ocorre de
forma assexuada (por partenogénese) no periodo de inundacdo, mas o estresse causado
guando o0 meio ambiente esta secando induz a formacdo de ovos resistentes atraves da
reproducdo sexual. Neste traco funcional, foi considerada a reproducdo predominante para
cada espécie, embora possa haver mudancas dependendo das condigdes ambientais.

Para classificar os organismos quanto ao nimero de gestacGes a cada cheia dos
ambientes, os organismos foram denominados univoltinos (que se reproduzem apenas uma
vez, resultando em apenas uma geracdo a cada cheia) e multivoltinos (que se reproduzem
mais de uma vez por cheia). Para a fecundidade (nUmero de ovos produzidos por fémea),
estabeleceu-se trés intervalos: baixa, média e alta. Como baixa fecundidade foi considerada
a producdo de 1 a 2 ovos por fémea; média, de 3 a 20 ovos; e alta fecundidade, mais de 20
ovos. Para nauplios e copepoditos, a fecundidade foi considerada nula, uma vez que ainda
ndo estdo no estdgio reprodutivo. Para protozoarios, que ndo produzem ovos, foi
estabelecida a de nimero 1, uma vez que se reproduzem por biparticdo e cada individuo
que se divide acrescenta um novo individuo & populacéo (Kalff, 2002).

Durante o desenvolvimento embrionério, também foram considerados trés
intervalos: baixo, quando o desenvolvimento embrionario ocorre em menos de 1 dia;
médio, quando o desenvolvimento se da entre 1 e 1,5 dias; e alto para tempo de
desenvolvimento embrionéario superior a 1,5 dias. Embora os protozoarios ndo tenham
desenvolvimento embrionrio, estes foram incluidos na categoria baixa, ja que o tempo
necessario para gerar um novo individuo por biparticdo € muito curto. E por fim, para a
média de idade da primeira reproducdo, em dias, estabeleceu-se baixa idade, menos de 2
dias; média, entre 2 e 5 dias; e alta, acima de 5 dias. Para a longevidade (em dias), a baixa,
longevidade é inferior a 10 dias; a média, entre 10 e 20 dias, e alta, acima de 20 dias. Para

as novas fases de Copepoda Cyclopoida, foi atribuida como longevidade a duragdo do
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desenvolvimento de cada uma delas, isto €, de nauplios a copepoditos e de copepoditos a

adultos.

Apobs a classificacdo por tracos, a definicdo dos grupos funcionais foi realizada por
analise multivariada de agrupamento, a partir dos dados de tracos de cada espécie (Pla et
al., 2012). O método de agrupamento utilizado foi o de Ward, que produz agrupamentos
mais bem definidos que outros métodos. O software utilizado foi o gratuito R 3.4.2 (R
Development Core Team, 2017), utilizando o pacote FD (Laliberté e Legendre, 2010;
Laliberté et al., 2014). Para verificar a existéncia de correlacdo entre 0s parametros
ambientais e os grupos funcionais, foi realizada analise de correspondéncia candnica (CCA)
por meio do software gratuito R 3.4.2 (R Development Core Team, 2017). Foi analisado
também o nivel de significancia entre pardmetros ambientais e bidticos, por meio do teste

de Monte Carlo, estabelecendo-se valor de p<0,5.

Foi calculado o indice de dispersdo funcional (FDis), que reflete como as espécies
estdo distribuidas no ambiente, relacionando também o numero de tracos funcionais, o
nimero de espécies e suas respectivas abundancias. Com isso, € possivel prever se a
distribuicdo das espécies se da de maneira convergente (baixa diversidade funcional) ou
divergente (alta diversidade funcional) (Laliberté e Legendre, 2010). Esse indice foi
calculado a partir de duas matrizes: espécies x tracos funcionais e espécies x abundancias

relativas, por meio do pacote FD do software gratuito R 3.4.2.

Para analise da diversidade taxonémica, foram calculados indices de Riqueza e de
Diversidade Shannon (H’), através do pacote Vegan do software gratuito R 3.4.2.

3.5 Célculo da biomassa das espécies zooplanctdnicas

Para as principais espécies de rotiferos, a estimativa da biomassa foi realizada por
técnica na qual é calculado o biovolume por meio de formulas matematicas especificas
correspondentes as formas geométricas que mais se assemelham aos individuos (Ruttner-
Kolisko, 1977). Foram medidos 30 individuos de cada espécie sob microscépio Optico

munido de ocular micrometrada. Apds o volume ser estimado, este é convertido em peso
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imido considerando a densidade especifica de 1,0 (1 pm? = 10 pg peso tmido), utilizando

fator de correcdo 0,1 para a conversdo de peso Umido em peso seco (Bottrell et al., 1976).

Para Cladocera e Copepoda, a biomassa foi determinada por regressao linear
conforme Bottrell et al. (1976), relacionando comprimento corporal (mm) e peso seco (ug).

Foram medidos 30 individuos de cada espécie. Essa regressdo linear baseia-se na formula

abaixo:
LnW=Lna+blLnL
Lna B
Cladocera 1,7512 2,6530
Copepoda 1,9526 2,3990
onde:

a e B sdo constantes obtidas no modelo de regressdo linear entre peso e comprimento; L é 0

comprimento médio (mm); n é o numero de observacgdes; e W é o peso médio.
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4, Resultados

4.1. Variaveis ambientais

As medidas registradas para as variaveis ambientais nos oito ecossistemas aquaticos
temporarios do noroeste de Minas Gerais expressaram que, em geral, a transparéncia da
agua esteve baixa, ndo ultrapassando 10 cm. O menor valor de transparéncia foi de 2 cm.
Os valores de pH foram de levemente &cidos a neutros, variando de 5,91 a 7,27. A
condutividade elétrica das amostras de agua das lagoas esteve entre 18,9 a 58,4 uS.cm-.
Para nitrogénio total (Nt), os valores foram relativamente altos em todos os ambientes,
variando de 2.216 a 4.733 ug.L™, sendo que, apenas para o ponto de coleta LG, no foi
possivel quantificar a concentracdo do Nt pela técnica utilizada. As concentracdes de
fosforo total (Pt) dos pontos amostrados variaram de 92,5 a 1714 (ugL™). As
concentracdes de solidos suspensos totais tiveram grande variacdo, ficando entre 19,89 e
833,86 mgL™, sendo que a parcela de material suspenso inorganico variou de 15,37 a
707,48 mgL™, enquanto que o material suspenso organico teve variagio entre 4,52 e 126,38
mgL™ entre os ambientes amostrados. As concentracdes de clorofila a foram muito baixas,
com valores variando de 0,010 a 0,123 ug/L™. Na tabela 1.2 s&o apresentados os valores

das variaveis ambientais de cada ponto amostrado.

Tabela 1.2. Valores registrados para as variaveis ambientais de oito ecossistemas aquaticos
temporarios do noroeste de Minas Gerais. Prof. = profundidade; Transp. = transparéncia;
Cond. = condutividade; Nt = nitrogénio total; Pt = fosforo total; St = sélidos suspensos
totais; MI = fracdo inorganica dos sélidos suspensos; MO = fracdo orgénica dos solidos
suspensos; Clor. a = Clorofila a; Temp amb. = temperatura ambiente

Prof.  Transp. Cond. Nt Pt St Ml MO Clor. a Temp. amb

em  em "7 Send) @elh) elh (LY (molh) (gl @er?) ()
ul 25 5 591 18.9 2.233 13333 22534 198,74 26,60 0,025 35
u2 30 5 7.27 58.4 2.300 92,50 136,50 12227 14,23 0,067 22
U3 35 5 6.61 427 4.450 110,00 47,50 39,51 7,99 0,018 22
U4 15 5 7.23 53.3 4733 147,50 59,89 52,34 7,56 0,123 35
us 20 7 6.56 39.1 2.216 88,33 19,89 15,37 4,52 0,010 35
ué 30 5 6.58 325 2.083 90,83 37,69 3121 6,48 0,037 30
u7 10 10 6.65 338 3.000 110,83 39,42 25,02 14,40 0,052 33

LG 8 2 6.55 30.8 - 171416 83386 70748 12638 0,019 33
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4.2 Comunidade zooplanctonica

Composicao de espécies

As comunidades zooplanctonicas dos oito ambientes amostrados sdo compostas de
espécies da ordem Anostraca, dos grupos de microcrustaceos Cladocera e Copepoda, do
Filo Rotifera e também de protozoarios. Em geral, 0s grupos zooplanctdnicos apresentaram
distribuicdo parecida entre os ambientes, com relacdo a riqueza de espécies. Foram
identificadas um total de 28 espécies, sendo que, dentre os grupos observados, Rotifera foi
0 que apresentou 0 maior numero de taxons (11). Cladocera foi o segundo grupo com maior
numero de taxons, contendo sete espécies, seguido do grupo Copepoda com cinco taxons.
Duas espécies do Anostraca Dendrocephalus foram registradas, em sete dos oito pontos
amostrados. A tabela 1.3 apresenta a relacdo das espécies registradas para cada ponto

amostrado.

As espécies, de um modo geral, ocorreram de maneira bem distribuida entre os
pontos amostrados. Os Anostraca ocorreram de maneira frequente nos oito pontos
amostrados, sendo uma das espécies, Dendrocephalus brasiliensis, localizada em seis dos
oito pontos, e a outra espécie, Dendrocephalus thieryi, localizada em apenas um dos
pontos. Dentre os claddceros, a espécie de maior ocorréncia nos ecossistemas estudados foi
a Moina minuta, que foi registrada em 87,5% dos pontos amostrados, seguida de
Simocephalus latirostris, que ocorreu em 50% dos pontos. As demais espécies de
cladéceros ocorreram de maneira esporadica e pouco frequente. No grupo Copepoda, a
maior frequéncia de ocorréncia dos taxons registada se deu para copepoditos e nauplios de
Cyclopoida (sem diferenciacdo entre espécies), que estiveram presentes em 65% e 50% dos
pontos amostrados, respectivamente. Os demais tdxons do grupo ndo estiveram presentes
em muitos dos pontos. Rotifera, embora seja 0 grupo com o maior nimero de tdxons nos
ambientes de coleta, foi 0 grupo cujas espécies ocorreram de maneira mais distribuida entre
0s pontos, sendo todas pouco frequentes e esporadicas em cada um dos ambientes
estudados. O grupo dos protozoarios, de modo geral, ocorreu de maneira esporadica nos
pontos amostrados. A Tabela 1.4 representa a frequéncia de ocorréncia de todas as espécies

amostradas nos oito ambientes amostrados.
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Tabela 1.3. Densidades numéricas (ind m™) das espécies e fases de desenvolvimento
registradas para os principais grupos da comunidade zooplancténica amostrada em oito lagoas
temporarias do noroeste de Minas Gerais. De U1 a U7 sdo lagoas amostradas no municipio de

Urucuia-MG e LG, a lagoa amostrada no municipio de Lagoa Grande-MG.

Ul U2

U3

U4

us U6

u7

LG

Anostraca
Dendrocephalus brasiliensis
Dendrocephalus thieryi

145
58

86

108

45 117

230

Cladocera
Alona glabra

Ceriodaphnia cornuta cornuta
Ceriodaphnia cornuta righaudi

Ilyocryptus spnifer
Macrothrix squamosa
Moina minuta
Simocephalus latirostris

840 157
57

900
20

48

42

1000
42

250
700

500
300
4719
990

3200

Copepoda

Cyclopoida

Mesocyclops longisetus
Thermocyclops decipiens
Thermocyclops minutus
Copepoditos de Cyclopoida
Nauplios de Cyclopoida

230 168
1447
1415

330

0,3

22
27

9000 39750
160000 9000

820

160

Rotifera

Asplanchna sieboldi
Brachionus angularis
Brachionus calyciflorus
Lecane bulla

Lecane curvicornis
Lecane furcata

Lecane lunaris

Lecane papuana
Plathionus patulus
Polyarthra aff vulgaris
Bdelloidea

157

340

800
1600
900
507

1200

1000

2250

1250

58500

100

500
230
1900

500
702

4000

Protozoa

Arcella mitrata
Difflugia corona
Difflugia oblonga

750
3750
750

Densidade total

2775 6054

3536

213

175128 111117 12211

7590
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Tabela 1.4. Lista de espécies e fases de desenvolvimento da comunidade zooplancténica,
suas frequéncias de ocorréncia (%) e a respectiva classificacdo de frequéncia para oito lagoas
temporarias do noroeste de Minas Gerais. De U1 a U7 sdo lagoas amostradas no municipio de
Urucuia-MG e LG, amostrada no municipio de Lagoa Grande-MG.

ur U2 U3 U4 Us Us U7 LG FO% Classificacdo

Anostraca

Dendrocephalus brasiliensis * * * * * 75,0 Frequente
Dendrocephalus thieryi * * 125  Esporadica
Cladocera

Alona glabra * 12,5  Esporadica
Ceriodaphnia cornuta cornuta * 12,5  Esporadica
Ceriodaphnia cornuta righaudi * 12,5  Esporadica
llyocryptus spnifer * * 25,0 Pouco frequente
Macrothrix squamosa * 12,5 Esporadica
Moina minuta * * * * * * * 87,5 Muito frequente
Simocephalus latirostris * * * * 50,0 Frequente
Copepoda

Cyclopoida

Mesocyclops longisetus * 12,5  Esporadica
Thermocyclops decipiens * * * 37,5 Pouco frequente
Thermocyclops minutus * * 25,0 Pouco frequente
Copepoditos de Cyclopoida * * * * * 65,5 Frequente
Néuplios de Cyclopoida * * * * 50,0 Frequente
Rotifera

Asplanchna sieboldi * * 25,0 Pouco frequente
Brachionus angularis * 12,5 Esporadica
Brachionus calyciflorus * 12,5  Esporadica
Lecane bulla * 12,5  Esporadica
Lecane curvicornis * * 25,0 Pouco frequente
Lecane furcata * 12,5 Pouco frequente
Lecane lunaris * * * 37,5 Pouco frequente
Lecane papuana * 125  Esporadica
Plathionus patulus * * * 37,5 Pouco frequente
Polyarthra aff vulgaris * * 25,0 Pouco frequente
Bdelloidea * * * 37,5 Pouco frequente
Protozoa

Arcella mitrata * 12,5 Esporadica
Difflugia corona * 12,5  Esporadica
Difflugia oblonga * 12,5  Esporadica
Riqueza total 6 10 6 8 8 7 13 4

Para investigar correlacGes entre varidveis ambientais e a densidade da comunidade
zooplancténica dos oito ambientes aquaticos temporarios estudados, foi realizada a analise
de correspondéncia candnica (CCA), que esta apresentada na figura 1.4. Os dois primeiros
eixos da CCA explicaram 86,1% dos dados. A analise indica que os grupos Copepoda e
Protozoa estdo relacionados as variaveis condutividade e transparéncia. Rotifera esta
correlacionado com o pH, enquanto os grupos Anostraca e Cladocera estdo relacionados

com as variaveis indicativas de maior trofia, como fdsforo, nitrogénio e solidos totais,
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assim como os ambientes U1, U4, U7 e LG. Os pontos U2, U3 e U6 se correlacionam com

0 pH, e o ponto U5 foi associado as varidveis condutividade e transparéncia.

{30,2%)

Figura 1.4. Anélise de Correspondéncia Canfnica (CCA) aplicada aos
parametros ambientais e a densidade da comunidade zooplanctdnica de oito

(55,9%)

ambientes aquaticos temporarios do noroeste de Minas Gerais.
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A fim de complementar as informacdes sobre o funcionamento dos processos

ecoldgicos nos ecossistemas aquaticos estudados, foi realizada a quantificacdo da biomassa

da comunidade zooplanctonica, expressa em pg PS m™. Anostraca foi o grupo mais

representativo no que se refere a biomassa. O grupo Copepoda foi o segundo grupo que

representou maior biomassa, seguido de Protozoa. Os menores valores de biomassa foram

dados por Cladocera e Rotifera. A lagoa temporaria amostrada com maior biomassa total

foi U6, seguida de LG e U4. A lagoa que apresentou menor quantidade de biomassa total
foi U7 (Tabela 1.5).
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Tabela 1.5. Biomassa das espécies e fases de desenvolvimento (ug PS m™) registradas para os
grupos da comunidade zooplanctbnica de oitos lagoas temporarias do noroeste de Minas
Gerais. De Ul a U7 sdo lagoas amostradas no municipio de Urucuia-MG e LG, a lagoa

amostrada no municipio de Lagoa Grande-MG.

Ul U2 U3

U4

U5 U6

U7

LG

Anostraca
Dendrocephalus brasiliensis 27405 43000
Dendrocephalus thieryi 106140

183600

13500 257000

391000

Cladocera

Alona glabra

Ceriodaphnia cornuta cornuta

Ceriodaphnia cornuta righaudi

llyocryptus spnifer

Macrothrix squamosa

Moina minuta 941 179 1117
Simocephalus latirostris 213 75

58

72

1118
157

328
906

818
460
5261
3678

3569

Copepoda

Cyclopoida

Mesocyclops longisetus

Thermocyclops decipiens 21 769
Thermocyclops minutus 390 292
Copepoditos de Cyclopoida 3168
N&uplios de Cyclopoida 655

20

29
23

1036 45712
72939 4112

1862

187

Rotifera

Asplanchna sieboldi

Brachionus angularis

Brachionus calyciflorus 314

Lecane bulla

Lecane curvicornis 704

Lecane furcata

Lecane lunaris 166 249
Lecane papuana 192
Plathionus patulus 435 483
Polyarthra aff vulgaris 312

Bdelloidea

89

18

450

3295

11285

194

1035
36,7
393

242
432

880

Protozoa

Arcella mitrata
Difflugia corona
Difflugia oblonga

61425
9375
20873

Biomassa total 108019 32591 45693 183729 98527 400857 14714 395636
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4.3 Diversidade Funcional

A tabela 1.6 contém os tracos funcionais selecionados para a comunidade
zooplancténica das lagoas temporérias explorados neste estudo. Apés a classificacdo da
comunidade zooplanctdnica de acordo com seus tracos funcionais, foi realizada uma analise

multivariada de agrupamento que identificou sete grupos funcionais distintos:

Grupo funcional 1: Copepoda Cyclopoida, carnivoros de habito raptorial. Os
organismos desse grupo raptam particulas alimentares de médio e grande tamanho, séo de
habitat litoraneo e reproducdo sexuada. Se reproduzem mais de um vez por cheia e possuem
altas taxas de fecundidade, de tempo de desenvolvimento, alta idade reprodutiva e também

alta longevidade.

Grupo funcional 2: Anostraca e o Cladocera Simocephalus latirostris. Esse grupo se
caracteriza por organismos herbivoros suspensivoros, que ingerem particulas alimentares de
tamanho pequeno e médio, sdo de habitat pelagico e de reproducdo sexuada (em ambientes
temporarios a reproducédo dos claddceros é predominantemente sexuada). Organismos desse
grupo se assemelham pela alta fecundidade e alta idade da primeira reproducdo, assim

como alta longevidade.

Grupo funcional 3: Esse grupo € composto por todas as espécies de cladoceros
amostrados, com excecdo de Simocephalus latirostris. O grupo se caracteriza por espécies
herbivoras, suspensivoras e raspadoras, que ingerem pequenas e médias particulas
alimentares. Os organismos desse grupo possuem médio tempo de desenvolvimento, assim

como tempo da primeira idade reprodutiva e de longevidade considerado médio.

Grupo funcional 4: Grupo composto por Copepoditos e nauplios de Copepoda
Cyclopoida. Organismos desse grupo sdo onivoros, raptoriais e suspensivoros, habitam
regibes litordneas e pelagicas e sdo semelhantes entre si por ndo estarem em estagio
reprodutivo, tendo nulos os tempos de fecundidade, de desenvolvimento e idade

reprodutiva.



Tabela 1.6. Tragos funcionais listados para as espécies e fases de desenvolvimento registrados em oito lagoas temporarias do noroeste de

Minas Gerais.
o Tamanho Ndamero Tempo Idade
Grupo Habito P . ~ ~ o .
trofico alimentar partlculas Habitat Reproducdo ge ragoe_s Fecund. dese'nvo’lv_. prlmem? Longevidade
alimentares por cheia embrionario reproducao

Anostraca
Dendrocephalus brasiliensis herbivoro suspensivoros P-M pelagico sexuada univoltina alta alto alta alta
Dendrocephalus thieryi herbivoro suspensivoros P-M pelagico sexuada univoltina alta alto alta alta
Cladocera
Alona glabra herbivoro raspador P-M litoraneo ambas multivoltina baixa médio média média
Ceriodaphnia cornuta cornuta herbivoro suspensivoro P-M pelagico ambas multivoltina baixa médio média média
Ceriodaphnia cornuta righaudi herbivoro  suspensivoro P-M pelagico ambas multivoltina baixa médio média média
llyocryptus spnifer herbivoro raspador P-M litoraneo ambas multivoltina média médio média média
Macrothrix squamosa herbivoro raspador P-M litoraneo ambas multivoltina média médio média média
Moina minuta herbivoro  suspensivoro P-M pelagico ambas multivoltina média médio média média
Simocephalus latirostris herbivoro suspensivoro P-M pelagico ambas multivoltina alta médio alta alta
Copepoda
Cyclopoida
Mesocyclops longisetus carnivoro raptorial M-G litoraneo sexuada multivoltina alta alto alta alta
Thermocyclops decipiens carnivoro raptorial M-G litoraneo sexuada multivoltina alta alto alta alta
Thermocyclops minutus carnivoro raptorial M-G litoraneo sexuada multivoltina alta alto alta alta
Copepoditos de Cyclopoida onivoro raptorial M-G litoraneo nula nula nula nulo nula média
Nauplios de Cyclopoida onivoro  suspensivoro P-M pelagico nula nula nula nulo nula baixa
Rotifera
Asplanchna sieboldi onivoro raptorial M-G pelagico assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Brachionus angularis herbivoro  suspensivoro P peldgico  assexuada multivoltina baixa baixo baixa baixa
Brachionus calyciflorus herbivoro suspensivoro P pelagico assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Lecane bulla herbivoro suspensivoro P litordneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Lecane curvicornis herbivoro suspensivoro P litorAneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Lecane furcata herbivoro  suspensivoro P litordneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Lecane lunaris herbivoro suspensivoro P litorAneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Lecane papuana herbivoro suspensivoro P litordneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Plathionus patulus herbivoro suspensivoro P pelagico assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Polyarthra aff vulgaris herbivoro sugador P pelagico assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Bdelloidea herbivoro suspensivoro P litorAneo  assexuada multivoltina baixa baixo baixa baixa
Protozoa
Arcella mitrata onivoro  pseudopodes P litorAneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Difflugia corona onivoro  pseudopodes P litordneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
Difflugia oblonga onivoro  pseudopodes P litorAneo  assexuada  multivoltina baixa baixo baixa baixa
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Grupo funcional 5: Esse grupo todo é composto por Rotifera, todos herbivoros
suspensivoros, que ingerem particulas alimentares de pequeno tamanho e possuem habitat
pelagicos e litoraneos. A reproducéo ¢ assexuada e todos possuem baixa fecundidade, baixo
tempo de desenvolvimento, e a idade da primeira reproducéo e longevidade também séo

baixos.

Grupo funcional 6: Os organismos pertencentes a esse grupo séo todos Protozoa.
S&o onivoros e se alimentam por pseudopodes, ingerem particulas alimentares de pequeno
tamanho. S8o de habitat litoraneo, apenas uma espécie é de habito pelagico (Plathionus
patulus), reproducdo assexuada e possuem fecundidade, tempo de desenvolvimento, idade
da primeira reproducéo e longevidade todos baixos.

Grupo funcional 7: Grupo composto por duas espécies de Rotifera, de habitat
pelagico, uma espécie é onivora raptorial (Asplanchna sieboldi) e outra é herbivora
sugadora (Polyarthra aff vulgaris). Se reproduzem assexuadamente e possuem
fecundidade, tempo de desenvolvimento, idade da primeira reproducdo e longevidade

considerados baixos.

O dendrograma gerado pela anélise de agrupamento a partir dos tragos funcionais de
cada espécie estd apresentado na Figura 1.5. A composicdo de cada grupo funcional
também foi apresentada na Tabela 1.7. Na Tabela 1.8 sdo apresentados os valores de
abundancia relativa de cada grupo funcional, em cada ambiente temporario amostrado. A
partir dos dados de abundancia relativa, foi gerada uma Andélise de Correspondéncia
Candnica, a fim de relacionar a abundancia de cada grupo funcional nos pontos com

parametros ambientais (Figura 1.5).

A anélise de correspondéncia candnica (CCA) referente as abundancias dos grupos
funcionais e as varidveis ambientais registradas nos oito ambientes aquaticos temporarios
explicou, pelos dois primeiros eixos, 73% dos dados. E possivel observar, a partir desta
analise que os grupos funcionais 1 e 5 foram correlacionados aos solidos totais em
suspensdo. O grupo 2 relacionou-se com a profundidade, pH, fésforo e nitrogénio totais. O
grupo 3 e 7 estdo relacionados com transparéncia, e 0s grupo 4 e 6 ndo apresentaram

correlacdo com as variaveis dos ambientes amostrados.
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Lecane bulla —
Lecane curvicornis —
Difflugia oblonga  —
Arcella mitrata  —
Difflugia corona  —
Asplanchna sieboldi i
Polyarthra aff vulgaris

Figura 1.5. Dendrograma de agrupamento dos tragos funcionais definidos para as
espécies zooplanctdnicas coletadas nas oito lagoas temporarias do noroeste de Minas
Gerais.
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Tabela 1.7. Grupos funcionais definidos por andlise de agrupamento dos tragos
funcionais da comunidade zooplancténica de oitos ambientes aquaticos temporérios do
noroeste de Minas Gerais.

Mesocyclops longisetus
Gl Thermocyclops decipiens
Thermocyclops minutus
Simocephalus latirostris
G2 Dendrocephalus brasiliensis
Dendrocephalus thieryi
Alona glabra
llyocryptus spnifer
Macrothrix squamosa
Moina minuta
Ceriodaphnia cornuta cornuta
Ceriodaphnia cornuta righaudi
Copepoditos de Cyclopoida
N4auplios de Cyclopoida
Plathionus patulus
Brachionus angularis
Brachionus calyciflorus
Bdelloidea
G5 Lecane papuana
Lecane lunaris
Lecane furcata
Lecane bulla
Lecane curvicornis
Difflugia oblonga
G6 Arcella mitrata
Difflugia corona
Asplanchna sieboldi
Polyarthra aff vulgaris

G3

G4

G7
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Tabela 1.8. Abundancia relativa (%) dos grupos funcionais definidos para a comunidade de
organismos zooplanctonicos de oitos ambientes aquéticos temporarios do noroeste de Minas
Gerais.

Ul U2 U3 U4 U5 u6 u7 LG
Gl 16,7 20 16,7 12,5 0 0 7,7 0
G2 16,7 20 333 12,5 25 14,2 7,7 25
G3 16,7 10 16,7 25 25 0 38,5 25
G4 0 20 0 25 25 28,6 0 25
G5 33,2 30 33,3 12,5 125 28,6 30,8 25
G6 0 0 0 0 125 28,6 0 0
G7 16,7 0 0 12,5 0 0 15,3 0
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Figura 1.6. Analise de Correspondéncia Canbnica (CCA) aplicada aos parametros

ambientais e as abundancias relativas dos sete grupos funcionais da comunidade
zooplanctdnica das oito lagoas temporarias do noroeste de Minas Gerais.
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Em geral todos os ambientes apresentaram baixa diversidade funcional (FDis),
tendo esse indice variado de 0,12 a 0,45. O menor valor foi registrado no ambiente LG e 0
maior valor em U2. O indice de diversidade Shannon (H”) variou de 0,78, em US, a 1,74,
no ambiente U2. Com relacdo a riqueza de espécies, em geral os ambientes apresentaram
valores baixos, variando entre 4 e 13 espécies. O ambiente com maior indice foi o U7, com

13 espécies, e a menor riqueza de espécies foi encontrada no ambiente de LG.

Na tabela 1.9, sdo apresentados os pontos amostrados, com os valores de cada indice

de diversidade.

Tabela 1.9. Indices de Riqueza, Diversidade de Shannon (H’) e Diversidade
Funcional (FDis) calculados para a comunidade zooplanctonica dos oito ambientes
temporarios no noroeste de Minas Gerais.

Riqueza Diversidade de Di\_/e rsidade_
Shannon (H") Funcional (FDis)
Ul 6 1.57 0,21
U2 10 1,74 0,45
U3 6 141 0,25
U4 8 1,35 0,39
U5 8 0,78 0,26
U6 7 1,22 0,31
u7 13 0,94 0,28

LG 4 0,88 0,12
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5. Discussao

Lagoas temporérias e comunidade zooplanctonica

Ecossistemas aquéaticos temporarios possuem uma grande importancia evolutiva e
ecologica, abrigando comunidades adaptadas fisiologicamente e que desenvolvem
mecanismos eficazes e diversificados para sua colonizacdo, permanéncia e reproducéo.
Fatores importantes, como precipitacdo pluviométrica e taxas de evaporagdo causam
impacto significativo na dindmica desses ecossistemas (Tundisi e Matsumura Tundisi,
2008). Ambientes temporarios sdo ecossistemas de espécies raras. Um trabalho realizado na
Gré-Bretanha expbs que, além de abrigar plantas e anfibios raros, 25% das espécies de
invertebrados de agua doce ameacadas de extingdo habitam aguas temporarias, sendo esses
ambientes locais de muito endemismo que abrigam espécies incomuns (Collinson et al.,
1995).

Os periodos marcados pelas estacfes secas e chuvosas influenciam na flutuacdo do
nivel de 4gua desses ecossistemas e, como consequéncia tem suas caracteristicas fisicas e
quimicas alteradas (Maltchik et al., 1999). Nesse tipo de ambiente, as variacGes de
salinidade e turbidez, por exemplo, sdo em parte justificadas por essas flutuaces nos niveis
de agua (Tundisi e Matsumura Tundisi, 2008).

As lagoas amostradas no presente estudo possuem profundidade baixa (8 a 30 cm), a
qual esta diretamente relacionada a alta turbidez e baixa transparéncia (2 a 10 cm) desses
ecossistemas. Em geral, as varidveis ambientais dos ecossistemas amostrados estiveram
dentro do considerado propicio para o desenvolvimento de diversos grupos de organismos.
O pH dos ambientes variou de levemente &cido a neutro (5,91 a 7,27), estando bem
proximo do aceitavel para a maioria dos corpos d’agua continentais, cujos valores de pH
variam de 6,5 a 8,5 (Margalef, 1983; Esteves, 1998). O pH pode também estar muitas vezes
relacionado com a condutividade elétrica (Hutchinson, 1957; Wetzel e Likens, 1991;
Wetzel, 1993). Nos ambientes amostrados, onde o pH esteve mais elevado, a condutividade
acompanhou proporcionalmente essa elevacao, se comparada com ambientes onde o pH se
manteve mais baixo, embora em geral todos os pontos apresentaram valores baixos de

condutividade. O pH também pode ser influenciado por outros fatores, tais como a geologia
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do ambiente, processos biolégicos como a decomposicdo da matéria organica e a

respiracdo, precipitacdo, dentre outros (Wetzel e Likens, 1991; Esteves, 1998).

Os solidos suspensos totais tiveram uma maior parcela composta por material
inorganico em todos os ambientes amostrados, com porcentagens variando de 63,5% (U7) a
89,6% (U2). O fato das lagoas estudadas serem, em sua maioria, desprovidas de vegetacao
em seu entorno, pode estar relacionado com altos valores de sdlidos em suspenséo e matéria
inorganica, fato esse também observado por Sahuquillo et al. (2012). Os maiores valores de
solidos totais foram registrados na LG, seguida de U1, que apresentaram também os
maiores valores numéricos de matéria organica, embora os ambientes U5 e U7 tenham tido
uma maior propor¢do de matéria organica em relacdo aos solidos totais (22,7 e 36,5%,
respectivamente). A quantidade de matéria organica foi, portanto, mais baixa do que a
inorganica em todas as lagoas estudadas. A matéria organica pode estar fortemente
relacionada com o tipo de sedimento e com o hidroperiodo, ja que entre uma cheia e outra,
o0 sedimento seca podendo vir a formar uma camada de matéria organica (Sahuquillo et al.,
2012). Além disso, o tipo de ocupacdo do solo do entorno dos ambientes também tem papel
determinante na composicao dos solidos suspensos na agua. Observa-se, por exemplo, que
U7, com maior porcentagem de matéria organica quando comparado aos demais ambientes,
tem o fundo praticamente coberto por gramineas e macrofitas aquaticas (Figura 1.2), que
sdo fonte de matéria organica para esse ambiente. O segundo ambiente com maior
porcentagem de matéria organica (U5) tem uma maior quantidade de vegetacdo nas
margens 0 que aumenta também a visita de animais como aves. O ambiente L.G., que
possui uma quantidade de material suspenso bem superior aos demais, sendo composto por
15,2% de matéria organica, possui também o fundo praticamente coberto por gramineas e
serve como area de dessedentacdo de gado e, portanto, plantas e dejetos dos animais
contribuem para maior quantidade de material em suspensdo, incluindo a matéria organica.
Observa-se nesse ambiente, inclusive, um solo mais escuro do que o dos demais (Figura
1.2).

Dentre os nutrientes inorganicos, compostos de fosforo e nitrogénio sdo essenciais
para a producdo priméaria nos ecossistemas aquaticos. Em todos os ambientes amostrados
no presente estudo, o nitrogénio e o fosforo foram detectados em quantidades muito
elevadas. As concentragdes de nitrogénio total estiveram acima de 2.000 pg.L™ em todas as

lagoas temporérias estudadas, exceto no ambiente LG, onde n&do foi possivel detectar as
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concentragdes de nitrogénio por meio da técnica utilizada. A concentracdo de fosforo total
teve valores aproximadamente semelhantes em todos os ambientes de Urucuia (88,33 a
147,50 pg.L'™"), mas um valor que extrapolou todos os outros no ambiente LG (1714,16
ng.L'h). A auséncia de vegetacdo no entorno da maioria desses ambientes temporarios e 0s
periodos de cheia, que facilitam o escoamento de solos adjacentes para o ambiente
aquatico, favorecem em muito o aumento das concentracdes de nutrientes (Carpenter,
1988), com o aumento, por exemplo, de particulas de sedimento ricas em fésforo. Além
disso, a pequena profundidade desses ambientes aliada as altas temperaturas caracteristicas
das regiBes semi-aridas onde os mesmos se localizam, promove o aquecimento excessivo
da agua, que chega a atingir temperaturas préximas de 35°C (Passos, 2012), o que
possivelmente favorece os processos de liberacdo de nutrientes do sedimento. Ademais,
tanto as comunidades de invertebrados que habitam esses locais, como aves aquaticas que
os visitam, além do gado e de outros animais que os usam para dessedentacdo, também
liberam compostos nas fezes e urina que contribuem para o incremento de nutrientes nesses

ecossistemas.

As altas concentrac6es de nitrogénio e fosforo nos ambientes temporarios estudados
ndo se refletiram, no entanto, na producdo priméria fitoplanctdnica desses ecossistemas,
como ¢é possivel inferir a partir das baixas concentra¢des de clorofila a encontradas (0,010
ng/L* a 0,123 pg/L™), embora possam vir a influenciar na producdo priméria total,
juntamente com a producédo de macrofitas. O valor mais elevado de clorofila a foi obtido no
ambiente U4, que foi também o que apresentou o valor mais elevado de fésforo total (147,5
ng/L™) das lagoas de Urucuia. O ambiente L.G., embora tenha apresentado altissimo valor
de fésforo total, teve uma das mais baixas concentracdes de clorofila a (baixa densidade
fitoplanctonica) provavelmente relacionada & menor penetracdo de luz na coluna d’agua
dentre todos os ambientes estudados, tanto pela alta turbidez (menor transparéncia) em
virtude da alta concentracdo de sdlidos suspensos, quanto pelo fato de ser quase que

totalmente coberto por gramineas.

De modo geral, ambientes temporarios sdo caracterizados pela elevada turvacdo da
agua assim como por altas concentra¢fes de fosforo total, resultantes da alta suspenséo de
particulas de sedimento, em geral ricas em fosforo. Por essa dindmica nesse tipo de
ambiente, as concentracdes de clorofila a na coluna d’agua tendem a ser mais baixas dada a

limitacdo ao desenvolvimento da comunidade fitoplanctonica (Sahuquillo et al., 2012).
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Com relagdo a composicdo da comunidade zooplanctonica, foi registrada nos oito
ambientes amostrados riqueza relativamente baixa. Foram identificados 28 taxons dentre 0s
grupos de Anostraca, Clacodera, Copepoda, Rotifera e Protozoa. O grupo Anostraca foi
composto por apenas duas espécies da familia Thamnocephalidae: Dendrocephalus
brasiliensis e Dendrocephalus thieryi. D. brasiliensis teve registros de ocorréncia apenas
no municipio de Urucuia-MG, e D. thieryi teve sua ocorréncia registrada pela primeira vez
no municipio de Lagoa Grande. Até entdo, D. thieryi possuia registro de ocorréncia apenas
para 0 municipio de Buritizeiro, MG (Rabet, 2006). A maioria das populaces de
Dendrocephalus coletadas era composta por individuos adultos, tanto fémeas quanto
machos, o que indica que se trata de uma populacdo estabelecida nesses ambientes hd um
tempo avancado. E de se esperar que os individuos das populaces de Anostraca desses
ambientes temporarios tenham idades relativamente homogéneas, uma vez que 0s ovos de
diapausa eclodem todos ao mesmo tempo quando se da o enchimento do ambiente no
periodo de chuvas. Eventualmente, ovos que ficam nas margens e ndo sdo atingidos pela

agua no inicio do enchimento podem eclodir posteriormente.

Rotifera foi o grupo que apresentou 0 maior nimero de espécies, com 11 taxons. Ha
uma dominancia numérica de Rotifera na comunidade zooplancténica da maioria dos
ecossistemas aquaticos, especialmente nos ambientes de regides tropicais (Rocha et al.,
1995). Essa dominancia numérica por ser justificada pelas altas taxas de crescimento
populacional de espécies r-estrategistas, e também pela adaptacdo as alteracbes ambientais
periddicas desses ecossistemas (Allan, 1976). O segundo grupo com maior numero de
taxons identificados foi o dos Cladocera, seguido de Copepoda, Protozoa e Anostraca. O
grupo com maior nimero de espécimes, depois de Rotifera, foi Copepoda, seguido de
Cladocera, Protozoa e Anostraca. A frequéncia de ocorréncia das espécies, dentre 0s pontos
amostrados, foi em geral baixa, sendo a maioria das espécies classificadas como
esporadicas e pouco frequentes. O Anostraca Dendrocephalus brasiliensis, os claddceros
Moina minuta e Simocephalus latirostris, e os nduplios e copepoditos de Cyclopoida estéo
entre 0S poucos grupos que ocorreram com uma maior frequéncia, sendo Moina minuta a
espécie mais frequente em todos os ambientes amostrados. Com relacdo aos Protozoa, o
numero de especies pode estar subestimado, uma vez que as metodologias de coleta e

fixacdo ndo foram adequadas para tais organismos, 0 que promove 0 rompimento desses
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individuos unicelulares. Restam apenas as carapagas daqueles que as possuem, como é o

caso tecamebas registradas neste estudo.

Um estudo com 29 lagoas temporarias do Reino Unido classificou-as em
temporéarias permanentes (que tém bem definido os periodos de cheia e estiagem) e
temporarias semipermanentes (que secam excepcionalmente e podem passar anos em
periodos de cheia), a fim de comparar suas caracteristicas e varidveis, e classificar as
comunidades de invertebrados ali habitantes (Collinson et al., 1995). Segundo estes autores,
houve grande variacdo no numero de espécies e 0s ambientes temporarios permanentes
suportaram um numero bem reduzido de espécies, em comparacdo com 0s demais

ambientes.

Em geral, a comunidade zooplancténica em ecossistemas temporarios tende a
apresentar densidade numérica relativa baixa, devido a fatores ambientais limitantes.
Algumas das espécies identificadas nos oito ambientes amostrados, como Lecane lunaris,
Plationus patulus, o copépode Thermocyclops decipiens e o claddcero Moina minuta séo
cosmopolitas e, portanto, estdo presentes em boa parte dos ambientes aquéticos (Serrano e
Toja, 1998; Crispim e Freitas, 2005). Porém, é possivel que a presenca do Anostraca
Dendrocephalus tenha vindo a reduzir o nimero de individuos dessas espécies, em

compara¢do com o0 ambiente em que o Anostraca esteve ausente (U7).

Geralmente a fase inicial de um ambiente é dominada por espécies de maior porte,
com capacidade e estratégias de colonizacdo rapida. As demais espécies, como as k-
estrategistas tendem a colonizar o ambiente posteriormente, caracterizando-o como um
ecossistema de formacdo ndo tdo recente (Vanschoenwinkel et al., 2011). Organismos
maiores, como 0s Anostraca podem ser bons competidores por recursos, pois sdo
generalistas, adaptados a esse tipo de ambiente e de rapida eclosdo e, com isso, interferirem
na composicao populacional dos demais grupos da comunidade (Sarma e Nandini, 2002). O
presente estudo indica que o grupo Anostraca pode ter interferido na composi¢cdo e nas
densidades populacionais do grupo Cladocera, possivelmente pela sobreposi¢do de nichos.
Observa-se que as densidades numéricas das espécies de claddceros no ambiente com
auséncias de espeécies de Dendrocephalus (U7) sdo bem superiores quando comparadas as
dos demais ambientes onde os Anostraca estdo presentes. Além disso, sdo escassas as

grandes espécies de cladoceros planctdnicos, havendo predominancia de pequenas espécies,
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especialmente com habitos bentdnicos ou mistos, aptas a se alimentarem de bactérias e
detritos, uma vez que o fitoplancton é relativamente escasso nesses ambientes. Uma espécie
maior, Simocephalus latirostris, ocorre em maiores densidades apenas em U7, onde néo

havia competicdo por recursos com os Anostraca.

Contrariamente ao encontrado para os claddceros no presente estudo, estudos
anteriores em lagoas temporérias da mesma regido (Passos, 2017), sendo algumas
coincidentes com este estudo, relataram que a presenca ou auséncia de D. brasiliensis
parece ndo interferir na composicdo e na densidade numérica da comunidade
zooplanctbnica desses ambientes efémeros, sendo que a riqueza de espécies e a diversidade
locais podem estar relacionadas as perturbacGes e fatores ambientais, que podem exercer
maior influéncia na dindmica e na estrutura da comunidade zooplanctdnica desses
ecossistemas temporarios. As espécies zooplanctbnicas dos ambientes temporarios
possuem, no entanto, diversas estratégias para evitar a sobreposicao de nichos. Uma delas €
a defasagem temporal na eclosdo dos ovos de resisténcias das diferentes espécies
zooplancténicas que indica uma particdo de nichos entre elas, o que minimizaria a
competicdo por recursos, levando a coexisténcia bem sucedida dessas espécies nos

ambientes temporérios (Passos, 2017).

No que se refere a biomassa, a qual é definida como a massa da matéria viva em um
determinado momento, e é expressa por unidade de area ou volume, dentro das
comunidades, € um parametro importante de percepcdo da cadeia trofica, do fluxo de
energia e da real contribuicdo de cada espécie nos processos ecoldgicos (Begon et al.,
2006). Uma vez que ha variacGes no tamanho dos organismos das espécies, e cada grupo
pode desempenhar uma funcdo diferente no ecossistema, a biomassa descreve de maneira
mais eficaz a comunidade zooplanctonica (Meldo e Rocha, 2004; Bonecker et al., 2007).
Dentre 0s grupos mais representativos entre 0s ambientes amostrados neste estudo,
Anostraca foi o grupo que mais contribuiu para a biomassa dos ambientes, seguido de
Copepoda, Protozoa e Cladocera. As espécies de Cladocera que mais contribuiram em
termos de biomassa foram Moina minuta e Simocephalus latirostris. Com relagdo aos
Copepoda, nauplios e copepoditos de Cyclopoida foram o0s que apresentaram maior
biomassa. O Rotifera Asplanchna sieboldi representou a maior biomassa do grupo, e este
grupo foi 0 menos representativo em termos de biomassa. Alguns estudos em ambientes

temporarios mostraram que Rotifera tende a ser mais abundante, no que se refere a
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densidade, que os outros grupos nesse tipo de ambientes e que, em parte, isso pode estar
relacionado com a elevacao do nivel de trofia do ambiente, a grande quantidade de sélidos
em suspensdo e matéria organica (Lopez e Gabellone, 1991; Serrano e Toja, 1998). Porém,
0 papel real de diferentes espécies nos ecossistemas depende também da eficiéncia na
renovacao de sua biomassa. Rotiferos, por exemplo, sdo pequenos, mas tém uma alta taxa
de renovacdo de suas populacdes, significando alta relagdo producao/biomassa. Grupos
maiores, como Copepoda, por exemplo, tém fecundidade relativamente alta com maior
tempo de desenvolvimento embrionario, o que pode resultar em menores taxas de rotacao
da populagdo, comparando-se com Cladocera e Rotifera (Begon et al., 2006). Nas lagoas
temporarias deste estudo, espécies com maior taxa de rotacdo da populacdo tém vantagens

competitivas em relacdo a outras, pelo fato do curto hidroperiodo.

Diversidade Funcional

Para ampliar a compreensdo da dindmica da comunidade zooplanctdnica presente
nos ambientes estudados, buscou-se conhecer sua diversidade funcional, cuja analise
comegou com a divisdo das espécies em grupos funcionais. Segundo Barnett et al. (2007), a
escolha dos atributos funcionais é uma etapa importante da anélise, pois a falta de dados
para alguma espécie, ou a utilizacao de atributos redundantes podem inviabilizar a analise.
Existem inmeros tragos importantes para cada espécie, porém medir todos eles ndo é
possivel, por muitos motivos. O nimero de tracos também pode influenciar nos resultados,
e esse pode ser um dos motivos que justifique algumas espécies similares filogeneticamente

terem sido compiladas no mesmo grupo, (Petchey e Gaston, 2002; Barnett et al., 2007).

A andlise demonstrou que os atributos mais determinantes no agrupamento das
espécies foram grupo tréfico e habito alimentar. As espécies também foram agrupadas de
modo semelhante com relacdo aos tragos relacionados a reproducdo, porém a forma de
alimentacéo é, talvez o traco mais forte no que se refere a agrupamento e selecdo, pois
implica na relagéo predador x presa. Em um ambiente relativamente pequeno e t&o peculiar
como 0s amostrados neste estudo, é natural que a forma de alimentagdo seja semelhante,
pelas poucas espécies existentes e pelo tipo de recurso. Nos ambientes amostrados ocorre a
predominancia de espécies de alimentacdo passiva, que capturam de alguma forma

particulas disponiveis no ambiente. Cada tipo de alimentagdo tem seus custos e beneficios
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associados, e a alimentacdo passiva permite um baixo gasto energético, e um baixo risco a
exposicdo de predadores. O tamanho das particulas alimentares também é um critério que
pode determinar o agrupamento de espécies, e estd diretamente relacionado ao habito
alimentar (Barnett, 2007). Organismos herbivoros, que neste trabalho esteve presente em
metade dos grupos funcionais, tendem a se alimentar de particulas menores, que em geral
flutuam no ambiente aquético, e favorece uma alimentacdo mais passiva. Ja organismos
carnivoros tendem a se alimentar de particulas maiores, pois gastam mais energia numa
atividade mais ativa de alimentacdo. O tamanho das particulas alimentares, portanto pode
determinar padrdes de estratégias alimentares (Litchman, 2013).

Tracos relacionados a reproducéo (tipo de reproducdo, fecundidade e longevidade,
por exemplo) constituem padrdes interessantes em ecossistemas aquaticos temporarios,
onde as espécies precisam investir em estratégias para garantir sua permanéncia diante de
tantas oscilacbes ambientais. As taxas de reproducdo e crescimento da comunidade
zooplanctodnica séo reflexos das formas de se alocar energia (Litchman, 2013). Investir em
reproducdo ou em crescimento, por exemplo, pode ser uma escolha determinante para as
espécies. Na comunidade zooplanctdnica essa trade-off no investimento € muito claro: o
investimento em reprodugdo implica em um crescimento e tempo de vida reduzidos. Ao
contrario, investimento em crescimento automaticamente implica em menor longevidade.
Rotiferos, por exemplo, alocam mais energia a reproducdo, e deixam de investir em
tamanho corporal e longevidade. Ao contrario, copépodos possuem fases de
desenvolvimento definidas, com estagios de maturacdo, maior longevidade, que 0s
proporciona um menor risco de predagdo (Huntley e Lopez, 1992; Garcia, 2007). Ainda no
que se refere a reproducdo, uma prole de nimero elevado esta diretamente relacionado a um
menor tamanho corporal de cada individuo da prole, que tem como consequéncia reducao
na sobrevivéncia individual. Essa € uma estratégia constante para a permanéncia das

espécies da comunidade zooplanctonica no ecossistema (Litchman, 2013).

A comunidade zooplancténica foi agrupada a partir de atributos funcionais, porém
de uma maneira muito proxima a um agrupamento taxondmico. Neste resultado, o
agrupamento pode ter ocorrido dessa maneira por diversos fatores, como a propria escolha
dos tragos. Porém deve-se considerar que a classificacdo taxondmica de espécies ja é
baseada justamente em suas caracteristicas morfologicas, que de certa forma se relacionam

com a funcdo desempenhada pelas espécies dentro do ecossistema (Silva, 2015). Em geral,
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a selecdo natural tende a acentuar a aptidao individual, aumentando o resultado de padrdes
de alimentacdo, sobrevivéncia e crescimento dentro das comunidades (Litchman, 2013).
Todavia, mesmo que em muitos casos 0 Vviés funcional seja semelhante ao agrupamento
taxondbmico, € importante se conhecer os atributos funcionais e também como eles se

relacionam com as influéncias do meio (Brasil e Huszar, 2011).

A diversidade funcional analisada neste trabalho para a comunidade zooplanctonica
foi em geral baixa para todos os ambientes amostrados. O maior valor registrado foi de 0,45
no ambiente U2, e o menor valor foi registrado no ambiente LG, sendo de 0,12, o que pode
indicar dominéncia de poucos atributos funcionais. Valores baixos para a diversidade
funcional de comunidades zooplanctonicas ja foram encontrados em outros trabalhos, o que
sugere que este pode ser um padrdo comum a estrutura deste tipo de comunidade (Vogt et
al., 2013; Sodré, 2014). A baixa diversidade funcional pode ser resultado da forte atuacdo
de filtros ambientais na estrutura das comunidades, os quais estariam determinando a
ocorréncia de espécies com caracteres funcionais mais semelhantes entre si. Altas taxas de
diversidade funcional seriam, em maior parte, consequéncias do predominio de filtros
biolégicos impactando na estrutura das comunidades, como por exemplo, caso houvesse
uma competicdo interespecifica muito alta, que levaria a baixa sobreposicéo de nichos entre
as espécies que competem entre si, e que possuam caracteristicas funcionais distintas
(Laliberté e Legendre, 2010; Sobral e Cianciaruso, 2012; Laliberté et al., 2014). A baixa
diversidade funcional do zooplancton pode informar, portanto, que processos importantes
que ocorrem na estrutura da comunidade podem ser influenciados pela acdo de
caracteristicas fisicas e/ou quimicas, ou filtros ambientais que atuam sobre as espécies,

provocando uma confluéncia das caracteristicas funcionais.

Este estudo sugere, portanto, que hd um nOmero elevado de espécies
ecologicamente parecidas em funcdo de uma menor historia evolutiva entre elas, o que
evidencia também uma baixa diversidade filogenética, além apenas da baixa diversidade
funcional. O uso de varias medidas de diversidade pode ajudar a compreender a
importancia de processos evolutivos e ecologicos que atuam sobre a diversidade. Um
padrdo de baixa diversidade funcional € algo comumente registrado em regides tropicais.
Um estudo realizado em grande escala espacial identificou baixa diversidade funcional em
relacdo a diversidade taxondmica em grupos de mamiferos habitantes de ecossistemas
tropicais (Safi et al., 2011).
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Estudos relacionados a diversidade funcional tém avangado nos ultimos anos, porém
no que se refere as comunidades de zooplancton, ainda ha muito a ser feito. Uma barreira
que pode justificar tal deficiéncia seria a falta de estudos basicos sobre a biologia dos
organismos, pois com informacGes mais aprofundadas nesse sentido, poderiam ser
utilizados um maior numero de tragos funcionais. Muitos dos tracos a serem estudados ja
foram sugeridos por Litchman et al. (2013). Deste modo, seria possivel a realizacdo de
medidas melhores e mais amplas de diversidade funcional, que consequentemente
explicariam mais as fungdes ecoldgicas dos organismos e as relagbes deste com o0s

ecossistemas.

6. Conclusodes

Os estudos realizados na comunidade zooplancténica dos ambientes aquéaticos
temporarios do noroeste de Minas Gerais foram importantes, ao passo que ampliaram o
conhecimento sobre a biodiversidade taxonémica e funcional desses ambientes em regiao
Neotropical, cujas informacdes ainda sdo escassas. Condi¢cdes ambientais e caracteristicas
muito peculiares desses ecossistemas efémeros tiveram como consequéncia uma baixa
diversidade da comunidade zooplanctonica. Foi identificado um numero relativamente
baixo de espécies, e com funcgdes ecoldgicas semelhantes, resultando em um baixo indice
de diversidade. A presenca de espécies de Anostraca do género Dendrocephalus impactou a
composicao taxonémica e a densidade numérica da comunidade, uma vez que, na auséncia
das mesmas, observou-se uma quantidade expressivamente maior de espécies de
zooplancton, assim como maiores densidades populacionais, particularmente em
cladoceros, especialmente na lagoa U7. Espécies de Dendrocephalus sdo generalistas, e

podem, portanto, exercer uma forga competitiva por alimento no ambiente.

Em geral, este tipo de ecossistema, devido as suas peculiaridades, abriga organismos
funcionalmente semelhantes, com estratégias parecidas para garantir o estabelecimento,
permanéncia e reproducdo. As especies habitantes desse tipo de ecossistema séo, em geral,
dotadas de alta capacidade de reproducgdo, crescimento répido e curto ciclo de vida. As

variagdes com relacdo a alimentagdo também sdo restritas, devido ao tamanho e
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profundidade reduzidos dos ambientes, que fazem com que apenas espécies ecologicamente
semelhantes consigam obter sucesso e garantir sua permanéncia ao longo dos tempos nos

ecossistemas com tais caracteristicas.
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Capitulo 2. Divergéncia genética de Dendrocephalus do noroeste de Minas Gerais:

DNA Barcoding como ferramenta para taxonomia de Anostracas brasileiros.

Resumo

O género Dendrocephalus (Crustacea, Anostraca) esta presente em varias regides do Brasil,
habitando pequenos corpos d’agua efémeros. E um importante grupo componente desses
ecossistemas e contribui de maneira importante para a manutencdo da biodiversidade dos
mesmos. Até o momento, seis espécies do género foram descritas para o0 pais. A
identificacdo morfoldgica deste género € complexa e, para auxiliar nesse quesito, uma
alternativa eficaz é a utilizacdo de ferramentas moleculares. Foram analisados espécimes
brasileiros coletados em quatro diferentes pontos de Minas Gerais e da Bahia, € a
identificacdo molecular foi realizada através de DNA Barcoding. Neste estudo, foram
identificadas trés unidades taxondmicas operacionais moleculares, sendo que duas delas
foram identificadas morfologicamente como duas espécies ja descritas, Dendrocephalus
brasiliensis e Dendrocephalus thieryi e uma terceira como uma possivel espécie criptica de
D. brasiliensis. Assim, este resultado reforca a importancia da identificacdo molecular no
auxilio de questdes complexas de morfologia e taxonomia de Anostraca e em géneros

complexos como o Dendrocephalus.
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Abstract

The genus Dendrocephalus (Crustacea, Anostraca) is present in several regions of Brazil,
living on small ephemeral water bodies. It is an important component group of these
ecosystems and contributes in an important way to the maintenance of their biodiversity. To
date, six species of this genus have been described for the country. The morphological
identification of this genus is complex and, to help in this question, an effective alternative
is the use of molecular tools. Brazilian specimens collected at four different points in Minas
Gerais and Bahia were analyzed and molecular identification was done through DNA
Barcoding. Three molecular operational taxonomic units were identified, two of which
were morphologically identified as two species, Dendrocephalus brasiliensis and
Dendrocephalus thieryi, and a third as a possible cryptic species of D. brasiliensis. This
result reinforces the importance of molecular identification in the aid of complex questions
of Anostraca morphology and taxonomy and in complex genera as, for example,

Dendrocephalus.
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1.Introducéo

Os crustaceos Branchiopoda da ordem Anostraca habitam tipicamente ambientes
temporéarios de agua doce, representando parte importante da biodiversidade desses
ecossistemas efémeros. No entanto, a diversidade de espécies de Anostraca no Brasil, de
um modo geral, ainda é pouco conhecida (Chaves et al., 2011). O género Dendrocephalus
Daday, 1908 (Thamnocephalidae), objeto do presente estudo, &€ composto por 17 espécies
agrupadas em dois subgéneros: (1) Dendrocephalinus Rogers, 2006, até o momento
descrito apenas para a América do Norte (Rogers, 2006) e (2) Dendrocephalus Daday,
1908, composto por 14 espécies, segundo Rogers (2013), distribuidas nas Américas Central
e do Sul, ocorrendo desde a Costa Rica até a Argentina, incluindo o Brasil, bem como llhas
do Caribe e Galapagos (Rabet, 1996; Rabet, 2006; Rogers, 2006; Rogers, 2012 Barros-
Alves et al, 2016).

Para o Brasil, seis espécies de Dendrocephalus ja foram descritas: D. brasiliensis
(Pesta, 1921); D. goiasensis (Rabet e Thiéry, 1996); D. orientalis (Rabet e Thiéry, 1996);
D. thieryi (Rabet, 2006); D. carajaensis (Rogers et.al., 2012) e D. riograndense (Rogers e
Volcan, 2016). Dentre elas, D. brasiliensis é a de ocorréncia mais frequente e a mais
estudada, em parte devido ao seu alto potencial para utilizacdo nas crescentes atividades
aquicolas como alimento vivo de alto valor nutricional e menor custo em comparagéo a
outros organismos utilizados para esse fim, como Artemia Leach, 1819 (Lopes et al.,2008).
D. brasiliensis possui registros de ocorréncia no Brasil, nos estados do Piaui, Ceard, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Alagoas (Chaves et al., 2011,
Barros-Alves et al., 2016; Pesta, 1921), além de ocorrer também na regido norte da
Argentina (César et al., 2004). No entanto, é possivel que sua distribuicdo geogréfica no
Brasil se amplie em virtude do aumento de seu uso em atividades de aquicultura, desde que
os individuos cultivados encontrem ambientes temporarios propicios para 0 Seu

desenvolvimento.

Existe a necessidade de se aprimorar as ferramentas de identificacdo das espécies de
Dendrocephalus, pois atualmente as informagdes relativas a morfologia deste grupo estdo
fragmentadas em diferentes estudos (Chaves et al., 2011; Barros-Alves et al., 2016; Mai et

al, 2008). Autores diferentes, posteriores a Pesta (1921), investigaram a morfologia das
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espécies de Dendrocephalus, porém muitas descri¢cbes e chaves de identificacdo foram
propostas antes de ocorrer uma padronizacdo de termos morfologicos (Belk e Pereira, 1982;
Pereira, 1983). Trata-se de caracteres morfolégicos complexos, muitos dos quais
demandam informacBGes complementares (Pereira, 1983; Rabet e Thiery, 1996; Barros-
Alves et. al., 2016). Inicialmente, utilizou-se o nimero e comprimento de espinhos na
porcdo basal do apéndice frontal para a proposicdo de uma chave de identificacdo (Chaves
et al., 2011). Posteriormente, novas caracteristicas foram descritas, segundo Hirose et al.

(2015), com o intuito de facilitar a distingdo das espécies de Dendrocephalus.

Especialistas tém demonstrado que caracteristicas usualmente utilizadas na
identificacdo do género, tais como o nimero de espinhos dos olhos e da porcéo basal do
apéndice frontal, podem variar entre espécimes de uma mesma espécie, concluindo que as
mesmas ndo podem ser usadas como diagndstico no processo de identificacdo.
Recentemente, Barros-Alves et al., (2016) revisaram todas as estruturas morfologicas até
entdo descritas para D. brasiliensis, acrescentando novas caracteristicas importantes para a
identificacdo da espécie e que a diferencia das demais espécies de Dendrocephalus. Os
autores evidenciaram a necessidade de um protocolo de identificacdo das caracteristicas
morfolégicas de Dendrocephalus que permita a comparacdo mais adequada entre suas
espécies ja descritas (Barros-Alves et al., 2016). Além disso, acredita-se que a diversidade
brasileira de Dendrocephalus seja subestimada e que novas espécies, incluindo espécies

cripticas sejam detectadas, principalmente no Cerrado brasileiro (Chaves et al., 2011).

Portando, a identificacdo taxondmica usando caracteristicas morfoldgicas pode ser
limitante em alguns casos, sendo passivel de erros devido a existéncia de plasticidade
fenotipica, além da existéncia de espécies cripticas, que podem passar omissas nesse tipo de
identificacdo (Barros-Alves, 2016). Outro fator desfavoravel nesta maneira de reconhecer
espécies é o fato de chaves morfoldgicas serem Uteis para um estagio de vida mais
especifico do individuo, comprometendo a identificacdo de espécimes em diferentes fases
de desenvolvimento (Hebert et. al, 2003; Chaves et al., 2011). Do mesmo modo, esses

fatores podem ser limitantes na identificacdo de espécies de Dendrocephalus.

Com o aprimoramento de ferramentas moleculares, tem sido possivel solucionar
muitos dos problemas relacionados a identificacdo de espécies e, dentre as ferramentas

utilizadas, o DNA Barcoding se destaca de maneira muito eficaz nessa fungéo
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(Adamowicz, 2015). A regido de DNA Barcoding compreende um segmento do gene
correspondente a enzima mitocondrial citocromo c¢ oxidase subunidade I (COI), com
tamanho aproximado de 650 pares de bases para animais (Hebert et al., 2003; Valentini et
al., 2009). Esta regido é considerada bastante importante para estudos em ecologia, sendo
amplamente utilizada como ferramenta de identificacdo e delimitacdo de espécies (Hebert
et al., 2003; Joly et al., 2014). O valor de distancia genética, estabelecido em 3%,
encontrado para 0 DNA Barcoding, é considerado um dos parametros para delimitacdo de
espécies em um grande nimero de grupos de animais (Hebert e Gregory, 2005). Costa et
al., (2007) mostraram que esse valor de distancia de 3% para a regido COI descrita por
Hebert et al. (2003) pode ser aplicado aos crustaceos para a delimitacdo ao nivel de espécie
e enfatizaram a importancia, para trabalhos ecoldgicos, de um banco de dados de

sequéncias de DNA Barcoding para esse grupo.

Diversos trabalhos utilizando ferramentas moleculares com Anostraca e com outros
crustaceos demonstraram a alta eficiéncia desses métodos na solucdo de problemas de
identificacdo e deteccdo de possiveis novas espécies, além de filogenia e biogeografia.
Aguilar et al., (2017) utilizaram a analise com DNA Barcoding para descartar a presenca de
espécies cripticas no género Branchinecta Verril, 1869. A analise molecular de genes de
COl de Streptocephalus Baird, 1852 foi importante para corroborar hipoteses de teorias
ecologicas tais como a Biogeografia de ilhas e Deriva genética de espécies (Daniels et al.,
2004). Outro estudo utilizando genes de COI englobou um grande nimero de diferentes
taxons de Branchiopoda, com espécimes coletados em diferentes continentes, abordando a
filogenia de grandes grupos, a origem e a evolucdo de caracteristicas morfoldgicas
(deWaard, 2006).

Uma revisdo sistematica para o género Thamnocephalus Packard, 1877, realizada
com o apoio de analises de COI, com espécimes do México, para detectar diferenciacéo
genética e atualizar sua distribuicdo geografica, confirmou dados morfoldgicos sobre
existéncia de duas linhagens genéticas em nivel de espécie (Obregon-Barboza et al.,2015).
Na California, EUA, foram identificadas, utilizando analises de COI, trés espécies de
Branchinecta, sendo duas delas ameacadas de extincdo, cuja identificagéo foi feita por meio
dos cistos, o que é uma grande vantagem ja que permite a identificacdo ainda no periodo de
estiagem (Vandergast et al., 2009). Em um trabalho realizado na Australia com espécimes
de Branchinella Sayce, 1902, foram avaliados padrdes evolutivos com o uso de COI, tendo
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sido constatada uma ligacdo entre mudancas climaticas no periodo cenozoico e a
diversidade desse género (Pinceel et al., 2013). Nas montanhas da Africa do Sul, espécies
de Branchiopodopsis Sars, 1998 de lagoas temporarias foram estudadas, utilizando-se uma
regido de COI, em espécimes adultos e em cistos, com o intuito de se verificar a relacdo
entre migracdo e mutacdo, tendo sido demonstrado que tais espécies colonizaram o
ambiente num mesmo momento, concluindo-se que os padrGes genéticos podem mostrar
eventos histéricos, como a colonizagéo (Vanschoenwinkel et al., 2011).

Seis espécies italianas de Chirocephalus Pr'evost, 1803 foram estudadas pela
andlise de COl, visando conhecer as relagdes intra e interespecificas, revelando diferentes
niveis de diferenciacdo intraespecifica (Ketmaier et al., 2003). Em outro estudo, estes
autores buscaram relacionar a genética e a histdoria filogenética de populacbes de
Chirocephalus kerkyrensis do mar mediterraneo (Ketmaier et al., 2012). Populacfes de
diferentes espécies de Tanymastix Simon, 1886, em trés diferentes paises, também foram
estudadas com o uso de COI evidenciando alta diferenciacdo genética entre as espécies, 0
que levou a hipdtese de que as mesmas colonizaram o ambiente de diferentes formas,
indicando que varios fatores, e ndo apenas isolamento geogréafico, moldam padrdes
genéticos de populagdes (Ketmaier et al., 2005). Outro estudo com COI realizado na
Australia com o camardo salino Parartemia Sayce, 1903 indicou que as espécies endémicas
conhecidas desse género sdo distintas e revelou duas novas espécies (Remigio et al., 2001).
Este estudo ainda destacou que as espécies surgiram em um curto intervalo de tempo e que
a divergéncia genética entre elas ocorreu a partir de linhagens de aguas salinas juntamente

com linhagens de habitat de 4gua doce.

Em face do escasso conhecimento da diversidade de espécies de Anostraca no
Brasil, em particular do género Dendrocephalus, e considerando-se o0s problemas
taxondbmicos desse grupo, além da eficiéncia de analises com COI ja demonstrada
anteriormente, o presente estudo buscou investigar a divergéncia genética de

Dendrocephalus, utilizando DNA Barcoding.
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2. Objetivos

Considerando a ampla distribuicdo e as incertezas taxonOmicas baseadas em
morfologia, o presente estudo objetivou realizar a identificacdo de Dendrocephalus de
lagoas temporarias do noroeste de Minas Gerais, e de um cultivo artificial, com o apoio de

DNA Barcoding como ferramenta molecular.

3. Metodologia

3.1 Distribuicéo das espécies de Dendrocephalus
A figura 2.1 apresenta a distribuicdo geografica das espécies do género

Dendrocephalus de ocorréncia no Brasil.
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Figura 2.1 Area de ocorréncia registrada das espécies de Dendrocephalus
Brasil. As figuras geométricas marcam as areas para a qual cada espécie ja foi
registrada.
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As coletas foram realizadas em janeiro de 2017 em trés lagoas temporarias naturais

do estado de Minas Gerais, Brasil, sendo duas delas localizadas no municipio de Urucuia,
MG: U1 (16°06°54.4”S 45°37°06.5’W), e U2 (16°07°02.3”S 45°34°14.5°’W); e uma delas
localizada no municipio de Lagoa Grande, MG: LG (17°48°01.1”S 46°33°41.8’’W). Na

lagoa U1, foram coletados 11 espécimes, na lagoa U2, 08 espécimes e na lagoa LG foram

coletados 08 espécimes. Foram coletados também 13 espécimes em um cultivo artificial

localizado no municipio de Santa Maria da Serra, SP, denominado PA (22°34°02’’S

48°09°38°°W), cujos cistos sdo provenientes de lagoas temporérias naturais de Paulo
Afonso, BA, Brasil (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Mapa com a localizacdo geogréafica dos locais de origem dos espécimes estudados,
onde U1 representa uma lagoa temporaria localizada no municipio de Urucuia, MG, Brasil; U2
representa uma lagoa temporéria localizada no municipio de Urucuia, MG, Brasil; LG
representa uma lagoa temporaria localizada no municipio de Lagoa Grande, MG, Brasil e PA
representa um cultivo artificial localizado em Santa Maria da Serra, SP, Brasil.



Ul
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LG

Figura 2.3. Visdo geral das lagoas temporarias durante o periodo de
coleta (31/01 a 02/02/2017). As lagoas denominadas de Ul e U2 séo
localizadas no municipio de Urucuia-MG, e LG, localizada no
municipio de Lagoa Grande-MG.

67



68

3.3. Analise morfoldgica dos espécimes estudados para identificacdo em nivel

especifico

A identificacdo dos individuos analisados em nivel de espécie foi realizada através
de chaves de identificacdo e com base nas caracteristicas morfoldgica descritas na literatura
especializada (Rabet, 2006; Chaves et al. 2011; Rogers, 2013; Barros-Alves et al., 2016;
Rogers e Volcan, 2016). Na Tabela 2.1, estdo listadas as principais caracteristicas
morfoldgicas de identificacdo das espécies encontradas no presente estudo, de acordo com
os trabalhos de Rabet (2006), Chaves et al. (2011) e Barros-Alves et al. (2016). Para uma
melhor identificacdo de cada estrutura, foram realizadas fotomicrografias, com camera
Leica DFC 295 acoplada a um estereomicroscopio Leica M205C com objetiva Planapo
1.0x e produzidas a partir de montagens de multiplas fotos utilizando o software LAS
(Leica Application Suite) v3.7. Alguns exemplares também foram fotografados e
analisados por meio de um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV, FEI Quanta 250)
em modo baixo vacuo. Para observagdo em MEV, o material preservado em etanol 100%
foi seco por meio de um secador de ponto critico (Leica EM-CPDO030) utilizando diéxido
de carbono, e em seguida recobertos com jato de vapor de ouro palladium, por 70s a 15
mA.

Tabela 2.1. Principais caracteristicas morfol6gicas para identificacdo de
Dendrocephalus, baseadas em literatura.

Principais caracteres de identificacdo de Dendrocephalus

Olho peduncular comou semespinhos.

Apéndice frontal com variac@es de espinhos na por¢ao basal.
Ramo 1V do apéndice frontal com sub-ramo de variado tamanho.
Ramo 2A do apéndice frontal.

Ramo 2D, sub-ramo | comou semespinho.

Endopoditos dos toracépodos comou semespinhos proeminentes.
Comprimento do Toracopodo | e do Torac6podo Il.

Endépodo do toracépodo I, ede lla V.

Estrutura na forma de antena entre a l1a. e a 2a antenas.

Formato e comprimento da 12 antena em comparacao a 22 antena.
Antdmeros da 22 antena.




69

3.4 Analises moleculares — DNA Barcoding

Para as andlises moleculares, imediatamente ap6s a coleta dos animais, ainda em
campo, os mesmos foram fixados em Etanol absoluto refrigerado. No laboratorio de
biologia molecular aplicada a biodiversidade, da Universidade Federal de Alfenas-MG, a
segunda antena de um dos lados da cabeca dos espécimes foi retirada e usada para extragao
do DNA, que foi realizada conforme protocolo HotShot, descrito por Montero-Pau et al.
(2008), com ajustes.

Para a amplificacdo da regido COI, foram utilizados os primers ZplankF1 5’-
tgtaaaacgacggccagtTCTASWAATCATAARGATATTGG-3’ e ZplankR1 5’-
caggaaacagctatgacTTCAGGRTGRCCRAARAATCA-3’ (Prosser, 2013). A reacdo de PCR
foi realizada com um volume total de 25uL, contendo 10uL de agua mili-Q, Tampéo da
enzima 1X, 0,2mM de cada dNTP, 1,5mM de MgCl,, 0,2uM de cada primer, SuL de
extrato do DNA e 2 Unidades de enzima Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). As condi¢cbes da PCR iniciaram-se com 95°C durante 3 min.,
sucedidas por 35 ciclos de 95°C por 45s, 45°C por 45s e 72°C por 60s, finalizadas com
72°C por 10min. Um volume de 5ul do produto de PCR foi visualizado em
transiluminador de UV apds eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etidio. Os produtos de PCR foram tratados com o reagente Exo-SAP™PCR Clean-UP
(Termo Fischer) e suas sequéncias determinadas nas duas dire¢coes em sequenciador 3130xI
Genetic Analyzer (Life Technologies, Carlsbad/CA/USA) de acordo com as instruc@es do
fabricante. Foram obtidas sequéncias de 40 espécimes.

As sequéncias foram alinhadas usando o MUSCLE no programa MEGA 6.0,
conforme Tamura et al., (2013), onde também foram analisadas para detec¢do de
stopcodons. A avaliacdo do sinal de saturacdo nas sequéncias foi realizada através do
programa DAMBES5 (Xia, 2013). As distancias p ndo corrigidas (uncorrected p-distance) e
Kimura 2-Parametros (K2P) foram calculadas no MEGA 6.0, conforme Tamura et al.,
(2013), uma vez que existem algumas controvérsias na literatura sobre o uso do modelo
K2P para analise de divergéncia com DNA Barcoding (Collins et al., 2012; Srivathsan e
Meier, 2012; Kimura, 1980). Valores de divergéncia intragrupos e intergrupos foram
calculados também pelo MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Uma arvore de distancias foi
obtida pelo método de Neighbor Joining com uma analise de bootstrap ndo paramétrico

com 1000 réplicas.
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Para avaliar os limites de distancia entre os espécimes analisados e uma estimativa
de divergéncia, foram utilizadas as seguintes sequéncias de COIl do banco de dados
GenBank: Thamnocephalus platyurus (KP716862), Thamnocephalus platyurus
(AF209066), Branchinecta paludosa (HMA425355), Branchinecta lindahli (FJ439744),
Branchinecta sandiegonensis (FJ439689) e Branchinecta lynchi (FJ439750).

O depdsito dos espécimes utilizados neste trabalho em museu ja estd em processo de
efetivacdo. Em breve cada um dos espécimes receberd seu niumero de tombo e o depdsito
sera realizado no Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo. Logo que cada
espécime for identificado com seu numero de tombo, as sequéncias genéticas serdo

depositadas nos banco de dados genéticos GenBank e BoldSystems.

4. Resultados

4.1. Analise morfoldgica dos espécimes estudados para identificagdo em nivel

especifico

A partir da analise morfolégica dos animais estudados, os espécimes provenientes
de PA e U2 foram detectados como pertencentes a espécie Dendrocephalus brasiliensis. Ja
os individuos coletados nas lagoas LG e U1l foram identificados como pertencentes a

espécie Dendrocephalus thieryi.

Para os espécimes de PA e U2, ap6s andlise das caracteristicas morfoldgicas
descritas na literatura para a diagnose da espécie D. brasiliensis (Lemos de Castro e Lima,
1986; Chaves et al., 2011; Barros-Alves et al., 2016), destacamos a presenca de olhos sem
espinhos, apéndice frontal com auséncia de espinhos na porcdo basal; presenca de uma
estrutura em forma de antena entre a 1* e a 2% antenas, além de outras caracteristicas ja
listadas. Para os espécimes dos grupos Ul e LG, analisadas as caracteristicas morfolégicas
descritas na literatura para a diagnose da espécie D. thieryi (Rabet, 2006; Chaves et al.,
2011), destacamos nesses espécimes a presenga de olhos com espinho; apéndice frontal
com espinhos na porcdo basal; auséncia de estrutura em forma de antena entre a 1* e a 2°

antenas, além das outras caracteristicas listadas na tabela 2.1.
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Na tabela 2.2 sdo descritas as caracteristicas de identificacdo, de maneira
comparativa entre as duas espécies identificadas. Nas figuras de 2.3 a 2.8, sdo apresentadas
micrografias dos animais estudados com detalhes de algumas das principais caracteristicas

diferenciais das espeécies.

Tabela 2.2. Resumo das principais caracteristicas morfoldgicas diferenciais entre as duas
espécies de Dendrocephalus identificadas, baseadas nas descricdes em literatura.

D. thieryi

D. brasiliensis

Olho com espinho.
Apéndice frontal ¢/ espinhos na porcéo basal

Ramo 1V do apéndice frontal com sub-ramo
anterior com a porg¢do distal intumescida e longo

sub-ramo posterior.
Ramo 2A do apéndice frontal podiforme.

Sem espinho basal no ramo 2D sub-ramo |.

Endopoditos dos toracopodos com espinhos
proeminentes.
Endépodo do toracépodos | com projecdo

basolateral espinada.

Endopodo do toracopodos Il com projecdo

basolateral sem espinhos.

Endépodo do toracopodos Il sem projecdo

basolateral.

Endépodos dos toracépodos Il e Il com canto

distolateral lobiforme, projetando-se
distolateralmente para além da margem distal do

endopodo.

Olho sem espinho.
Apéndice frontal sem espinhos na porcéo basal

Ramo 1V do apéndice frontal com sub-ramo

anterior  intumescido  distalmente;  sub-ramo

posterior curto e ¢/ termina¢do em gancho.
Ramo 2A do apéndice frontal podiforme.

Grande espinho basal no ramo 2D sub-ramo 1.

Endopoditos dos toracdpodos sem espinhos
proeminentes.
Toracopodo | com endbpodo subigual em

comprimento ao endépodo do toracopodo 1.

Enddpodo do toracopodo | sem processo
espiniforme basolateral e similar aos endépodos dos

teracopodos Il a V (ndo modificado).

Estrutura na forma de antena entre a 1* e a 2°
antenas; 1* antena cilindrica, longa e lisa, quase tdo
longa quanto a 2% antena; 2* antena com
antendmeros proximais fundidos basalmente na

regido anterior da cabeca.
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Figura 2.4. Aspecto geral de espécies de Dendrocephalus: a) Macho adulto de D. thieryi da lagoa U1; b)
Macho adulto de D. thieryi da lagoa LG; c)Macho adulto de D. brasiliensis do cultivo PA; d) Macho
adulto de D. brasiliensis da lagoa U2.



Figura 2.5. Comparativo entre espécies de Dendrocephalus: a) Detalhe do olho peduncular
com presenca de espinho de D. thieryi de U1, indicado por seta; b) Apéndice frontal de D.
thieryi da lagoa U1, com presenca de espinhos, indicados por seta; c¢) Detalhe do olho
peduncular com presenca de espinho de D. thieryi de LG, indicado por seta; d) Apéndice
frontal de D. thieryi da lagoa LG com presenca de espinhos, indicados por seta; e) Detalhe do
olho peduncular sem espinho de D. brasiliensis de PA; f) Apéndice frontal de D. brasiliensis
do cultivo PA, sem espinhos; g) Detalhe do olho peduncular espinho de D. brasiliensis de U2;
h) Apéndice frontal de D. brasiliensis da lagoa U2, sem espinhos
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Figura 2.6. Comparativo entre espécies de Dendrocephalus: a) Ramo 1V do apéndice
frontal de D. thieryi de Ul; b) Auséncia de estrutura em forma de antena, entre a 12 e 22
antena, em D. thieryi de U1, indicada por seta; ¢) Ramo 1V do apéndice frontal de D.
thieryi de LG; d) Auséncia de estrutura em forma de antena, entre a 12 e 22 antena, em D.
thieryi de LG, indicada por seta; €) Ramo 1V do apéndice frontal de D.brasiliensis de PA;
f) Estrutura em forma de antena, entre a 12 e 22 antena de D. brasiliensis de PA, indicada
por seta; g) Ramo 1V do apéndice frontal de D.brasiliensis de U2; h) Estrutura em forma
de antena, entre a 1% e 22 antena de D. brasiliensis de U2, indicada por seta
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Figura 2.7. Comparativo entre espécies de Dendrocephalus: a) Pré-endopodito do primeiro
membro (al), endopodito do primeiro membro (a2) e endopodito do segundo membro (a3) de
D. brasiliensis do ponto U2; b) Endopodito do primeiro membro de D. thiery do ponto LG, com
seta indicando o lobo basolateral.

Figura 2.8. Imagem de MEV com comparativo entre espécies de Dendrocephalus: a) Detalhe
do olho peduncular sem espinho de D. brasiliensis de U2 e presenca de estrutura em forma de
antena, entre a 12 e 22 antena de D. brasiliensis de U2, indicados por seta; b) a) Detalhe do olho
peduncular sem espinho de D. brasiliensis de PA e presenca de estrutura em forma de antena,
entre a 12 e 22 antena de D. brasiliensis de PA, indicados por seta; c) Detalhe do olho
peduncular sem espinho de D. thieryi de U1 e presenca de estrutura em forma de antena, entre a
12 e 22 antena de D. thieryi de U1, indicados por seta.
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Figura 2.9. Imagem de MEV com comparativo entre espécies de Dendrocephalus: a)
Apéndice frontal de D. brasiliensis da lagoa U2 sem espinhos; b) Apéndice frontal de
D. thieryi da lagoa U1 com presenca de espinhos.

4.2 Analises moleculares — DNA Barcoding

As 40 sequéncias de COI obtidas dos espécimes de Dendrocephalus provenientes
dos quatro pontos estudados possuem 658 pares de base (pb) de tamanho, dos quais 118 sdo
sitios polimdrficos. O conteudo de GC médio encontrado de é 38,88%. A auséncia de
stopcodons e a alta similaridade das sequéncias com espécies da mesma familia
(Thamnocephalidae) no GenBank garantem que o produto amplificado consiste da regido
COl funcional dos organismos. As sequéncias obtidas ndo mostraram sinal de saturacdo de
nucleotideos da regido COI (Iss de 0,1176, com Issc de 0,7398 para arvore simétrica e
0,5008 para arvore assimétrica, com P<0,0000), mostrando que as sequéncias sao Uteis para
as analises propostas.

Para a separacdo das sequéncias nos grupos para delimitacdo das distancias intra e
intergrupos,foi utilizado um dendrograma obtido pelo método de Neighbor-joining (NJ).
Foram obtidos seis agrupamentos distintos, com valores de booststrap consistentes (Figura
2.10), que corroboram a distribuicdo dos espécimes nos grupos de amostragem (U1, U2,
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LG e PA), e também para os géneros Thamnocephalus e Branchinecta, cujas sequéncias

foram retiradas do Genbank.
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Figura 2.10. A arvore de distancias foi inferida usando o método de NJ, usando 46 sequéncias e um total de 573
posicdes. A melhor arvore apresentada possui soma dos ramos = 0.72555165. A porcentagem de bootstrap (para
1000 replicas) estd mostrada ao lado de cada nd. A arvore foi desenhada em escala, com o comprimento na
mesma unidade das distancias obtidas. As distancias foram computadas usando o método de Kimura 2
parametros e a escala corresponde aos nimeros de substituicGes por sitio. A analise incluiu as 3 posi¢des do
cddon e regides ndo codificantes. Todas as posi¢cBes contendo gaps foram eliminadas. As analises foram
realizadas no programa MEGA 6.0 (Tamura, 2013).
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Em funcdo da discussdo sobre o método de obtengdo das distancias genéticas,
inicialmente foram geradas as distancias usando a distancia p ndo corrigida e pelo modelo
evolutivo K2P. Como a diferenca no valor de distancia entre os dois métodos néo foi
significativa, optou-se por usar apenas a distancia obtida pelo modelo K2P, ja que é a mais

comum e de facil comparacéo entre os artigos.

Dentre os espécimes provenientes do mesmo ambiente de coleta, houve pouca
variacdo genética para a regido COI (Tabela 2.3), sendo que apenas o grupo PA mostrou
uma distancia média ligeiramente maior (0,007) do que os outros grupos (0,001). Nas
sequéncias entre os grupos Ul e U2, a distancia genética média foi de 15,9%. Entre os
grupos Ul e LG foi verificada distancia média de 1,9%, entre os grupos LG e PA, 17,5% de
distancia média, entre os grupos LG e U2, 16,4% e entre PA e U2, a distancia média foi de
8,7% (Tabela 2.3). Apds a comparacao da regido consenso das sequéncias de espécimes de
cada um dos quatro pontos de coleta amostrados com outros dois géneros de Anostraca
(Tabela 2.3), foi verificada uma distancia média em torno de 20% com outros géneros de
Anostraca do GenBank. Com esse alinhamento dos pb foi gerada arvore de distancias
apresentada na Figura 2.10, que mostra as sequéncias dos espécimes dos quatro grupos
amostrados como um cluster isolado dos demais géneros de Anostraca analisados nesse
trabalho. Esse cluster encontra-se inserido dentro de um agrupamento maior que inclui o
género Thamnocephalus, também pertencente a familia Thamnocephalidae e um
agrupamento separado, de espécies do género Branchinecta, que é da familia

Branchinectidae.

Tabela 2.3. Distancias genéticas médias de K2P entre sequéncias COIl de espécimes de
Dendrocephalus dos quatro grupos amostrados e de outros géneros de Anostraca do
Genbank.

1 2 3 4 ) 6
1. PA 0,007
2. LG 0,175 0,001
3. U2 0,087 0,164 0,000
4. Ul 0,167 0,019 0,159 0,001

Thamnocephalus 0,209 0,198 0,218 0,201 0,027
Branchinecta 0,247 0,268 0,250 0,257 0,230 0,151
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5. Discussao

Este é o primeiro trabalho de identificacdo de Anostraca no Brasil usando DNA
Barcoding como marcador molecular. Para isso, foram analisados um total de 40 espécimes
de quatro diferentes pontos amostrais, trés do Sertdo de Minas Gerais e um de cultivo

artificial.

O contetdo de GC médio encontrado de 38,88% é condizente com outros valores j&
descritos para Anostraca. Em um estudo com 35 tdxons de Anostraca, a variacdo de GC
esteve entre 35,81% e 49,62% (Costa et al., 2007). A maioria dos trabalhos que envolvem
espécies da Ordem Anostraca usa 0 parametro K2P, e isso facilita a comparagdo entre o0s
valores (Costa et al, 2007; Munoz et al., 2008; Zofkova et al, 2009; Munoz et al., 2010;
Pinceel et al., 2012; Pinceel et.al.; 2013; Aguilar et al., 2017).

Uma divergéncia sete vezes maior (0,7%) foi encontrada no grupo PA em relagéo
aos outros trés grupos (0,1%). Como o grupo PA corresponde ao local onde os espécimes
sdo cultivados artificialmente, essa maior divergéncia poderia estar relacionada a uma
maior populacdo de organismos gerada (maior replicacdo e maior taxa de mutacdo) no
mesmo periodo de tempo em relacdo aos espécimes coletados nas lagoas temporarias na
natureza. Para confirmar essa hipdtese, um maior nimero de espécimes do cultivo poderia
ser analisado por DNA Barcoding e também o estabelecimento de cultivos provenientes
dos locais naturais, para verificar se a mesma divergéncia se repete usando maior namero
de individuos. Ressalta-se ainda, que os sitios com detec¢do de variabilidade nos espécimes
do grupo PA ndo geraram substituicdo de aminoacidos na sequéncia da proteina

correspondente, por isso devem ter se fixado na populacéo.

A distancia média intragrupos variou de 8,7% a 16,7%, e uma varia¢do de distancia
média para crustaceos entre 0,46% e 2,81% ja foi descrita para a relacdo intraespecifica e
5,7 a 25,3% para interespecifica (Costa et al., 2007). Trabalhos com COIl em outros
Anostraca apresentam distancias semelhantes as encontradas no presente trabalho. Em
estudo com duas espécies de Thamnocephalus, as distancias médias foram de 0,16 e 2,54%
intraespécie e de 17 a 18,3% interespécies (Obregon-Barboza et al., 2015). Para
Chirocephalus foi identificada uma distancia média de 11 a 24,7% entre cinco espécies
(Reniers et al., 2013). Em outro estudo com Chirocephalus, foram analisadas seis espécies,
tendo sido demonstrada uma distancia média variando de 2,2 a 28,8% (Ketmaier et al.,
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2003). Uma Unica espécie de Chirocephalus apresentou uma distancia de 2,5 a 5,3%
(Ketmaier et al., 2012). Em um estudo realizado com duas espécies de Branchiopodopsis,
foi encontrada uma distancia média de 26% entre elas (Vanschoenwinkel et. al, 2011). Para
Branchinecta, foi observada distdncia média de 0 a 3% intraespécies e 10 a 14%
interespécies, num trabalho com trés espécies (Vandergast et al., 2009).

Os dados indicam que LG e Ul sdo ambientes colonizados pela mesma espécie,
identificada morfologicamente como D. thieryi (Figuras 2.3 a 2.8). Tanto a morfologia
(Tabela 2.2), como a distancia genética média de 1,9% encontrada entre os exemplares dos
dois pontos de coleta confirmam esse dado. A descrigdo e distribuicdo geografica de D.
thieryi teve seu primeiro registro, e 0 Gnico até 0 momento, no municipio de Buritizeiro, em
Minas Gerais (Rabet, 2006), localizado a aproximadamente 300 km de distancia do ponto
Ul e 250 km do ponto LG onde foi encontrada no presente trabalho. Portanto, esse dado

aponta um novo registro de ocorréncia da espécie no estado de Minas Gerais.

A outra espécie deste estudo, identificada morfologicamente como D.brasiliensis
(Figuras 2.4 a 2.9) esté presente em PA e U2, e a distancia genética média encontrada entre
os dois grupos foi de 8,7%, bem maior do que os 3% propostos por Hebert et al. (2003) e
Costa et al. (2007) para o limite entre espécies. Considerando que as caracteristicas
morfoldgicas usualmente utilizadas para a diagnose das espécies desse género (Tabela 2.1)
foram observadas nos espécimes destes grupos, é possivel que ocorra uma espécie criptica
para D. aff brasiliensis, ja que os individuos analisados ndo apresentam nenhum carater
morfoldgico que possa indicar uma nova espécie €, no entanto, sdo diferentes do ponto de
vista molecular. Essa divergéncia entre a identificacdo taxonémica com base em analises
morfoldgicas (que resultou em uma espécie) e as andlises moleculares com COIl (que
resultou em duas MOTUS’s — unidades taxonémicas operacionais moleculares) reforca a

possibilidade de uma espécie criptica dentro de género Dendrocephalus.

A diversidade morfoldgica intraespecifica, que pode levar a confusfes taxondmicas,
possivelmente esta ligada a selecdo induzida por fatores ambientais, podendo, em Gltima
instancia, resultar em especiacdo. A lagoa temporaria U2 e o local de origem dos
organismos cultivados em PA s&@o geograficamente muito distantes. As populacdes ja estéo
ha tempos isoladas, evoluindo independentemente uma da outra, acumulando divergéncias

e podendo, inclusive, em um futuro virem a ser espécies distintas. Distancia geografica e
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caracteristicas ambientais, especialmente as que perduram ao longo dos anos, vao

moldando a morfologia e a fisiologia das espécies ao longo da evolucao.

Um estudo na Austrdlia com um Thamnocephalidae, Branchinella longirostris,
buscou combinar a analise taxondmica com analise de filogenia com COI, para verificar a
possibilidade de tratar-se de um complexo de espécies cripticas. Os resultados mostraram
que a identificacdo morfoldgica, baseada na forma do apéndice frontal, ndo é concordante
com a estrutura genética mitocondrial, havendo uma distancia genética meédia
intraespecifica de 7,7%, enquanto a distancia média entre grupos se deu entre 17,8 e 20,8%
(Zofkova e Timms, 2009). Segundo o0s autores, a excepcional diversidade intraespecifica de
B. longirostris se deve a sua ampla distribuicdo geogréfica, e as alteragdes na morfologia do
apéndice frontal pode estar relacionadas a geografia e sujeitas a selecdo motivada por
fatores ambientais, tendo o isolamento das populacGes podendo resultar em especiacao

devido a sua grande divergéncia genética.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam a presencga de trés MOTU’s do
género Dendrocephalus e um possivel conflito para a identificagdo morfoldgica, ja que
exemplares morfologicamente idénticos apresentam-se como diferentes unidades
moleculares. No trabalho de Barros-Alves et al. (2016), os autores ja haviam cogitado a
possibilidade da existéncia de espécies cripticas dentro do género Dendrocephalus. Com a
identificacdo desse provavel problema taxonémico, torna-se necessaria uma analise mais
refinada da morfologia dessas duas entidades e a aplicacdo da taxonomia integrativa, com o
apoio de analises moleculares, para a confirmacdo desse fato, dado que D. brasiliensis é a
espécie de maior distribuicdo geografica no Brasil, sendo muito utilizada como alimento

vivo em aquicultura.
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7. Concluséao

A andlise das sequéncias da regido de DNA Barcoding de 40 espécimes,
identificadas morfologicamente como D. brasiliensis e D. thieryi possibilitou, pela primeira
vez, a caracterizacdo por meio de DNA Barcoding para espécimes do género e de
Anostraca no Brasil. Os dados evidenciam a possivel presenga de espécie criptica em D. aff
brasiliensis, em lagoas temporarias de Minas Gerais e em cultivos com inoculos
proveniente da Bahia. Estudos envolvendo maior nimero de espécimes e de outras espécies
do género, inclusdo de localidades ainda ndo amostradas e a continuidade do uso de
taxonomia integrativa serdo essenciais para uma maior compreensdo da taxonomia desse

grupo de Anostraca.

A utilizacdo de COI na identificacdo de espécimes de Dendrocephalus neste
trabalho foi importante para reforcar a necessidade de estudos moleculares em
identificacbes taxondmicas, especificamente em espécies que apresentam complexas
estruturas de identificacdo e indicacdo de espécies cripticas, como € o caso do género. Uma
correta identificagdo dos espécimes em regides onde vérias espécies do mesmo género séo
encontradas € crucial para o entendimento de aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e
nutricionais, de modo a ampliar o conhecimento da biologia desses organismos e seu papel
funcional nos ecossistemas. Dado o grande potencial de uso desses animais como fonte de
alimento em tanques de piscicultura, sua correta identificacdo torna-se um ponto necessario
para 0 manejo ideal de cada espécie e preservacdo da biodiversidade de espécies em

ecossistemas temporarios naturais.
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