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APRESENTACAO

Essa tese teve como o primeiro objetivo principal avaliar o mecanismo de
dorméncia desenvolvido por Daphnia laevis na lagoa Jacaré, Médio do Rio Doce, MG.

Como uma das linhas de pesquisas do LIMNEA consistia em estudar a diapausa
em claddceros e j& eram conhecidas as inimeras dificuldades em se obter taxas de
eclosdo significativa para efipios de D. laevis oriundos da lagoa Jacaré. Assim, se fazia
necessario reduzir ao minimo as chances de erro ao desenvolvermos 0s experimentos
para se avaliar as taxas de eclosdo. Percebemos que ao utilizarmos efipios para
avaliacdo da taxa de eclosdo, estdvamos utilizando, muitas vezes, um material inviavel,
pois alguns efipios ndo contém ovos de resisténcia em seu interior. Surgiu assim, a
necessidade de separar ovos de resisténcia dos efipios. Para tal, reavaliamos algumas
técnicas de selecdo de ovos de resisténcia vidveis e estabelecemos um protocolo
simples, para este fim. Este trabalho entdo faz parte do primeiro capitulo da tese, um
capitulo metodoldgico e de grande relevancia para estudos que objetivam avaliar a taxa
de ecloséo de ovos de resisténcia contidos em efipios.

A partir dai tentamos isolar os possiveis fatores que poderiam atuar na formacao
e eclosdo de efipios para a lagoa Jacaré, reunindo dados de trabalhos anteriores.
Sabiamos que as densidades populacionais de D.laevis oscilavam na coluna d’agua, de
acordo com a temperatura. Entdo, seria a eclosdo de efipios influenciada pela
temperatura na lagoa Jacaré? Sabiamos que ndo. E mesmo ao selecionarmos somente 0s
ovos de resisténcia potencialmente viaveis, nossas taxas de eclosdo ainda ndo eram
significativas para a lagoa Jacaré. E diante das dificuldades em se obter resultados
positivos para a formacéo e ecloséo de ovos de resisténcia dessa lagoa, inserimos outros
ambientes tropicais para avaliarmos a influéncia de fatores que poderiam ser
determinantes na eclosdo dos efipios da regido tropical. Desenvolvemos assim, o
trabalho referente ao segundo capitulo. Neste, obtivemos a resposta da importancia da
temperatura e fotoperiodo adequados para a eclosdo de ovos de resisténcia de ambientes
aquaticos tropicais, mas ainda com insucesso para a lagoa Jacaré. Este capitulo ja foi
aceito para a publicacdo na revista Anais da Academia Brasileira de Ciéncias.

Entdo, desenvolvemos experimentos para avaliar a influéncia de sinais de alarme
e cairoménio de vertebrado e invertebrado na formacao e eclosdo de ovos de resisténcia.

Mais uma vez obtivemos resultados ndo satisfatdrios para esses fatores em relacdo a



dipausa, mas observamos alteracGes em alguns pardmetros da histéria de vida desses
organismos. Estes resultados estdo apresentados no capitulo 3.

Por fim, pensamos que os ovos de resisténcia ndo eclodiriam devido ao efeito
inibitério das folhas de eucalipto que se decompdem no sedimento. Avaliamos algumas
concentracdes e tempo de exposicdo dos ovos de resisténcia em agua com folhas de
Eucalyptus urograndis em decomposi¢do. Experimentos iniciais ndo nos mostraram o
efeito inibitério, mas um outlier nos fez pensar em novos tratamentos e assim
verificamos que sob certas condigdes, as folhas de eucalipto em decomposicédo
poderiam inibir a eclosdo dos ovos de resisténcia. Estes resultados se encontram no
capitulo 4. Percebemos que este pode ser um caminho a ser trilhado para a compreensao
da auséncia de eclosdo dos ovos de resisténcia de D.laevis que ocorrem na Lagoa
Jacaré.

Os experimentos desenvolvidos ao longo desse doutorado ndo trouxeram todas
as respostas que gostariamos, mas temos muitas respostas do que ndo testar. Eles
abordaram inimeros fatores que poderiam explicar o mecanismo de diapausa de D.
laevis na lagoa Jacaré. No entanto, repensar em outras maneiras de avaliar, outras
concentracdes, outros tempos de avaliacdo e exposicdo aos fatores a serem testados,
pode ser de grande valia para se tentar compreender o mistério dessa lagoa. Dizer que
estou completamente feliz, ndo. Mas estou satisfeita, pois novos resultados foram
obtidos e novas ideias estardo prontas a surgir a partir do que eu pude desenvolver. 1sso

é ciéncia, isso € pensar e fazer acontecer.
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INTRODUCAO

Estagios de dorméncia permitem aumentar o tempo de geracdo das populacdes
que o produzem (Céceres, 1998) servindo como um meio de evasdo temporal as
condicdes desforaveis (Santangelo, 2009). Eles tém o potencial de alterar o resultado
das interacdes, visto que afetam diretamente a dinamica da populagdo que os produz e,
consequentemente, a dindmica dos organismos que interagem com essa populacdo
(Céceres, 1998). Além disso, podem ser indicios de impactos antrépicos (Maia-Barbosa
et al., 2003) e também de uma reestruturacao que ocorreu na cadeia alimentar.

Em ecossistemas aquaticos, alguns organismos entram em estagio de dorméncia,
dentre eles, a Daphnia laevis, um cladédcero pertencente a comunidade zooplancténica.
Eles desempenham um papel fundamental na transferéncia de energia através da cadeia
alimentar, pois atingem a maturidade em periodo aproximado de um més, produzindo
neonatas quase diariamente, e sd0 as presas mais visadas por vertebrados e
invertebrados em ambientes aquaticos. A auséncia desses filtradores pode interferir de
forma negativa na qualidade da dgua devido ao aumento da densidade algal (Bernardi et
al., 1987). Quando expostos a condigcdes desfavoraveis, os individuos zooplanctdnicos
podem apresentar alteracbes no comportamento, na morfologia e até mesmo na histéria
de vida visando, em ultima instancia, a manutencdo de seu genotipo e a persisténcia das
populacdes (Santagelo, 2009).

Uma das alteracdes na historia de vida é a formacdo de ovos de resisténcia, uma
estratégia adaptativa a condicdes ambientais adversas, sendo considerado um
mecanismo de dorméncia conhecido como diapausa (Ricci, 2001). Quando individuos
de Daphnia laevis entram em estagio de dorméncia, seu modo de reproducao € alterado.
Na maior parte do tempo, sob condi¢cbes adequadas, prevalece a reproducdo por
partenogénese ciclica (reproducdo assexuada), onde fémeas partenogenéticas dipldides
sdo capazes de produzir ovos diploides sem a necessidade de fecundacdo. Para
produzirem estagio dormente as fémeas passam a produzir machos e ovos haploides
(reproducdo sexuada). Os ovos haploides ao serem fertilizados por machos originam
ovos de resisténcia ou efipios (Nogrady et al., 1993; Santangelo, 2009).

Dentre as alteracGes ambientais ja descritas como estimuladoras de producgédo
desse tipo de ovo destacam-se: variagdes da temperatura da agua e fotoperiodo

(Hairston & Kearns, 1995), escassez de recurso alimentar (Gilbert, 1995), dessecacdo
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(Crispim et al., 2003), presenca de predadores (Slusarczyk 1995 & Hwan et al., 2009) e
elevadas densidades populacionais (Zadereev & Lopatina, 2007).

Os ovos de resisténcia podem ser a resposta para a melhor compreensédo da
estrutura temporal e genética das populagdes zooplanctonicas, sendo de grande
importancia para o estudo ecoldgico e evolutivo de comunidades e populagdes. Estagios
de dorméncia preservam a biodiversidade e os bancos de ovos de resisténcia formados
no sedimento conservam a variabilidade genética de espécies que viveram em épocas
distintas. Eles representam um testemunho das alteragdes na estrutura e dinamica da
comunidade zooplanctonica, assim como da evolucdo de populagdes locais (Crispim e
Watanabe, 2000).

Brand&o et al., (2012) ao avaliar a dinamica populacional de Daphnia laevis na
lagoa Jacaré (entorno do Parque Estadual do rio Doce, MG), durante sete anos de
monitoramento, verificaram alteracfes ligadas aos periodos de seca e chuva. Nos
periodos de seca, caracterizados pela desestratificacdo térmica e menores valores de
temperatura, foram registrados aumento na densidade populacional de Daphnia laevis,
enquanto que nos periodos de chuva, caracterizado pela estratificacdo térmica e
elevados valores de temperatura, reducdo da densidade dessa populacdo. A formacao e
eclosdo de efipios foi apontada como um dos possiveis fatores explicadores da dindmica
populacional desta espécie no lago.

Em ambientes de regides temperadas e articas, a mudanca extrema na
temperatura € considerada um fator crucial para o inicio da diapausa (Hairston &
Kearns 1995). No entanto, em ecossistemas tropicais, a mudanca ciclica de temperatura,
condiciona os eventos de estratificacdo e desestratificacdo, que promovem uma série de
mudancas no ambiente, desde alteracbes nas caracteristicas fisicas e quimicas até
alteracdes bioldgicas (taxa reprodutiva, competicao, predacao). Assim, as variacdes da
densidade populacional de Daphnia laevis na Lagoa Jacaré durante os periodos de
temperaturas elevadas (periodo estratificado) e temperaturas reduzidas (desestratificado)
podem ser apenas reflexos das alterac@es bioldgicas que ocorrem nesses periodos como,
por exemplo, predacao.

Os estimulos que podem induzir a formacéo e ecloséo de efipios instigam muitos
pesquisadores que tém trabalhado com a presenca de sinais quimicos provenientes de
presas (sinais de alarme) (Slusarczyk, 1999; Zadereev & Lopatina 2007; Santangelo,
2009) e de predadores (cairomdnios) (Pijanowska & Stolpe, 1996; Ning, et al., 2010) e
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dentre os invertebrados predadores de zooplancton, podemos citar as larvas de
Chaoborus (Diptera). Elas tém sido consideradas como um importante componente na
cadeia tréfica planctdnica. Para alguns lagos do Médio Rio Doce, uma proposta de
cascata trofica invertida (Pinto-Coelho et al., 2008) foi descrita. Segundo essa proposta,
0 aumento da densidade de peixes (exoticos), ocasionou aumento na densidade de larvas
de Chaoborus devido a reducéo da pressao de predacédo desses invertebrados por peixes
forrageiros. Assim, as larvas de Chaoborus tém sido apontadas como o principal
predador de topo da cadeia alimentar zooplancténica de alguns lagos do Médio Rio
Doce. A presenga de larvas de Chaoborus na lagoa Jacaré foi confirmada por Fuhuhara
et al. (1997) e Bezzerra-Neto (2007) que registraram densidades na ordem de 391 ind.
m™ e 1040 ind. m*, respectivamente.

Além dos efeitos da introducdo de espécies exoticas de peixes, a lagoa Jacare
sofre influencia de plantagdes de eucalipto no entorno, que pode afetar as comunidades
e populagdes devido aos efeitos dos metabdlitos produzidos (Graca e Canhoto, 2006;
Araujo et al., 2010).

Esse estudo trara informacdes a respeito dos fatores que podem influenciar a
producdo e eclosdo de efipios nas populacbes de Daphnia em lagoas permanentes
tropicais, tendo como objetivos:

e Desenvolver uma metodologia adequada para selecdo de ovos de resisténcia a
serem utilizados em estudos de ecloséo.

e Estimar a taxa de eclosdo de ovos de resisténcia de Daphnia em ambientes
aquaticos tropicais, sob diferentes condi¢cdes de temperatura e fotoperiodo.

e Avaliar o efeito de cairoménios de predadores vertebrados e invertebrados e
sinais de alarme na formacéo e eclosao de efipios de Daphnia laevis.

e Investigar se a 4agua contendo folhas de Eucalyptus urograndis em

decomposicao pode inibir a eclosédo de efipios.

Caracterizacao da area de estudo - Lagoa Jacaré

A Lagoa Jacaré (area: 103,09 ha, profundidade: 9,8 metros, coordenadas S
19°48°28.8”, W 42°38°55.5”) situa-se no trecho médio do rio Doce, proxima ao Parque
estadual do Rio Doce (PERD), Minas Gerais, Brasil (figura 1). Essa lagoa apresenta

alguns fatores de impacto como a monocultura de Eucalyptus sp., o clube de pesca, com

13



local para camping e despejo de esgotos domésticos, que podem comprometer a
qualidade de suas aguas (Branddo et al., 2012). Além disso, sua ictiofauna foi
drasticamente alterada durante a década de 70, ap6s a introducdo de espécies exdticas de
peixes para pesca esportiva. (tucunaré- Cichla kelberi, piranha- Pygocentrus nattereri,
bagre africano — Clarias gariepinus, tamoata - Hoplosternum litoralle e acara do
Amazonas — Astronotus ocellatus) (Latini et al., 2004).

A regido possui clima quente, com temperaturas médias anuais entre 20 a 22°C.
A lagoa Jacaré é um lago monomitico quente, permanecendo termicamente estratificada
entre 0s meses de setembro a abril (chuva), com um curto periodo de desestratificacdo
entre maio e agosto (seca). As maiores temperaturas da agua sdo observadas no periodo
de estratificacdo (verdo ou chuva), com valores oscilando entre 20,0 e 33,1°C (média:
27,5°C), e menores no periodo de desestratificacdo (inverno ou seca) variando entre
22,0 e 28,5 (media: 24,3°C). A concentragdo de oxigénio dissolvido varia entre 0,01
mg.L™ no hipolimnio e 8,5 mg.L™ no epilimnio (média: 3,9 mg.L™) e os valores de pH
entre 5,0 e 7,7 (média: 6,4), sendo 0s menores registrados nas maiores profundidades.
(Brandao et al., 2012)

Densidades mais elevadas de Daphnia laevis (méximo 10.790 org.m'3) foram
registradas no periodo de desestratificacdo da lagoa (época de seca) onde predominam
temperaturas mais baixas Os efipios tem sido registrados no sedimento com abundancia
média de 13 efipio.cm™ ndo sendo observadas diferencas significativas nas densidades
entre os periodos de seca e chuva. Maiores taxas de producdo (in situ) e eclosdo (in situ
e em laboratorio) de efipios foram registradas no periodo de desestratificacdo térmica
(seca) (Brandao et al., (2012).
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Resumo

Claddceros sdo capazes de produzir ovos de resisténcia envoltos por uma capsula
protetora, o efipio, de viabilidade varidvel. Para avaliar com precisdo as taxas de
eclosdo, é essencial saber o nimero de ovos presentes no interior do efipio. Este estudo
teve como objetivo avaliar o nimero de ovos por efipio de Daphnia sp de dois lagos
tropicais e a eficiéncia de alguns métodos para desencapsulamento dos ovos de
resisténcia. Foram utilizadas duas concentracfes diferentes de hipoclorito de sédio,
além de ovos obtidos por meio de isolamento manual por agulhas e efipios intactos. O
nimero de ovos por efipio diferiu significativamente entre os lagos. A exposi¢do a
hipoclorito de sodio a uma concentracdo de 2%, durante 20 minutos foi 0 método mais
eficiente para o isolamento e a avaliacdo visual dos ovos de resisténcia, pois ndo afeta a
sobrevivéncia das neonatas. Embora ndo tenha sido verificada nenhuma diferenca de
eclosdo, os resultados obtidos a partir da imersdo em solucdo de hipoclorito (47,2 +
7,34%) e isolado manualmente (53,7 £ 13,24%), a imersdo em solugé@o de hipoclorito €
mais rapido e ndo necessita de destreza manual. A taxa de eclosdo de ovos ndo isolados
de efipios foi subestimada (11,1 £ 5,0%), o que ilustra a importancia do uso de tal
metodologia.

Palavras chave: Daphnia laevis, desencapsulamento de efipios, diapausa, viabilidade de

efipios

Abstract

Cladocerans are able to produce resting eggs within a protective resistant capsule the
ephippium. To accurately evaluate hatching rates it is essential know the number of

eggs present inside the ephippia. This study aimed to evaluate the number of eggs per
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ephippium of Daphnia sp from two tropical lakes and the efficiency of some methods
for decapsulating resting eggs. Two different concentrations of sodium hypochlorite
were used together with eggs obtained through manual isolation by needles and intact
ephippia. The number of eggs per ephippium differed significantly among the lakes.
The exposure to sodium hypochlorite at a concentration of 2% for 20 minutes was the
most efficient method for the isolation and visual evaluation of the resting eggs because
it did not affect the neonata survival. Although there were no difference between the
results obtained from immersion in hypochlorite (47.2 + 7.34%) and manually isolated
(53.7 £ 13.24%), immersion in hypochlorite is faster and does not require manual
ability. Hatching rate experiments with resting eggs not isolated from ephippia were
underestimated (11.1 * 5.0%), illustrating the importance of the use of such
methodology.

Keywords: Daphnia laevis, diapause, ephippium decapsulation, epphipia viability

Introduction

Most organisms live in changeable environments. To withstand these conditions,
which can sometimes be lethal, some organisms have developed dormancy as a life-
history strategy. Many zooplankton species, including cladocerans, use a variation of
this strategy (Céceres and Tessier 2003). Diapause in cladocerans occurs through the
prodution of resting eggs, which are deposited in the sediment and represents a as a
temporary refuge or a reserve against adverse conditions, allowing the populations to
reestablished after favorable conditions return.

For cladocerans, the prodution of dormant stages requires a change in the mode
of reproduction. Most of the time, cladocerans reproduce by parthenogenesis, with

cyclic production of diploid eggs. To form the dormant stage, the females stop
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producing diploid eggs and start to produce haploid eggs and males. The fertilized eggs
originate the resistant form, while the unfertilized eggs degenerate and are reabsorbed
by the mother (Zaffagnini 1987). In Daphnia, the resting egg is enclosed by a chitinous
shell called an ephippium, that is formed from the dorsal shell of the mother and
improves the resistance of diapausing eggs to adverse conditions (Slusarczyk and
Pietrzak 2008). Chitin content of resting eggs varies from 17% to 25%, as a
consequence their durability is so high (Kaya et al 2013; Kaya et al 2014a). Sometimes
they are produced huge amount (tons) in the lakes (Kaya et al 2014b).

For these organisms, usually ephippial membranes contain two eggs, but this
number may be varieble and it is difficult to determine visually (Zaffagnini 1987).
Ephippia are pigmented with melanin, and the degree of pigmentation ranges from
transparent to opaque. The variation in pigmentation exists within and across
populations and species, occurring more often in lakes with the highest ephippial
production (Gerrish and Céceres, 2003).

Therefore, studies with resting eggs must consider the use of methods to
checking the number of eggs before hatching tests. Some investigators use a pair of
needles to open each ephippium individually in order to select viable eggs (Davison
1969, Caceres 1998, Caceres and Tessier 2003, Angeler 2005) or sort the eggs under an
inverted microscope without opening the ephippium (Perez-Martinez et al. 2012). These
two techniques are effective, but rather slow, and the use of needles requires great skill.

A simpler method has been described by Pancella and Stross (1963) and
Haghparast et al. (2012), who exposed the eggs to sodium hypochlorite at a
concentration of 1% for 5 minutes prior to using them in an experiment. La et al. (2009)
also report the use of sodium hypochlorite, at a concentration of 4% for 20 minutes for

the desencapsulation of ephippia. However, we could not find any information on
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hatching rates of resting eggs exposed to different concentrations and exposure time
hypochlorite.

Because the methods are variable and in the case of hypochlorite also the
concentrations and exposure time it is important to compare the hatching rates obtained
in each. Exposure to sodium hypochlorite decapsulates the eggs contained within the
ephippium and enables the investigator to select potentially viable eggs and allow to
discard seemingly whole but empty (no eggs) ephippia. Moreover, the isolation of
resting eggs may help in a higher production of organisms, e.g. used in lab tests or in
aquaculture.

This study aimed to evaluate the status of ephippia of Daphnia sp. from two
tropical lakes and the efficiency of some methods for decapsulating resting eggs. The
hypotesis leading this work are: a) there will be a difference in the status of ephippia in
aquatic environments and b) treatment of decapsulation of ephippia using the technique

of immersion in sodium hypochlorite will be effective for the selection of viable resting

eggs.

Materials and Methods

The ephippia used in the experiments were collected from the sediment of
Pampulha Reservoir (S 19° 55' 09", W 43° 56' 47") and Jacaré Lake (S 19° 48'28.8 ", N
42° 38'55.5"), located in Minas Gerais, Brazil.

Sediment samples were collected with a core sampler and kept in dark bottles at
4 °C until the separation of ephippia used in the experiments. For this, the sediment
samples were mixed with sucrose solution (1:1) (Onbé 1978) and the ephippia were

pipetted from the supernatant.
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Number of resting eggs within ephippia

To assess the natural variation among lakes with respect to ephippium status (%
of ephippia with 0, 1, or 2 eggs), five ephippia were placed in each well of 12-well
culture plates, and the ephippia were immersed in 4% sodium hypochlorite to assess
their clarity stated and determine the number of eggs present in each ephippium. The
ephippia were observed until they became transparent and the number of eggs within
each ephippium was noted. For each lake, four plates (replicates) with 60 ephippia each

were set up, totaling 240 ephippia.

Decapsulation test with hypoclhorite

To assess the effect of time of exposition and hypochlorite solution
concentration in decapsulating resting eggs from ephippia and to compare the hatching
success of eggs decapsulated, four treatments were used: sodium hypochlorite
concentrations of 2 or 4% with exposure times of 10 or 20 min. The 2 and 4%
concentrations were chosen because they represent the concentrations of commercial
bleach and active chlorine, respectively. For this experiment, only ephippia of
Pampulha lake were used, because Jacare’s epphipia has low hatching rate in laboratory
(maximum 8%) (Brand&o et al., 2014).

The ephippia were placed in a bottle with the bottom covered with a plankton
net mesh (50-um mesh) and kept in the hypochlorite concentration and time used for
each treatment. After the treatment, resting eggs were washed with a squirt bottle
containing 500 mL of filtered (50-um mesh) lake water. Eggs that appeared viable were
transferred to 12 culture plates. Wells contained 5 mL of filtered lake water and each
received five resting eggs. Each treatment was carried out in triplicate (3

plates/treatment x 12 wells/plate x 5 resting eggs/well) for a total of 180 embryos per
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treatment. Plates were kept in an incubator with a photoperiod of 12 h and temperature

of 24°C, similar to conditions in the lakes. Hatching was assessed daily for 20 days.

Hatching success compared among sets

To determine whether the sodium hypochlorite method works as well (or better)
than other methods used for hatching resting eggs. The following treatments were
tested: a) resting eggs obtained from 2%/20 min sodium hypochlorite treatment b)
resting eggs obtained by manually decapsulating ephippia using dissection needles and
c) intact ephippia (assumed to contain two resting eggs each). The eggs were placed in

culture dishes, two per cell (a total of 24 eggs) and inspected daily for 30 days.

Statistical methods

To evaluate differences between treatments in the hatching rate of resting eggs
from Pampulha Lake, the proportion of hatched eggs was arcsine square-root-
transformed and evaluated by one-way ANOVA. The viability of ephippia from the
different lakes, the influence of exposure to hypochlorite on hatching rate and the
hatching time of resting eggs from Pampulha Lake subjected to the sodium-hypochlorite
treatments were evaluated by Kruskal-Wallis test. For statistical analysis and

preparation of figures, the STATISTICA 8.0 software was used.

Results

The ephippia of D. laevis, when exposed to sodium hypochlorite became
transparent, allowing observation of the number of eggs per ephippium (Figure 1). The
exception was the 2% sodium-hypochlorite treatment for 10 minutes, where some

ephippia still had a dark color.
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Fig. 1. Daphnia laevis ephippia from sediment of Pampulha Lake (a) before (dark) and
(b) after (transparent) immersion in 4% sodium hypochlorite.

Differences in the number of empty ephippia among the lakes were statistically
significant (KW-W (1,8)=5,33, p < 0.03). In Jacaré Lake, 63% of the ephippia were
found to be empty, 14% contained one egg and 23% contained two eggs. In Pampulha
Lake, the number of empty ephippia was considerably lower (16%), while 25%

contained 1 egg and 59% contained 2 eggs (Figure 2).
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Fig. 2. Percentage of epphipium content potentially viable resting eggs inside Daphnia
laevis ephippia collected in Jacaré and Pampulha lakes, Minas Gerais, Brazil (n = 240

ephippia/lake). Vertical bars denote 0.95 confidence intervals.

While ephippia from the two lakes differed in the proportion of empty ephippia,
no significant difference was observed in the hatching of resting eggs (Pampulha lake-
isolated from ephippia) between the sodium-hypochlorite immersion treatments
(F(3,80)=0.08, p = 0.97) after 20 days. For the 2% sodium hypochlorite treatment, the
hatching percentages were 64 + 4.36% at 10 minutes and 60 + 8.32% at 20 minutes. For
the 4% sodium hypochlorite treatment, the hatching percentages were 69 + 7.02% at 10
minutes and 62 + 10.26% at 20 minutes.

Mean hatch rates higher than 20% were obtained between fourth and fifth days
falling on others days (KW-H (6,84)=40,65, p <0.01) (Figure 3). Only one resting egg
hatched after the tenth day, in the 2% sodium hypochlorite - 20 minutes treatment.

Although no significant difference was found in hatching rates among the treatments,
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exposure to 4% sodium hypochlorite negatively affected the survival of the neonate D.

laevis, which were found dead or swimming weakly.
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Fig. 3. Percentage hatching of Daphnia laevis ephippia from sediment in Pampulha
Lake under different conditions of exposure to sodium hypochlorite solution over time

(n = 180 eggs/treatment). Vertical bars denote 0.95 confidence intervals.

Since the 4% sodium hypochlorite treatment negatively affected the health of the
hatchlings, the treatment with 2% sodium hypochlorite for 20 minutes was chosen for
the experiment that compared the hatching success of resting eggs from this treatment
against those that were manually decapsulated and resting eggs in intact ephippia.

No significant differences were observed in the hatching rate of resting eggs
exposed to hypochlorite and resting eggs manually decapsulated (KW-H (1;42)= 0,07, p
>0.5). However, hatching rates of intact ephippia were much lower than those of
treatment with decapsulated eggs. The hatching rates of resting eggs with treatment

isolates of ephippia were 47.2 + 7.34% and 53.7 £ 13.24%, for resting eggs isolated by
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immersion in hypochlorite and manually isolated, while the hatching rate of ephippia

was 11.1 £ 5.0% (Figure 4).
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Fig. 4. Porcentage of hatching rate not isolated from ephippia and isolated from
ephippia for exposure to 2% sodium hypochlorite for 20 minutes. Vertical bars denote

0.95 confidence intervals.

Discussion

The resting egg status of ephippia used in resurrection ecology experiments is
seldom determined before hatching experiments are initiated. However, it is essential to
select healthy ephippia, since the percentage of eggs within ephippium may vary
according to the environment, sampling location, sample period and depth of sediment
(Caceres 1998, Perez-Martinez et al. 2012). The ephippium, one of the barriers that
protect the resistant eggs, may also mask their viability, as the resting eggs can not be
seen through the ephippium (Davison 1969) because the pigmentation with melanin
(Gerrish and Céceres, 2003).

This study found a significant difference in the proportion of empty ephippia
from the two lakes, ranging from 13% to 63% empty ephippia, confirming the
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hypothesis. The production os ephippial eggs per ephipium increases with greater food
availability (Conde-Porcuna et al., 2014). Moreover, the hatching rate was
underestimated when we used ephippia without assessing the presence of resting eggs
inside them. These results reinforce the importance of prior assessment of the viability
of ephippia that will be used in experiments that aim at understanding the factors
stimulating hatching.

Methods for preliminary assessment of the status of resting eggs vary greatly but
all agree on the importance of using only healthy eggs in hatching tests, no matter what
method is used for separating the eggs of the ephippia. Although the manual separation
technique requires skill with the use of needles, it has been used in some studies
(Caceres, 1998, Céaceres and Tessier, 2003, Angeler 2005, Caceres and Tessier, 2003,
Céceres, 1998). Davidson (1969), using needles to separate the eggs from the
ephippium, showed that only decapsulated ephippia developed (75%), and the non-
decapsulated eggs were observed for many days and never hatched. In the study of
Pancella and Stross (1963), the time for hatching of ephippium not treated with
hypochlorite was much longer (44 days) than ephippium immersed in hypochlorite for
five minutes (three days). Our results showed that resting eggs within ephippia
immersed in hypochlorite hatching between 4 and 17 days, and intact ephippia between
7 and 20 days.

Thus, decapsulation of the eggs can accelerate the evaluation of factors
(temperature, light, predation, etc.) related to the hatching of resting eggs. On the other
hand, some studies have shown that the use of hypochlorite can increase the
transparency of ephippia and the effects of light on eggs hatching. So, this technique
should be used with caution and respecting the objectives of the study. Pancella and

Stross (1963) using ephippia immersed in a 1% sodium-hypochlorite solution for five
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minutes showed that this did not stimulate the hatching, only facilitate the input of light
in the ephippia.

Experiments using ephippia without prior evaluation are still widely used
(Santangelo et al. 2010, Haghparast and Shabani 2012) but our study showed the
importance of this procedure when you want to evaluate the maximum hatching rate of
resting eggs or generate new individuals quickly. Moreover, the present study reinforces
the importance of separating the eggs from the ephippia, not only to improve the contact
of the stimulating factor with the egg, but also to only select eggs that are potentially
viable. The lower hatching rates could have occurred because some of the ephippia had
fewer than 2 eggs or because eggs within the ephippium aren’t as sensitive to hatching
cues.

Haghparast and Shabani (2012) found differences in the hatching rates of
ephippia from Daphnia magna and Daphnia pulex, treated with hypochlorite. D. magna
ephippia immersed in 1% sodium hypochlorite had a higher hatching rate than D. pulex
ephippia. However, the authors stated that because they did not separate the eggs
contained within the ephippia, this may have adversely affected the results for hatching
rates. Paes (no prelo) found that immersion in 2% sodium hypochlorite for 20 minutes
did not affect the hatchability of resting eggs of Daphnia ambigua and didn’t cause
health problems with hatchings as they grow and mature.

Sodium hypochlorite efficiently decapsulates ephippia, allowing the researcher
to select viable resting eggs and the eggs to hatch more rapidly, thus optimizing studies
of this nature. In this study, the best treatment was 2% sodium hypochlorite for 20
minutes, which did not adversely affect neonate survival, and also allowed viewing of

the eggs in all ephippia. High concentrations of hypochlorite may be useful only to
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evaluate the viability of ephippia, and should not be used to hatch cladocerans for other

purposes because high concentrations can affect their survival.
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Resumo

Temperatura e luz sdo reconhecidos como fatores importantes para ecloséo de ovos de
resisténcia. O conhecimento de como eles afetam suas taxas de eclosdo é importante
para a compreensao das consequéncias do aquecimento das &guas para a recolonizagao
dos ecossistemas aquaticos dependentes das populagGes dormentes. Este estudo teve
como objetivo comparar a influéncia de diferentes condi¢fes de temperatura e luz sobre
as taxas de eclosdo de ovos de resisténcia de Daphnia ambigua and Daphnia laevis de
ambientes tropicais. Os efipios foram coletados no sedimento de trés ecossistemas
aquaticos, no sudeste do Brasil. Para cada lago, os ovos de resisténcia foram expostos a
temperaturas de 20, 24, 28 e 32 ° C, a luz (12 h de fotoperiodo) e total auséncia de luz.
Os resultados mostraram que a auséncia de luz e altas temperaturas influenciaram
negativamente nas taxas de eclosdo. Foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas para eclosdo dos ovos de resisténcia entre os ecossistemas estudados
(média de 0,6 a 31%), indicando a importancia de fatores ambientais locais na diapausa

e manutencao de populacgdes ativas.

Palavras-chave: Cladocera, diapausa, efipio, luz, temperatura, ecossistemas aquaticos

tropicais.

Abstract

Temperature and light are recognized as important factors for hatching of resting eggs.
The knowledge of how they affect hatching rates of this type of egg is important for the
comprehension of the consequences of warming waters in recolonization of aquatic
ecosystems dependent on dormant populations. This study aimed at comparing the

influence of different temperature and light conditions on hatching rates of Daphnia
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ambigua and Daphnia laevis resting eggs from tropical environments. The ephippia
were collected in the sediment of three aquatic ecosystems, in southeastern Brazil. For
each lake, the resting eggs were exposed to temperatures of 20, 24, 28 and 32°C, under
light (12h photoperiod) and dark conditions. The results showed that the absence of
light and high temperatures have a negative influence on the hatching rates. Statistical
differences for hatching rates were also found when comparing the studied ecosystems
(ranging from 0.6 to 31%), indicating the importance of local environmental factors for
diapause and maintenance of active populations.

Keywords: Cladocera, diapause, ephippium, light, temperature, tropical aquatic

ecosystems.
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Introduction

Throughout evolution, the aquatic organisms developed mechanisms by which
they can survive the challenges imposed by the environment. For the zooplanktonic
organisms, the diapause with production of resting eggs is a strategy that allows the
recovery of populations and endurance of the species after periods of unfavorable
conditions. Although this strategy is common in tropical and temperate environments,
the knowledge of what factors induce the production and hatching of resting eggs in
different Cladocera species is still not clear (Sarma et al. 2005).

In temperate regions, light and temperature have been considered the two most
important stimuli for the hatching of zooplanktonic resting eggs (Stross 1966,
Vandekerkhove et al. 2005) and more recently the presence of predators (Angeler 2005,
Lass et al. 2005, La et al. 2009). However, in tropical regions, the importance of these
factors for the termination of diapause in lakes has not been fully assessed yet. It is
already known that rewetting of temporary ponds is an important stimulus for hatching
in the tropics (Crispim 2003), although predators do not interfere with hatching of
Moina resting eggs and salinitiy affects it negatively (Santangelo et al. 2010, Santangelo
et al. 2013).

In tropical regions, the production of dormant stages has been studied mainly in
temporary aquatic environments, in which the seasonal differences between the dry and
wet periods strongly induce the beginning of the diapause process (Crispim and
Watanabe 2001, Crispim et al. 2003, Palazzo et al. 2008, Paranelli et al. 2008, Araujo
et al. 2013). For permanent lakes, the production and hatching of resting eggs due to
anthropic action (Maia-Barbosa et al. 2003), seasonal effects (Brandao et al. 2012) and
salinity (Santangelo et al. 2014) was reported. Most of these studies were conducted in
order to understand population dynamics and to assess the difference between the active
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community in the water column and the egg bank in the sediments. Few studies
experimentally investigated the factors that stimulate the induction and termination of
diapause (Santangelo et al. 2010 and 2011), which may be relevant to the understanding
of such effects.

Several adverse environmental alterations lead to the production of resting eggs
and different factors may be involved in their hatching, which makes it more difficult to
evaluate and establish a pattern for this survival mechanism. Among the factors that
control diapause in Cladocera are photoperiod, temperature, population density,
dessication and predation signs (Stross 1966, Crispim et al. 2003; Zadereev 2003, La et
al. 2009)

Cladocera are relevant because they play an important role on energy
transference through the food chain (Sarma et al. 2005). The use of Daphnia organisms
is appropriate for biological and evolutionary studies, since the species reflect
adaptations to different habitats, but their physiological properties and ecological
function are very similar (Lampert 2006).

The different daphniid responses (metabolism, growth, reproduction, trophic
interactions) to environmental changes depend on biotic (predator abundance and
phytoplankton) and abiotic factors (hydrodynamics, thermal stratification intensity and
duration, trophic state or geomorphology) of lakes, which are directly influenced by
climate changes (Wojtal-Frankiewicz 2011). According to the IPCC (Intergovernmental
Panel on Climate Change), there is a trend to an increase on average temperature at the
end of the 21% century (IPCC 2007). Thus, the effects of an increase in water
temperature can directly influence the hatching of Daphnia ephippia and also be
relevant for the understanding of the consequences of water warming for recolonization

of the aquatic ecosystems dependent on dormant populations.
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This study aimed at comparing, in laboratory, the influence of different light and
temperature conditions on the hatching of Daphnia ambigua and Daphnia laevis
ephippia collected in permanent tropical aquatic ecosystems. The following hypothesis
were formulated: a) higher temperatures and the presence of a photoperiod will induce
higher hatching rates, b) resting eggs will hatch in a shorter period of time under higher

temperature conditions and c) different enviroments differ on the hatching rate resting

eggs.

Methodology
The resting eggs were collected from the sediments of three water bodies of

southeastern Brazil. The characteristics of these environments are shown in Table 1.

Table 1. Characteristics of Pampulha, Nado and Jacareé lakes.

Aquatic . Area | Maximum Circulation Water DO Secchi | Trophic
Coordinates temperature a . References
ecossystems (ha) | deph (m) pattern o). (mg.L™): (m): state
S 19°55'09” Epi: 19,6 a27,4| Epi:>8,0 X .
Pampulha son 11968 15,1 - .p p 0,8 eutrophic Pinto-Coelho et al., 2003
W 43°56'47 Hipo: 18,7 a 24,1 Hipo: 0,0
Nado S 19°49'56” 1,5 7,6 monomitic Epi: 228a27,0 Epi: 8.0 0,3 a 1,4 | mesotrophic Bezerra-Neto etal.,, 2007
W 43° 57°34” Hipo: 18,9 2 22,3 Hipo: 0,0 Bezerra-Neto et al., 2009
Jacaré S 19°48'28.8 109,0 9,8 monomitic E_p“ 285a33,1 E_pl: 85 10a45 oligo- ; Brand&o etal., 2012
W 42°38'55.5” Hipo: 20,0 a22,00 Hipo: 0,0 mesotrophic

Epi= Epilimnio and Hipo= Hipolimnio

Sediment samples were collected at the limnetic region, with a corer-type
sampler and the first 10 centimeters were used. The samples were placed in dark flasks
and refrigerated at 4°C, for two to ten days. Resting eggs were isolated from these
sediments by means of the sugar flotation method (Onbé 1978). The ephippia were
collected from the supernatant and placed in a recipient with a 50 pum net, where they
were maintained in a 2% hypochlorite solution for 20 minutes, allowing ephippium
transparency, decapsulation and selection of the healthy-looking resting eggs.

Afterwards, they were washed with 500mL of distilled water.
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For the tests, resting eggs of Daphnia laevis found at Pampulha and Jacaré lakes
and Daphnia ambigua from Nado lake were used. An experimental design was
performed manipulating light (absence x presence) and temperature (20, 24, 28 and
320C), providing a total of 8 treatments (2 light conditions x 4 temperature conditions)
for each lake system. For each environment, healthy resting eggs were selected and
transferred to a culture plate, with 12 wells containing five eggs each and 5mL of water
from the respective environment filtered with a 50 pm net. Each treatment was
performed in triplicate, providing a total of 180 resting eggs. Hatching was monitored
daily for 20 days. The temperatures used in the experiments were selected from values
obtained in field.

The significance of the predictors (i.e. temperature, light and environment) in
relation to the response variable (hatching rate) was tested using general linear models
which can adequately handle non-normal and heteroscedastic data. Due to the presence
of overdispersion (i.e. residual deviation larger than the residual degrees of freedom),
the regression models were fit by quasi-likelihood estimation for the binomial family
(quasibinomial) (Venables and Ripley 2002). Overdispersion may be caused by lack of
independence among samples, or parameter heterogeneity, and it can be modeled by the
use of quasi-likelihood estimation (Anderson 2008). This approach inflates the
estimated covariance matrix of the predictors, thus reducing the probability of selecting
spurious relations (type-1 error) due to violations of the two assumptions previously

described (i.e. independence of samples and parameter homogeneity).

Results

For the samples of Jacaré lake, hatching occurred from the fourth to the seventh
day; for Pampulha lake, the higher hatching rates occurred on the fifth day, for the
treatment at 24°C with photoperiod (22%) and also on the fifth day for the treatment at
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20°C with photoperiod (16%). For this environment, the hatchings were not
synchronized; they were detected throughout the whole assessment period. Resting eggs
collected at Nado lake hatched faster than in the other environments (third and fourth
days) and were more synchronized. The higher hatching rates were observed at 20°C
and with hith photoperiod, on the fourth day (78.3%), followed by the treatment at this

same temperature, in the dark condition (42%) (Figure 1).
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Fig. 1. Daily percentage of hatching of resting eggs at temperatures of 20°C, 24°C,
28°C and 32°C in the light (12h photoperiod) and dark conditions. Pampulha lake (A),

Nado lake (B) and Jacaré lake(C).

Among the analyzed factors, temperature was the most important for the
hatching of Daphnia resting eggs (31%). However, its importance varied in relation to

the environment, as indicated by the significant interaction between temperature and
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aquatic ecosystem (11%) (Table 2). The environmental characteristics (aquatic
ecosystem) also influenced the hatching, indicating that there was a significant
difference on the mean hatching rates of the resting eggs between Pampulha lake (26
+5.6%) and Nado lake (31t 8.2%), which presented higher hatching rates than Jacaré
lake (0.6 %£0.2%). Photoperiod was the third most important factor (25%) and the
hatching rates were always lower in the dark condition.

Table 2. Analysis of the residual deviation for each of the assessed predictors

. Degrees of . Residual degree Residual Residual Drop in residual . P val-ue for
Preditors Deviation . . . inclusion of a
freedom of freedom deviance deviance (%) | deviance (%) )
new predictor
Null model 71 1889.46 100
Temperature 1 581.87 70 1307.59 69 30.8 <0.001
Aquatic ecosystem 2 572.46 68 735.13 39 30.3 <0.001
Photoperiod 1 259.03 67 476.1 25 13.7 <0.001
Aquatic ecosystem:Temperature 2 207.6 65 268.5 14 11.0 <0.001
Temperature: Photoperiod 1 11.91 64 256.59 14 0.6 0.09431
Aquatic ecosystem: Photoperiod 2 2.88 62 253.72 13 0.2 0.7132

Thus, the temperature effect was high for Nado lake, on average for Pampulha
lake and none for Jacaré lake. The temperature effect was significant for all treatments
at Nado lake, but more important for the light condition. It was significant only for the
light treatment at Pampulha and it was not significant for both treatments as Jacaré. The

temperature effect was less pronounced for the dark treatment (Figure 2).
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Fig. 2: Adjusted models for the hatching rate of resting eggs of Daphnia ambigua (B)
and Daphnia laevis (A and C) in each environment, according to the treatments (grey
line: light and black line: dark). The dotted lines represent the reliability intervals.

Pampulha lake (A), Nado lake (B) and Jacaré lake (C).

Discussion

Our results indicate differences between the Daphnia spp. hatching rates
comparing the assessed aquatic ecosystems. Temperature and light were important
factors for the hatching of the resting eggs. Furthermore, the dynamics of the hatching
of the resting eggs were also different between the environments.

The first hypothesis of this study was corroborated. The hatchings were
significantly different when comparing the water bodies, demonstrating the importance
of the environment’s peculiar characteristics for the diapause mechanism. Similar
results were obtained by (Caceres and Tessier 2003) in temperate lakes. These authors
observed that the differences between the hatching rates can be more strongly related to
specific characteristics of the aquatic environment, especially to the seasonal risks to
which the ephippia are submitted. The environments considered in the present study
show different trophic conditions, thermal and chemical stratification, which may
influence the hatching of resting eggs, in different ways. As environmental
characteristics during the production of ephippia, the life history of the mother and risks
experienced in the water column may influence the ephippia dormancy (Caceres and
Tessier, 2003).

Biological interactions, such as the presence (kairomones) of vertebrate and

invertebrate predators, could also influence the dynamics of the dormant stages. Bozelli
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et al. (2008) showed hatching delays related to fish predation signals in aquatic
ecosystems. Their findings could explain the production and low hatching of resting
eggs of D. laevis in Jacaré lake. However, experiments being conducted in our
laboratory did not confirm this hypothesis yet. Similar information was found by
Santangelo et al. (2010), showing that effects of vertebrate kairomones may not always
influence the hatching rate and time to hatching of ephippia in tropical aquatic
ecosystems. Thus, the factors that induce the beginning and termination of the diapause
can be more intimately related to the local environmental characteristics to which the
organism is subjected, such as seasonality (Branddo et al. 2014, Céaceres and Tessier
2003), endogenous aspects of the eggs, such as egg age or maternal effects (Zadereev
2003) and calcium availability (Dumont et al. 1992). Moreover, the eggs belonged to
two different species, which could also influence the outbreak.

Several experiments have shown the importance of temperature, photoperiod
and luminosity for the termination of diapause in temperate lakes (Dupuis and Hann
2009, Pancella and Stross 1963, Vandekerkhove et al. 2005), since, in these regions,
the most evident alterations of temperature and photoperiod can be especially critical for
the zooplankton that depend on these signals to exit dormancy (Dupuis and Hann,
2009). In tropical regions, other factors, could work as stimuli for this process, however,
for some tropical aquatic environments, temperature and photoperiod strongly influence
hatching rates, as observed in the present study for D. laevis and D. ambigua, at
Pampulha lake and Nado lake, respectively. Thus, such studies should be expanded to
other locations in the tropical region in order to verify the possible regional responses.

The hypothesis that higher temperatures would induce a faster hatching of the
eggs was not corroborated. The results obtained suggest that higher temperatures have a

negative effect on the hatching of D. laevis (Pampulha lake) and D. ambigua (Nado
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lake) resting eggs. Similar results were obtained in the tropical region for Moina
micrura ephippia originated from fish culture tanks (Rojas et al. 2001).

Dupuis and Hann (2009) demonstrated, by modeling, that climate changes can
have negative consequences for the zooplanktonic populations of a temperate region,
since it can affect important environmental stimuli which would stimulate the hatching
of resting eggs, leading to dormancy rescission. The consequent temperature increase
could also inhibit the hatching of resting eggs in some tropical environments. Thus, the
recolonization of aquatic environments dependent on dormant populations would be
affected by the low hatching rate of resting eggs. The absence of active species in the
water column would affect the trophic interactions and the functional processes
exercised by them.

The results obtained in this study evidenced the importance of the association of
appropriate light and temperature conditions (photoperiod) for the hatching of D. laevis
and D.ambigua ephippia collected at Pampulha and Nado lakes. Photoperiod was even
more relevant at Pampulha lake. Thus, low light incidence in eutrophic environments
such as Pampulha lake, where the photic zone is established at less than one meter,
could negatively affect the emergency of the zooplankton, although the absence of light
could be supplied by the floating ability of the ephippia (Slusarczyk and Pietrzak 2008,
Caéceres et al. 2007). On the other hand, while floating on superficial waters, the effect
of water warming can negatively affect the hatching, even in the presence of light, as
observed for Nado and Pampulha lakes.

The difference between the hatching rates and dynamics of the resting eggs
between the environments, together with the observed high residual deviation evidences
the importance of other environmental factors that were not measured, which could be

related to the low hatching rate at Jacaré lake. Previous studies (Branddo et al. 2012)
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have shown that, for this environment, temperature was an important factor, responsible
for the density fluctuations of D. laevis on the water column. However, under laboratory
conditions, this factor, associated with the photoperiod, was not sufficient to induce the
hatching of these species’ resting eggs, suggesting the influence of other environmental
variables. In tropical ecosystems, the stratification and destratification events, which are
related to temperature variation, promote several alterations on the physical, chemical
and biological characteristics (refuge, reproductive rate, competition, predation, nutrient
availability, levels of oxygen and food resources) of the environment. Due to the
difficulties to obtain significant hatching rates at Jacaré lake, studies related to the
interactions between abiotic and biotic factors, alert signs and kairomone and in situ
experiments are being conducted in order to better understand the causing factors of the

beginning and termination of diapause for this Dapnia laevis population.

Conclusions

Temperature and photoperiod were important factors for the hatching of resting
eggs on the permanent tropical aquatic environments studied. However, the difference
between hatching rates and dynamics of these water bodies evidenced the importance of
local factors for the diapause process. Temperature increase and absence of light
negatively affected the hatching of Daphnia resting eggs. However, the reestablishment
of populations are not exclusively depend on hatching rates, since daphnids are
organisms with a large ability to adapt to environmental changes. Although temperature
and photoperiod are relevant to hatching, other factors are determinant for maintenance

of active populations.
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Capitulo 3- Efeitos de sinais de alarme e de predacdo na producdo e eclosdo de
ovos de resisténcia de Daphnia laevis Birge, 1878 de uma lagoa tropical.

Thécia Alfenas Silva Valente Paes; Arnola Cecilia Rietzler; Lorena Fortes Brito;

Paulina Maria Maia-Barbosa*

Resumo

O reconhecimento de potenciais predadores pelas presas antes do ataque do
predador, fornece tempo para a inducdo de mecanismos de defesa, podendo atuar como
sinal para diapausa. Esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de sinais de
alarme e de cairomonio de vertebrado e invertebrado, na historia de vida e na ecloséo e
producdo de efipios de Daphnia laevis de uma lagoa tropical permanente. Individuos
ativos de D. laevis e ovos de resisténcia foram expostos a sinais de predadores
vertebrados (Poecilia vivipara) e invertebrados (Chaoborus sp.) e a sinais de alarme (D.
laevis). Nenhum dos sinais avaliados neste trabalho induziu a producdo e formacao de
efipios. Sinais de invertebrados e vertebrados ndo promoveram alteracbes morfoldgicas
no clone de D. laevis avaliado. Para os tratamentos controle e cairoménio de
Chaoborus, o numero de neonatas produzidas na primeira reproducéo foi inferior aos
produzidos na segunda e terceira reproducdo. Individuos expostos aos sinais de alarme
apresentaram menor tamanho corporal na primipara e menor producdo de neonatas.
Sinais de alarme atuam de maneira mais efetiva na alteracdo dos aspectos relacionados a
historia de vida de D. laevis do que os sinais de predacdo e podem ser mais relevantes

para este clone, que co-ocorre com multipredadores no habitat em que vive.

Palavra-chave: cairomdnio de vertebrado, cairoménio de invertebrado, efipio, diapausa

52



Introducéo

O perigo exercido por predadores pode ser detectado pelas presas por meio de
dois tipos de sinais quimicos: cairoménio e sinais de alarme (Larsson and Dodson,
1993). O cairoménio € uma substancia quimica liberada por uma espécie (predador),
recebido por uma segunda espécie (presa), e € uma adaptacdo favoravel para a segunda
espécie, mas ndo para a primeira. Cairomdnios permitem a presa detectar e fugir de
predadores (Ferrari, Wisenden & Chivers, 2010). Os sinais de alarme séo liberados por
individuos da mesma espécie, quando sujeitos a predacao, seja esta letal ou ndo letal.
Alguns predadores ndo ingerem a presa, mas a agridem, fazendo com que algum sinal
seja liberado na agua. Tal sinal informa a outras presas o risco de predacdo antes do
ataque (Pijanowska, 1997).

O reconhecimento de potenciais predadores pelas presas antes do ataque da
tempo para a inducdo de mecanismos de defesa, com o0 objetivo de aumentar a
performance dos individuos e a persisténcia das populagdes a longo prazo (Santangelo,
2009). Dentre estes mecanismos estdo as alteracdes morfologicas, comportamentais e
diapausa. Para a regido temperada, alguns trabalhos relataram os efeitos desses
metabodlitos na producdo e eclosdo de ovos de resisténcia (Burns, 1995; Slusarczyk,
1999; Zadereev & Lopatina, 2006; Slusarczyk & Rybicka, 2011). Na regido tropical,
sdo poucos os estudos que visam avaliar os efeitos de sinais quimicos, ainda ndo sendo
verificado o efeito de sinais de predacdo na diapausa de cladoceros (Santangelo et al.,
2010).

A diapausa em cladoceros ocorre a partir da alteracdo do modo reprodutivo, da
partenogénese para gametogénese, onde as maes passam a produzir ovos de resisténcia,
que em algumas espécies é protegido por uma capsula denominada efipio. A estratégia
de produzir ovos de resisténcia sob efeito de sinais quimicos, fornece vantagens
competitivas aos individuos, por garantir a sobrevivéncia da prole por meio da formacao
de estagio de dorméncia (Zadereev, 2007), evitando assim a predacdo. Para Daphnia
resultados controversos tém sido encontrados quando organismos ativos ou ovos de
resisténcia sdo expostos aos sinais quimicos (Burns, 1995; Pijanowska & Stolpe, 1996;
Slusarczyk, 1999; Burns, 2000; Lurling et al., 2001; Slusarczyk & Rygielska, 2004).
Slusarczyk (1999) observou que a exposicdo de Daphnia magna somente a um
macerado de Daphnia e a agua de cultivo de peixe ndo induziu a producédo de efipios.

Para tal, foi necessario ndo apenas o sinal quimico do predador, mas também da presa.
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A presenca de sinais quimicos de predadores exerce também influéncia no
processo de eclosdo de estagios dormentes, podendo afetar a taxa de eclosdo dos ovos
de resisténcia e também a sincronia, conforme relatado por Bozelli et al. (2008) para D.
obtusa. No entanto, ao contrario do esperado, sinais de predadores vertebrados tem
induzido a eclosdo (Angeler, 2005; Lass et al., 2005; Hwan La, et al., 2009). Nesses
trabalhos, a presenca do potencial ameacador, o predador vertebrado (peixe), ndo inibiu
e sim estimulou. Os ovos de resisténcia eclodiram, mesmo na presenca do suposto
inimigo. Hwan La et al. (2009), argumentaram que a presenca de peixes poderia ser um
sinal da auséncia de predacdo por invertebrados e funcionar entdo como um estimulo
para ecloséo.

Na lagoa Jacaré, efipios de Daphnia laevis sdo encontrados em grandes
densidades, mas os fatores que estimulam a formacéo e eclosdo dos mesmos ainda nao
foram compreendidos (Branddo et al. 2012; 2014; Paes et al., no prelo). A partir da
avaliacdo da dindmica populacional dessa espécie, foi possivel verificar uma diferenca
na distribuicdo vertical, estratégia desenvolvida como forma de escape a predadores.
Além disso, as interacOes troficas nesse ecossistema podem estar sendo alteradas,
devido a introducdo de espécies exoticas de peixes. Segundo a hipotese da cascata
trofica invertida (Pinto-Coelho et al., 1998), a presenca de espécies de peixes nédo
nativas foi responsavel pelo incremento numérico das larvas de Chaoborus que
passaram a exercer forte pressédo de predacao sobre organismos plancténicos. Assim, a
avaliacdo dos efeitos de sinais de alarme, cairoménios de vertebrados e invertebrados na
formacdo e eclosdo de efipios, pode ser um caminho para se conhecer sobre 0s
processos desencadeadores da dorméncia nas populacdes de Daphnia laevis neste
ambiente.

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de sinais
de alarme, cairomdnio de vertebrado e invertebrado, na ecloséo e producdo de efipios e

na histdria de vida de Daphnia laevis de uma lagoa tropical permanente.

Material e Métodos

Foram desenvolvidos dois experimentos para avaliar os efeitos do sinal de
alarme, sinais de predadores (cairomdnio) na ecloséo de ovos de resisténcia e na historia

de vida de D. laevis. oriunda de efipio e cultivada por partenogénese em laboratorio.
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Foram montados dois ensaios experimentais: o primeiro formado pelo
tratamento controle e sinal de alarme e o segundo pelo controle e pelos tratamentos com
cairdmonio de predador vertebrado e invertebrado. Para ambos os ensaios foi
adicionada alta concentracéo de alimento (1,0x10° cél.mL™ de Kirchineriela obesa). O
meio de cultivo base utilizado nos experimentos foi dgua da lagoa Jacaré filtrada em
rede de 68um e aerada por 24 horas. Cada tratamento teve trés repeti¢oes (béqueres de
500mL) que foram mantidas em incubadora a 24°C e fotoperiodo 12/12h.

Os efipios utilizados nos experimentos foram coletados do sedimento da lagoa
Jacaré (S 19° 48' 28.8", N 42° 38' 55.5") com coletor tipo corer e armazenados em
frascos escuros. No laboratério os efipios foram separados do sedimento através de
homogeneizacdo em solucdo de acglcar e &gua destilada (1:1) (Onbé, 1978) sendo
pipetados aqueles que estavam em suspenséo. Estes efipios foram colocados em frasco
com fundo de rede de plancton e mantidos em solugéo de hipoclorito a 2% por 20
minutos sendo entdo lavados com auxilio de uma piceta, com 500mL de agua destilada
e os viaveis utilizados no experimento.

e Ensaio experimental 1- Sinal de Alarme

O sinal de alarme foi obtido a partir da maceracéo de 50 neonatas de D. laevis,
adicionado diariamente em cada béquer.

Tratamento 1- controle

Foram utilizadas 15 neonatas de D. laevis mantidas em béquer com 500 mL de
meio de cultivo base. Neste mesmo recipiente foi colocado um frasco com fundo de
rede de 68um contendo 100 ovos de resisténcia oriundos dos efipios e mantidos em
contato com a agua.

Tratamento 2- sinais de alarme

Foram utilizadas 15 neonatas de D. laevis mantidas em béquer com 500 mL de
meio de cultivo base. Neste mesmo recipiente foi colocado um frasco com fundo de
rede de 68um, contendo 100 ovos de resisténcia oriundos dos efipios e mantidos em
contato com a agua. Diariamente foi adicionado o sinal de alarme (50 neonatas/500mL).
Esta montagem permite o contato indireto das neonatas de D.laevis e ovos de resisténcia
com o macerado de D.laevis (sinal de alarme)

Os experimentos foram acompanhados até a terceira reproducdo. Foram

registrados a idade (dias) da mde no momento da liberacdo das neonatas, o tamanho
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corporal de 3 individuos (méae), o nimero de individuos nascidos em cada reproducdo, a

razdo sexual dos mesmos e o tamanho do espinho da mée e das neonatas.

e Ensaio experimental 2- Sinais de Predacéo (Cairomonio)

Para esse experimento foram utilizados cairomonio de Chaoborus brasiliensis,
predador invertebrado e cairomoénio de Poecilia vivipara (2 a 4 cm), predador
vertebrado, coletados na lagoa do Nado e Jacaré, respectivamente. Larvas de Chaoborus
foram coletadas por arrastos verticais com rede de plancton de 60 um e peixes por
arrastos com rede de malha de 1mm na regiéo litorénea.

Solucbes contendo cairomonio em elevada concentracdo foram preparadas e
congeladas a -20°C (Slusarczyk & Rybicka, 2011). Para o preparo de cairomonio de
Poecilia vivipara, os individuos foram mantidos em agua da lagoa Jacaré (aerada por
24h), na proporgéo de 1 peixe/100mL e alimentados com 50 neonatas de D. laevis, por
24h. Posteriormente a agua foi filtrada em filtro de fibra de vidro de 0,45um e separadas
aliquotas de 50 mL.

Para o preparo de cairoménio de C. brasiliensis, larvas foram mantidas em agua
da lagoa Jacaré (aerada por 24h), na propor¢do de 20larvas/100mL e alimentadas com
40 neonatas de D. laevis, por 24h. Posteriormente a agua foi filtrada em filtro de fibra

de vidro de 0,45um, e separadas aliquotas de 50 mL.

Tratamento 1- controle.

Foram utilizadas oito neonatas de D. laevis mantidas em béquer com 500L de
meio de cultivo base. Neste mesmo recipiente foi colocado um frasco com fundo de
rede de 68um, contendo 100 ovos de resisténcia oriundos dos efipios € mantidos em
contato com a agua.

Tratamento 2- com predador invertebrado.

Foram utilizadas oito neonatas de D. laevis mantidas em béquer com 500L de
meio de cultivo base. Neste mesmo recipiente foi colocado um frasco com fundo de
rede de 68um, contendo 100 ovos de resisténcia oriundos dos efipios e mantidos em
contato com a agua. Diariamente foi adicionada uma aliquota de 50mL de cairomdnio
de larvas de C. brasiliensis. Desse modo, a concentracdo final foi de 20 larvas/litro,

alimentadas com 40 neonatas de D. laevis.
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Tratamento 3- com predador vertebrado

A mesma montagem do tratamento 2, no entanto, diariamente foram adicionadas
uma aliquota de 50mL de cairomdnio de Poecilia vivipara. Desse modo, a concentragdo
final foi de 1peixe/litro, alimentado com 50 neonatas.

A cada dois dias o meio foi parcialmente trocado em todos os béqueres (100 mL
de agua da lagoa aerada por 24h).

Os experimentos foram acompanhados até a terceira reproducao. Foi registrada a
idade (dias) da m&e no momento da liberagdo das neonatas, o tamanho corporal das
maes, 0 numero de individuos nascidos em cada reproducéo, a razdo sexual dos mesmos
e 0 tamanho do espinho da mae e das neonatas.

Para avaliacdo estatistica foi utilizado e teste-t quando os dados apresentaram
normalidade e homogeneidade das variancias e Kruskal-Wallis para analise ndo

parametrica.

Resultados

e Ensaio experimental 1- Sinal de Alarme

Os individuos de D. laevis iniciaram a reproducdo apos 6 dias do inicio dos
experimentos em ambos os tratamentos (controle e sinais de alarme). O tamanho
corporal da primipara exposta ao Sinal de Alarme (S.A.) foi menor (1412 um) do que o
tamanho das primiparas do controle (1595 um) (t= 2,73; df= 10; p= 0,02).

Foi verificado aumento da producdo de neonatas nas sucessivas geracdes para
ambos os tratamentos. No entanto, a fecundidade média dos individuos foi inferior para
o tratamento com S.A. (KW-H-1;6= 3,85; p= 0.049). Diferencas morfolégicas, como
alteracdo no tamanho do espinho, ndo foram observadas para a “mae” e neonatas
(Figura 1).
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Figura 1. Fecundidade média de Daphnia laevis, nas trés primeiras reprodugdes, na
auséncia (controle) e na presenca de sinais de alarme (S.A.) da mesma espécie. Barras

verticais representam intervalo de confianca.

e Ensaio experimental 2- Sinal de Predacéo (Cairoménio)

Os individuos de D. laevis iniciaram a reproducdo apds seis dias do inicio dos
experimentos para o tratamento com cairoménio de Poecilia vivipara, e em sete dias
para o tratamento Controle e com cairomdnio de Chaoborus brasiliensis. Nao foi
observada diferenca significativa no tamanho corporal da primipara (KW-H(2;27) =
2,7046; p = 0,2586). Os valores médios do tamanho corporal registrados no Controle,
tratamento com caiormonio de C. brasiliensis e P. vivipara foram 1460, 1485 ¢ 1500um
respectivamente.

A fecundidade média dos individuos também ndo foi significativamente
diferente entre os tratamentos. Foi observado aumento da producdo de neonatas nas
sucessivas geracdes em todos os tratamentos, com diferenca significativa entre o
namero de neonatas da primeira para as demais reproducdes, no controle (KW-H(2;9) =
7,2605; p = 0,0265) e tratamento com cairomdnio de C. brasiliensis (KW-H(2;9) =
6,9379; p = 0,0312). Para o tratamento com cairomdnio de P. vivipara ndo foi observada
diferenga no numero de neonatas entre as reproducgdes (Figura 2). Ndo foi observado o
nascimento de organismos machos e nem diferencas morfoldgicas, como alteracdo no

tamanho do espinho, para a mée e neonatas..
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Figura 2. Fecundidade de Daphnia laevis, nas trés primeiras reproducdes, na auséncia
(controle) e na presenca de sinais de predacdo de Chaoborus brasiliensis e Poecilia

vivipara. Barras verticais representam intervalo de confianca.

A eclosao dos ovos de resisténcia ndo foi estimulada pelos sinais de predacgéo e
sinal de alarme (Tabela 1). As taxas de eclosdo variaram 0 a 5% entre as repeticdes. O

nascimento de machos nédo foi registrado em nenhum tratamento.

Tabela 1. Eclosdo de ovos de resisténcia (%) submetidos a sinal de alarme (S.A.), sinal

de predacdo de Chaoborus brasiliensis e Poecilia vivipara.

Tratamento Repeticao % de eclosao
Controle 1 2
Controle 2 1
Controle 3 3
S.A. 1 3
S.A. 2 0
S.A. 3 5
Controle 1 2
Controle 2 0
Controle 3 0
C. brasiliensis 1 0
C. brasiliensis 2 2
C. brasiliensis 3 0
P. vivipara 1 0
P. vivipara 2 1
P. vivipara 3 0
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Discussao

Durante qualquer evento de predacédo, cairomonios e sinais de alarme podem ser
liberados, resultando em um conjunto complexo de sinais quimicos a ser interpretado
pela presa para avaliar corretamente o nivel de ameaga e tomar decisbes defensivas
apropriadas (Slusarczyk, 1999; Schoeppner and Relyea, 2005; Laforsch et al., 2006
Pestana et al., 2013).

No presente trabalho, sinais de alarme ndo influenciaram na formacéo e eclosdo
de ovos de resisténcia. A producdo de estdgios dormentes sob exposicdo de sinais de
predacdo de vertebrados foi relatada somente para Daphnia magna (Pijanowska &
Stolpe, 1996; Slusarczyk, 1999; Slusarczyk & Rygielska, 2004; Slusarczyk, 2005) e D.
lumhzoltzi (Dzialowski et al., 2003) ndo tendo ainda sido detectada a formacgdo de
efipios na presenca de sinais do género Chaoborus (Dzialowski et al., 2003; Santangelo,
et al., 2011).

Em relacdo aos efeitos dos sinais de predadores vertebrados na eclosdo de
efipios, ndo ha relatos de interferéncia e de alteragdo no padrdo temporal do nascimento
das neonatas, inibicao e estimulo de eclosdo (Angeler, 2005; Lass, et al., 2005; Bozelli
et al., 2008; La et al., 2009; Santangelo et al., 2010). Por outro lado, La et al., (2009)
verificaram maior eclosdo de ovos de resisténcia na presenca de cairomdnio de
vertebrados, provavelmente por uma possivel supressdo dos invertebrados através da
predacdo por vertebrados, o que seria um sinal para eclosdo. Para o clone de D.laevis
avaliado neste trabalho, a presenca de cairdmonio de vertebrado e auséncia de
cairomonio de invertebrado ndo foi suficiente para estimular a eclosdo. Os ovos de
resisténcia nao eclodiram sob nenhuma das situacGes de exposicéo.

A eclosdo de efipios sob influéncia de sinais de alarme ja foi avaliada para
Moina micrura e Diaphanosoma birgei, ndo tendo sido detectado nenhum efeito na
eclosdo de efipios (Santangelo et al., 2010) e até o presente momento, nenhum trabalho
registrou a producdo de ovos de resisténcia na presenca destes sinais.

A auséncia de formacdo e eclosdo de estagios dormentes observada neste
trabalho pode ter ocorrido por diversos motivos, dentre eles podemos citar: a
concentracdo de organismos usados para o preparo dos sinais quimicos, pois dafinideos
podem detectar diferentes concentracGes de sinalizacdo, levando a diferencas na
percepcdo dos niveis de risco de predacdo e, consequentemente, a diferencas na

magnitude das respostas (Reede 1995; Castro et al., 2007); a elevada disponibilidade
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alimentar que pode reduzir o efeito de sinais conspecificos, podendo ndo ocorrer
formacéo de efipios (Zadereev e Gubanov, 1996); outras combinacfes experimentais
envolvendo predador/presa, ja que estes sinais sdo primordiais para a formacao de ovos
de resisténcia (Slusarczyk, 1999); e a auséncia de interferéncia dos sinais avaliados na
dorméncia deste clone, visto que a inducdo de diapausa pode ser dependente do
genotipo (Lass et al., 2005).

A adaptacdo local do clone em relacdo aos regimes de predacéo especificas do
habitat em que ele se encontra tem sido relatada. Clones provenientes de habitats com
peixes mostraram-se mais sensiveis a cairomoénio de peixes do que clones oriundos de
locais sem peixe (De Meester, 1996; Boersma et al, 1999). Estes resultados indicam que
existe uma relacdo entre a resposta especifica de um clone e produtos quimicos
mediados por predadores e sua historia evolutiva no que diz respeito a presenca de um
predador particular no habitat do qual o clone vive (Lass and Spaak, 2003). No nosso
trabalho, apesar do clone D. laevis coexistir com ambos 0s predadores utilizados nos
experimentos (C. brasiliensis e P. vivipara), os sinais quimicos avaliados ndo
promoveram alteracdes morfoldgicas ou nos parametros relacionados a historia de vida.

Para cairoménio de predadores, foi observado somente nimero de neonatas
produzidas na primeira reproducdo inferior aos produzidos na segunda e terceira
reproducdo, para controle e cairoménio de Chaoborus. Para P. vivipara ndo foi
observada diferenca significativa entre 0 nUmero de neonatas entre as geracdes, apenas
uma antecipacéo de 1 dia para a liberacédo da prole da primeira reproducao.

A maturacdo antecipada e liberacdo mais rapida da prole na presenca de sinais
de predadores vertebrados foi verificada por Santangelo et al., (2011) e Pestana et al.,
(2013), sendo considerada uma alteracdo importante por reduzir a chance de predacao
antes de um evento reprodutivo. A maior producdo de neonatas na presenca de peixes
pode funcionar como uma tentativa de garantir que pelo menos alguns individuos
sobrevivam e reproduzam, garantindo a persisténcia da populacdo em longo prazo
(Santangelo et al., 2011).

Respostas antagonicas tem sido mostradas em dafinideos sob risco de predacéo
de vertebrados e invertebrados (Weber and Declerck, 1997; Dzialowski et al., 2003).
Normalmente, individuos cultivados sob influencia de sinais de Chaoborus apresentam
maior espinho caudal e comprimento corporal do que os individuos do controle e os

expostos aos sinais de peixes (Dzialowski et al., 2003).. As respostas dos organismos
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expostos a cairoménio de C. brasiliensis e P. vivipara. foram semelhantes no presente
trabalho. A auséncia de alteracbes morfologicas poderia ser uma boa estratégia em
ambientes tropicais onde coexistem predadores com diferentes mecanismos de captura.
As alteraces morfoldgicas que geralmente aumentam a visibilidade, como por exemplo
formacdo de espinho e elmo, podem ser desvantajosas na presenca de predadores
visuais (Tollrian, 1995; Lass and Spaak, 2003).

Resultados contraditérios também tém sido relatados em relacdo as respostas de
dafinideos a sinais de alarme. Pestana et al., (2013) ndo observaram qualquer alteracao
significativa nos pardmetros relacionados a histéria de vida quando D. magna foi
exposta somente a sinais de alarme. No estudo de Laforsch et al., (2006) as espécies de
Daphnia avaliadas apresentaram alteracdes morfoldgicas tanto na presenca de sinais de
predadores, quanto na presenca somente de sinais de alarme. No entanto, a presenca de
sinais de predacdo eram mais perceptiveis quando o cairoménio era produzido a partir
da ingestéo pelo predador, de presa conspecifica.

No nosso trabalho, os resultados demonstraram que sinais de alarme induziram,
de forma mais evidente, alteracfes na histéria de vida do que sinais de predacgéo.
Individuos expostos aos sinais de alarme apresentaram menor tamanho corporal na
primipara e menor producdo de neonatas. Laforsch et al. (2006) afirmam que os sinais
de alarme sdo ndo especificos, sendo, entdo importante considerar se no ambiente
existem predadores com diferente seletividade alimentar, por exemplo, invertebrados ou
peixes. Mesmo que o sinal de alarme ndo forneca uma informacéo particular sobre o
predador, ele pode ser relevante por gerar um estado geral de alerta. A presenca de
alteracdes na historia de vida, no experimento com sinal de alarme, e a auséncia no
experimento com sinais dos predadores, poderia ser indicativo de que as espécies de
predadores utilizadas ndo sdo as principais ameacas para o clone de D. laevis utilizado,
ou que para o clone avaliado o principal sinal esta relacionado aos sinais produzidos
pelas presas e ndo pelos predadores.

Santangelo et al. (2011) verificaram que Moina micrura apresentou menor
tamanho na primipara quando exposta a cairomonio de peixes. Resultados semelhantes
foram observados em nosso trabalho apenas quando os organismos foram expostos aos
sinais de alarme. Se 0s sinais de alarme liberados por D. laevis estimularam um menor

crescimento corporal, o estado de alerta emitido por estes sinais pode ser um sinal de
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que o principal predador no habitat em que o clone vive tem preferéncia por presas com
maior tamanho corporal, sendo possivelmente um predador vertebrado.

Experimentos adicionais, com diferentes concentracdes de organismos para o
preparo de sinais quimicos, e 0 uso de mais combinacdes de sinais de predadores e
presas poderiam fornecer respostas diferentes as obtidas neste trabalho. No entanto, a
partir do que foi avaliado, concluimos que sinais de alarme e de predadores vertebrados
e invertebrados, ndo foram responsaveis pelo mecanismo de dorméncia em D. laevis nos
experimentos realizados. Sinais de alarme atuam de maneira mais efetiva na alteragdo
dos aspectos relacionados a histdria de vida do que os sinais de predacdo e podem ser
mais relevantes para o clone avaliado, que co-ocorre com multipredadores no habitat em

que vive.
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Capitulo 4- Efeito inibitério de Eucalyptus urograndis na eclosdo de ovos de
resisténcia de Daphnia ambigua Scourfield, 1947

Thécia Alfenas Silva Valente Paes; Arnola Cecilia Rietzler; Daniel Marchette

Maronezze ; Grace Kelly Vieira Pereira; Paulina Maria Maia-Barbosa*

Resumo

Folhas senescentes de eucalipto depositam-se na serapilheira as margens dos
ambientes aquaticos e representam um potencial impacto para 0s organismos, devido
aos compostos alelopaticos liberados. Efeitos toxicos de eucaliptos ja foram reportados
para neonatas de Daphnia mas ndo para ovos de resisténcia, uma importante reserva de
biodiversidade. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da dgua contendo
folhas de E. urograndis em decomposi¢do, na eclosdo de ovos de resisténcia de
Daphnia ambigua. Ovos de resisténcia foram expostos as concentragdes de 1, 2, 3 e 6
g.L™ de folhas de Eucalyptus urograndis em decomposicdo, a periodos de tempo de
decomposicao com intervalos de 3, 5, 7, 14 e 30 dias e tempo de exposi¢do dos ovos por
um periodo de 1,3,5, 7 e 10 dias. N&o foi verificado efeito de concentracdo sobre a
eclosdo dos ovos de resisténcia quando o tempo de exposicdo foi curto (um dia). O
efeito inibitério na eclosdo de ovos de resisténcia de D. ambigua esta relacionado ao
sinergismo entre tempo de decomposicdo foliar (3 dias) e tempo de exposicdo dos ovos
(5 dias).

Palavras-chave: eucalipto, diapausa, efipio, Cladocera, alelopatia

Introducéo

Atualmente o Brasil possui cerca de 3,4 milhdes de hectares ocupados pela
cultura de eucalipto, com destaque para o estado de Minas Gerais que apresenta a maior
area reflorestada, com cerca de 1 milhdo de hectares plantados para a producdo de
carvao vegetal, celulose e lenha (Guimaraes & Sans, 2007). Grande parte destas culturas
localiza-se préximas a recursos hidricos, recebendo, consequentemente, material

aléctone proveniente desta atividade. As folhas senescentes depositam-se na serapilheira
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as margens dos ambientes aquéticos, e podem ser carregadas para 0S mesmos com as
chuvas, levando consigo os constituintes quimicos, (Araujo et al, 2010). Véarios destes
constituintes apresentam efeitos toxicos (Souza, 2015) e a presenca deles em meio
aquoso representa risco aos organismos aquaticos (Zagatto & Bertoletti, 2006). O efeito
toxico do eucalipto é devido a presenca de compostos fendlicos como eucaliptol,
taninos e monoterpenos (Yamagushi et al., 2011).

Plantas, algas, bactérias e fungos podem produzir metabdlitos secundarios
(aleloquimicos) que sdo liberados no ambiente e podem influenciar direta ou
indiretamente no crescimento e desenvolvimento de outros organismos (Rice, 1984). As
substancias alelopéticas do eucalipto podem atuar no desenvolvimento de indmeros
tipos de organismos, sendo o efeito toxico relatado para vegetais (Souza & Cardoso,
2013), percevejo (Souza, 2015), lagarta (Souza et al., 2010), claddéceros e
chironomideos (Araujo et al, 2010; Duarte et al., 2010), o que evidencia a importancia
de se avaliar os efeitos do eucalipto sobre organismos terrestres e aquaticos.

Dentre os organismos aquaticos utilizados em testes de toxicidade estdo o0s
claddceros, principalmente do género Daphnia, utilizados como bioindicadores por
serem sensiveis na deteccéo de efeitos deletérios de substancias quimicas a organismos
aquaticos (Araujo et al., 2010). Estudos ecotoxicoldgicos realizados com neonatas das
espécies Daphnia laevis (espécie nativa) e D. similis (espécie padronizada exotica)
expostas aos 0leos volateis de Eucalyptus urograndis e a agua de decomposicao foliar
de E. grandis comprovaram efeitos de toxicidade (Zoratto, 2007; Araujo et al., 2010).

Cladoceros se reproduzem por partenogénese, mas quando submetidos a
condicdes adversas, sdo capazes de produzir estagios dormentes, 0s ovos de resisténcia
(Santangelo, 2009). Populacbes de cladoceros podem, a partir desse tipo de ovo, ser
reestruturadas. Quando depositados no sedimento, funcionam como um banco de ovos
com variabilidade genética e um reflgio temporal contra as condi¢bes adversas,
permitindo o retorno da populagédo apés o restabelecimento das condicdes favoraveis no
ambiente (Crispim & Watanabe, 2001). Atualmente, estas estruturas tem sido utilizadas
para avaliar os efeitos de atividades antropicas desenvolvidas no entorno do corpo
d’agua onde sao encontradas. Efeitos negativos sobre a ecloséo de estagios dormentes ja
foram registrados no caso de drenagem acida de mina, metais pesados e contaminantes
organicos (Jiang, Wang, Li, & He, 2007; Henri & Wepener, 2014;; Most et al., 2015,
Navis et al., 2015, Rogalski, 2015).
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Além da avaliacdo de toxicidade em organismos aquaticos ativos, é importante
avaliar os efeitos em estagios dormentes, ja que estes poderdo recompor as populactes
apos condicdes de estresse. Até 0 momento ndo se conhece os efeitos dos compostos
oriundos da decomposicdo de folhas de eucaliptos sobre os ovos de resisténcia
produzidos por organismos aquaticos. E isso pode ser de grande relevancia para
ambientes aquéticos que possuem grande estoque de ovos de resisténcia em ambientes
aquaticos com presenca de Eucalyptus em suas margens e que possuem um estoque de
ovos de resisténcia no sedimento.

A formacdo de ovos de resisténcia é uma caracteristica dos organismos de D.
laevis presente nesta lagoa Jacaré (entorno do Parque Estadual do Rio Doce - MG), e
tem sido usada para explicar em parte, a dinamica populacional desta espécie (Brandédo
et al., 2012; 2014). No entanto, a eclosdo desses efipios em laboratorio é quase nula
(apenas 3% dos ovos eclodem), sugerindo a hipdtese de que 0s compostos quimicos,
provenientes da decomposicdo foliar de Eucalyptus poderiam inibir a eclosdo de ovos
de resisténcia. Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da agua
contendo folhas de E. urograndis em decomposi¢do, na ecloséo de ovos de resisténcia

de Daphnia.

Material e Métodos

Para os testes foram utilizados efipios de Daphnia ambigua coletados no
reservatorio do Parque Fazenda Lagoa do Nado, localizado na regido norte de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Efipios de D. laevis coletados na lagoa Jacaré ndo foram
utilizados devido as baixas taxas de eclosédo (Paes et al, no prelo).

O sedimento foi coletado com um amostrador do tipo “corer”, sendo utilizados
0s seis primeiros centimetros. A amostra foi armazenada em frascos escuros e mantida a
4°C até a montagem do experimento. Os efipios foram separados do sedimento pelo
método de flutuacdo por acucar (Onbé, 1978) e pipetados do sobrenadante. Os ovos
foram isolados dos efipios por meio da exposicdo a solucdo de hipoclorito a 2% por 20
minutos.

Com base em estudos ja realizados por Araujo et al (2010), simulando o efeito

potencial de folhas de eucalipto em ambiente aquético, foram conduzidos experimentos
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para avaliar o efeito da concentracdo de folhas da serapilheira em decomposicdo, do
tempo de decomposigéo de folhas de serapilheira e o efeito do tempo de exposicdo dos
efipios ao material decomposto.

Para obtencdo das concentracOes desejadas foram colocadas 6 gramas de folhas
de Eucalyptus urograndis, coletadas na serapilheira, em 1L de &gua de cultivo a
temperatura ambiente (+ 25°C) por 24 horas, obtendo-se a concentracdo de 6g.L™.
Posteriormente, foram feitas diluicGes para obtencéo das seguintes concentracfes: 1g.L"
1 2gL" e3g.L™ O tempo de decomposicdo das folhas refere-se ao tempo em que
foram mantidas em contato com agua de cultivo.

O tempo de exposicdo dos efipios na agua de decomposicdo das folhas refere-se
ao tempo em que foram mantidos refrigerados a 4°C e no escuro nesta dgua (condicao
cuja eclosdo ndo é estimulada). Posteriormente, ovos isolados destes efipios foram
mantidos em condicdes para eclosdo (20°C e fotoperiodo 12h) na agua contendo o
material foliar em decomposigéo.

Para cada experimento, os tratamentos foram montados em tréplica, totalizando
72 ovos de resisténcia por tratamento. Para avaliar a taxa de ecloséo, as placas contendo
0s ovos de resisténcia foram mantidas a temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas,
condicdo adequada para maior taxa de eclosdo de ovos de resisténcia de D. ambigua

(Paes et al., no prelo). O monitoramento da ecloséo foi realizado por 15 dias.

Efeito da concentracdo de folhas em decomposicdo

Os ovos de resisténcia viaveis foram transferidos para uma placa de cultivo onde
foi adicionado 5 mL da agua de decomposicao de folhas de E. urograndis, referente aos
tratamentos de 1g.L™*, 2 g.L™", 3g.L" e 6 g.L™. O tempo de decomposicao das folhas e o
tempo de exposicdo dos efipios para este ensaio experimental foi de 24 horas (Tabela
1).

Tabela 1. Tratamentos para avaliar o efeito da concentracdo de folhas de E. urograndis

em decomposicdo, na eclosdo de ovos de resisténcia de D. ambigua (n=3 placas

contendo 24 ovos de resisténcia/tratamento).
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Tratamento Concentragao Tempo de decomposi¢cdo | Tempo de exposicdo
1.1.1 1g.L*"
2,11 1
2L 24h 24h
3.1.1 3g.L?
6.1.1 6g.L!

Efeito do tempo de decomposicao e do tempo de exposi¢do dos efipios

Foi desenvolvido um desenho experimental fatorial, com agua na concentracéo
de 1g.L™ e folhas decompostas, tempo de decomposicao foliar de 3 e 5 dias e tempo de
exposicdo de efipios de 3, 5, 7, 14 e 30 dias. O experimento foi montado conforme os
anteriores (Tabela 2). A concentracdo de 1g.L™ foi escolhida, pois é a concentracdo de
folhas de serapilheira que mais se aproxima da condicéo real (Araujo et al., 2008).

Tabela 2. Avaliacdo do efeito do tempo de decomposicao de folhas de E. urograndis e
do tempo de exposicao dos efipios na dgua de decomposi¢édo, na ecloséo de ovos de

resisténcia de D. ambigua (n=3 placas contendo 24 ovos de resisténcia/tratamento).

Tratamento Concentragao Tempo de decomposicdo | Tempo de exposicao
1.3.3 3dias 3dias
1.53 5dias 3dias
1.7.3 1g.L" 7 dias 3dias
1.14.3 14 dias 3dias
1.30.3 30dias 3 dias
1.3.5 3dias 5dias
1.5.5 5dias 5dias
1.7.5 1g.L! 7 dias 5dias
1.14.5 14 dias 5dias
1.30.5 30dias 5 dias

Efeito da decomposicao das folhas em trés dias e do tempo de exposi¢cdo

Esse ensaio experimental foi desenvolvido apos a verificacdo de que o tempo de
decomposicdo foliar de trés dias inibia a eclosdo dos ovos de resisténcia, e para avaliar
também o efeito do tempo de exposicdo dos ovos na agua sob essa condicdo de
decomposicdo foliar. Foram utilizadas folhas de E. urograndis, decompostas por trés

dias, com tempos de exposic¢do dos ovos de 1, 3, 5, 7 e 10 dias (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo do tempo de exposicdo de folhas de E. urograndis em
decomposicdo por 3 dias e do tempo de exposicao dos efipios na agua de decomposicéo,
na eclosdo de ovos de resisténcia de D. ambigua (n=3 placas contendo 24 ovos de
resisténcia/tratamento).

Tratamento | Concentracdo | Tempo de decomposicdo | Tempo de exposi¢ao
1.3.1 1dia
1.3.3 3 dias
1.35 1g.L* 3 dias 5 dias
1.3.7 7 dias
1.3.10 10 dias

Analise estatistica
Para a analise estatistica foi utilizado Anova quando os dados apresentaram
normalidade e homogeneidade das variancias e Kruskal-Wallis para analise ndo

parametrica.

Resultados

N&o foi observada diferenca na taxa de eclosdo para os tratamentos com
diferentes concentragdes de folhas de eucaliptos, deixadas por um dia em decomposicao
e um dia de exposi¢éo dos efipios (KW-H .15 = 3,0222; p = 0,55).

Quando os efipios foram expostos por mais tempo as folhas em decomposicao,
foi verificado efeito negativo na taxa de eclosdo, mesmo utilizando a menor
concentracdo avaliada neste trabalho (1g.L™) (F(10,44) = 21,48; p < 0,01). O tratamento
controle diferiu com maiores taxas de eclosao (92 + 0,01%) dos tratamentos com tempo
de decomposicdo das folhas inferior a 14 dias (Tukey, MS = ,00915, df = 44,000; p<
0,05). O Tratamento 1.3.5 se destacou dos demais por apresentar taxa de eclosdo média
inferior aos demais (25 £ 0,02%) (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de eclosdo de ovos de resisténcia de D. ambigua sob diferentes tempos
de decomposicdo de folhas de E. urograndis e tempo de exposicdo dos efipios na agua
de decomposicédo. O primeiro numero do tratamento indica a concentracdo de folhas em
decomposicdo (g.L™), o segundo refere-se ao tempo de decomposicdo foliar (dias) e o
terceiro o tempo de exposicdo dos ovos ao extrato aquoso (dias). Barras verticais

representam intervalo de confianca.

Foi verificada diferenca estatistica relacionada ao tempo de exposi¢do dos ovos
ao material em decomposicdo, quando um grama de folhas foram decompostas por trés
dias (Fs, 12=20,065, p=,00002). O tratamento 1.3.5 apresentou novamente menor taxa

de eclosdo, com média de 0,44% (Figura 2).
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Figura 2. Taxa de eclosdo de ovos de resisténcia de D. ambigua sob diferentes tempo
de exposicdo de folhas de E. urograndis em decomposicdo por 3 dias. O primeiro
nimero do tratamento indica a concentragdo de folhas em decomposicdo (g.L™?), o
segundo refere-se ao tempo de decomposicdo foliar (dias) e o terceiro o tempo de
exposicdo dos ovos ao material em decomposicao (dias). Barras verticais representam

intervalo de confianca.

Discussao

Efeitos toxicos de eucaliptos ja foram reportados para neonatas de Daphnia
(Araujo et al., 2010; Araujo et al., 2010) mas ndo para ovos de resisténcia, uma
importante reserva de biodiversidade. O efeito inibitério na eclosdo de ovos de
resisténcia de D. ambigua esté relacionado ao sinergismo entre tempo de decomposicao
foliar e tempo de exposicdo dos ovos aos compostos liberados com a decomposicao.

Os efeitos de compostos alelopaticos podem variar dependendo das espécies que
os produzem e dos organismos afetados por eles. A concentracdo dos compostos
alelopaticos produzidos por trés espécies de eucaliptos (E. camaldulensis, E grandis e
E. urophylla) ndo interferiu na germinacdo de angico, tamboril e sorgo, mas afetou a
germinacdo de alface. O efeito alelopatico de E grandis foi verificado para soja e

também mostrou-se diretamente relacionado com a concentracdo do extrato (Luz,
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2012). No presente trabalho, diferentes concentracfes de folhas de E. urograndis néo
apresentaram efeitos negativos significativos sobre a eclosdo dos ovos de resisténcia
quando o tempo de exposicédo foi curto (um dia). Da mesma forma, os efeitos negativos
sobre a ecloséo dos ovos foram reduzidos com 0 aumento do tempo de decomposi¢ao
foliar. Resultados semelhantes, em relacdo ao tempo de decomposicdo, foram
observados para neonatas de Daphnia expostas a E. grandis e E urophila (Zoratto,
2007).

Araujo et al. (2010) avaliando o efeito de 6leos essenciais de E. urograndis em
neonatas de Daphnia verificaram maior toxicidade em funcdo do aumento do periodo de
exposicdo. Os testes realizados com ovos de resisténcia de D. ambigua mostraram efeito
negativo sobre a eclosdo somente quando foram utilizadas folhas de eucalipto
decompostas por trés dias e os ovos foram expostos por cinco dias a este material,
indicando que o efeito inibitdrio esta relacionado ao tempo de decomposicao das folhas
e ao tempo de exposicdo dos ovos.

O maior tempo de decomposicdo das folhas provavelmente permite a
degradacdo de compostos que agem inibindo a eclosdo dos ovos. Os efeitos negativos
do tempo de exposicdo dos ovos a agua contendo esses compostos podem estar ligados
ao desenvolvimento embrionario. Navis et al. (2015) demonstraram que usando
pesticida, o efeito toxico na eclosdo de ovos de resisténcia estava intimamente
relacionado ao tempo de desenvolvimento dos embrides. Para que possamos
compreender melhor as interferéncias do eucalipto sobre a eclosdo dos ovos de
resisténcia, novos estudos precisam ser desenvolvidos para determinar que compostos
foram responsaveis pela inibicdo da eclosdo dos ovos, em que fase do processo de
decomposicao ele comeca a ser liberado e em que fase do desenvolvimento do embrido
agem mais efetivamente

Efeitos negativos relacionados aos metabolitos de eucalipto depositados no
ambiente tem sido relatados para a estrutura e diversidade de plantas (Moral & Muller,
1996) e para comunidades aquaticas de invertebrados e fungos (Graca e Canhoto, 2006).
A grande quantidade de serapilheira produzida por Eucalyptus urograndis representa
um potencial impacto para ambientes aquaticos naturais, ao considerar ndo sé os efeitos
toxicos ja relatados para neonatas de Daphnia (Araujo et al.,2010), como também sobre

0s estagios dormentes, como demonstrado experimentalmente por este estudo.
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Como nédo foi possivel utilizar os ovos de resisténcia da lagoa Jacaré, que
apresentam taxas de eclosdo muito baixas, a duvida sobre que fatores explicariam estas
baixas taxas de eclosdo permanecem. A continuidade dos estudos é necessaria, para
avaliar os efeitos dos subprodutos da decomposicdo das folhas separadamente, e a

composicao do sedimento onde estes ovos sdo acumulados.
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Concluséo geral e perspectivas futuras

A lagoa Jacaré é uma lagoa com caracteristicas peculiares quanto a eclosdo de
ovos de resisténcia de D.laevis. As baixissimas taxas de eclosdo a torna um ecossistema
aquatico Unico que merece destaque e continuidade de estudos a respeito do mecanismo
de diapausa estabelecido por D.laevis neste ambiente.

Neste trabalho foram obtidos alguns avancos e novas etapas de desenvolvimento
de pesquisa podem entdo ser sugeridas.

Foi verificado que o método de desencapsulamento dos ovos de resisténcia
contidos dentro dos efipios por hipoclorito de sodio foi eficiente e pode ser facilmente
aplicado. Aconselha-se a utilizacdo deste método em outros estudos que visam avaliar o
efeito de outros fatores na ecloséo de ovos de resisténcia.

Resultados obtidos no capitulo 2, evidenciou a particularidade dos ovos de
resisténcia oriundos da Lagoa Jacare. Em nenhuma das condigdes de fotoperiodo e
temperatura houve ecloséo significativa. Uma outra caracteristica da populacéo de D.
laevis deste ambiente é a quase auséncia de machos na coluna d"agua (2 individuos
observados em dez anos). Isso sugere que esses individuos de D.laevis séo
partenogenéticos obrigatorios, onde produzem ovos de resisténcia assexual, sem a
necessidade de fertilizacdo por machos. Assim, uma nova perspectiva para esta linha de
pesquisa do LIMNEA consiste em fazer analises moleculares para se compreender as
diferencas genéticas entre os individuos ativos na coluna d’agua e os individuos
dormentes no banco de ovos.

No capitulo 3, foi concluido que experimentos adicionais, com diferentes
concentracdes de organismos para 0 preparo de sinais quimicos, e 0 uso de mais
combinacdes de sinais de predadores e presas poderiam fornecer respostas diferentes as
obtidas neste trabalho. Assim, sugere-se a utilizacdo de outras espécies de peixes e
também do camardozinho “pitu” para avaliar os efeitos na producdo e formacao de
efipios. e também o desenvolvimento desses experimentos para os demais clones
estudados no capitulo 2, D.laevis (Pampulha) e D.ambigua (Nado).

Em relacdo ao ualtimo capitulo, recomenda-se o desenvolvimento de novos
experimentos que investiguem a composicdo dos ovos de resisténcia e do sedimento,
principalmente em relacdo aos compostos de eucalipto. Aconselha-se também avaliar o

efeito da exposicdo de ovos de resisténcia com elevadas taxas de eclosdo, como 0s da
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Lagoa do Nado, ao sedimento da Lagoa Jacaré. E verificar os efeitos dos compostos
isolados das folhas de eucaliptos na eclosdo dos mesmaos.

Além disso, sugere-se como um novo ramo da linha de pesquisa sobre ovos de
resisténcia, a aplicacdo pratica do uso dos mesmos para avaliar os efeitos de impactos
ambientais do entorno de corpos d’agua na eclosdo da biodiversidade dormente. A
avaliacdo dos efeitos de metais e pesticidas tém sido relatadas e o uso destes estagios

dormentes pode ser uma nova fonte para uso em ensaios ecotoxicologicos.
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