UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA DE
AMBIENTES AQUATICOS CONTINENTAIS

ADALGISA FERNANDA CABRAL

Protozoarios epibiontes de Copepoda (Crustacea) na planicie de inundacio
do alto rio Parana: taxonomia, ecologia e distribui¢ao

Maringa
2013



ADALGISA FERNANDA CABRAL

Protozoarios epibiontes de Copepoda (Crustacea) na planicie de inundacio
do alto rio Parana: taxonomia, ecologia e distribuicao

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagao
em Ecologia de Ambientes Aquaticos Continentais
do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Maringa,
como requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Ambientais.

Area de concentragdo: Ciéncias Ambientais

Orientador: Prof. Dr. Luiz Felipe Machado Velho
Coorientadora: Prof.? Dr.* Laura Roberta Pinto Utz

Maringa
2013



"Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publica¢do (CIP)"
(Biblioteca Setorial - UEM. Nupélia, Maringa, PR, Brasil)

Cl17p

Cabral, Adalgisa Fernanda, 1983-
Protozoarios epibiontes de Copepoda (Crustacea) na planicie de inundacdo do alto

rio Parana : taxonomia, ecologia e distribuigdo / Adalgisa Fernanda Cabral. -- Maringa,
2013.

97 £. : il. (algumas color.).

Tese (doutorado em Ecologia de Ambientes Aquaticos Continentais)--Universidade
Estadual de Maringa, Dep. de Biologia, 2013.

Orientador: Dr. Luiz Felipe Machado Velho.

Coorientadora: Prof*. Dr*. Laura Roberta Pinto Utz.

1. Ciliophora (Philum) - Copepoda (Crustacea) - Relagdo epibidtica - Planicie de
inundagdo - Alto rio Parana. 2. Zooplancton de agua doce - Comunidades. I.
Universidade Estadual de Maringa. Departamento de Biologia. Programa de Pos-
Graduagdo em Ecologia de Ambientes Aquaticos Continentais.

CDD 23. ed. -579.49176409816
NBR/CIP - 12899 AACR/2

Maria Salete Ribelatto Arita CRB 9/858
Jodo Fabio Hildebrandt CRB 9/1140




ADALGISA FERNANDA CABRAL

Protozoarios epibiontes de Copepoda (Crustacea) na planicie de inundacio
do alto rio Parana: taxonomia, ecologia e distribuicao

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ecologia de Ambientes Aquaticos
Continentais do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Estadual de Maringé4, como requisito parcial para obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Ambientais pela Comissdo Julgadora composta pelos membros:

COMISSAO JULGADORA

Dr. Luiz Felipe Machado Velho (Presidente)
Nupélia/Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. In4cio Domingos da Silva-Neto
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Roberto Junio Pedroso Dias
Universidade Federal de Itajuba

Prof. Dr. Fabio Amodéo Lansac-Toha
Nupélia/Universidade Estadual de Maringa

Dr. Ricardo Massato Takemoto
Nupélia/Universidade Estadual de Maringa

Aprovada em: 02 de setembro de 2013.
Local de defesa: Anfiteatro Prof. “Keshiyu Nakatani”, Nupélia, Bloco G-90, campus da

Universidade Estadual de Maringa.



Dedico esta tese a meus pais Pedro e
Magali, pelo apoio, encorajamento,
paciéncia, carinho, amor e pelos
ensinamentos que formaram os
alicerces da minha historia ...



AGRADECIMENTOS

Sempre que penso na minha trajetoria até aqui, desde ‘“crian¢a pequena no interior
de Minas Gerais”, sempre vejo a minha vida cercada de pessoas especiais, que cuidam de
mim, de modos diferentes, sempre ao meu lado, cada um de sua maneira, ¢ claro. Entdo,
aproveitando a “total liberdade de expressdo” desta parte da tese gostaria de agradecer a
todos esses anjos que me guiaram até aqui. E muito dificil me despedir, mais dificil ainda
definir em palavras todos os meus sentimentos e toda a minha gratiddo a cada uma destas
pessoas, mas prometo tentar nomear e me lembrar de todos os que fizeram parte desta
trajetoria, todos aqueles que, de alguma forma, me doaram seu tempo, amizade, ombros,
sorrisos, abragos, mesas de bar, lagrimas e muita paciéncia durante esta trajetoria. A todos
vocés, meu sincero MUITO OBRIGADA!!!

Aos meus anjos maiores, Pedro e Magali, pai e mde, que me deram a vida, valores,
educacgdo, cuidados... Me criaram, me protegeram e de repente se viram de mdos atadas,
como expectadores nesta minha nova jornada, ndo podiam fazer mais do que observar e
torcer pra que tudo desse certo. Ah, e ouvir, é claro, e se alegrar com cada vitoria e
aconselhar e acalentar, em cada derrota, sempre com um sorriso no rosto e a palavra certa a
ser dita. Aos meus irmdos, Arquimedes, Alberto e Angelo, exemplos de cardter e de sucesso
obrigada pelo apoio, compreensdo e carinho. MUITO OBRIGADA!!!

Meu “anjo querido” meu orientador e desorientador (porque sdo tantas ideias ao
mesmo tempo) Dr. Luiz Felipe Machado Velho, ou somente Fé, um amigo sempre, um
exemplo, uma inteligéncia admiravel, um carisma extremo, meu cartdo de visitas quando
cheguei ao Nupélia (era so dizer “oi, eu sou a nova aluna do Fé!!”, que todo mundo abria
um sorriso enorme), aprendi muito com as nossas inumeras conversas, quase congelando na
sua sala (ar condicionado a 16°C, SEMPRE). Tenho muito orgulho e muita sorte de ter sido
sua aluna, de ter a oportunidade de aprender com vocé, ndo so ecologia, mas como tratar
bem quem quer que seja, sempre com um sorriso no rosto, mesmo quando as coisas ndo estao
la muito bem. Que um dia eu seja como vocé!!MUITO OBRIGADA!!!

Minha co-orientadora queridissima, Pfa. Dra. Laura Roberta pinto Ut;, que me
ajudou desde o primeiro esbosso do meu projeto de Doutorado, mesmo antes da selegdo e
que ja era uma das minhas principais referéncias, mas depois de ter me recebido tdo bem em
seu laboratorio em Porto Alegre me mostrou que um bom pesquisador pode sim, continuar
sendo bom (e ela é otima) e ter uma familia, um gato, uma vida. Que um dia eu também seja

como vocé!! MUITO OBRIGADA!!!



Ao Prof. Dr. John Clamp da “North Carolina Central University”, muito obrigada
por ter me recebido tdo carinhosamente em seu laboratorio e por ter dividido tdo
generosamente seu conhecimento comigo durane o doutorado sanduiche.

Aos membros da banca Dr. Fabio Amodéo Lansac Toha e Dr. Ricardo Massato
Takemoto pela disponibilidade em avaliar o trabalho, por aceitarem de bom grado o desafio
de contribuir com este trabalho, mesmo que este ndo representasse o foco da pesquisa de
vocés. Ao Dr. Indcio Domingos da Silva-Neto e ao Dr. Roberto Junio Pedroso Dias, anjos
da guarda de longa data, que acompanharam e me guiaram, nos primeiros passos na
protistologia, tive muita sorte de poder aprender com vocés, meus exemplos ndo so de
pesquisadores, mas exemplos de vida. MUITO OBRIGADA!!!

Ao meu anjo da calma, “meu bem”, tdo pouco tempo juntos, e ja sdo tantas historias,
com a sua paciéncia infinita e seu jeito doce, até mesmo nos momentos de dizer o que eu
precisava ouvir, me cativou e me lembrou de sentimentos que eu ja tinha esquecido. Prof. Dr.
Natan Medeiros Maciel, obrigada por me ensinar a viver um dia de cada vez, a estabelecer
metas e organizar prioridades. Obrigada, meu bem, por acreditar em mim, no meu potencial,
por ndo desistir nunca, nem quando eu ja achava que ndo aguentava mais. Sem a sua ajuda
intelectual e emocional, esta tese ndo teria sido terminada a tempo. MUITO OBRIGADA!!!

Aos meus anjos da guarda disfar¢ados de amigos (em ordem cronologica), que
sempre cuidaram de mim, me apoiaram, me aguentaram com muita paciéncia (ou ndo), que
riram comigo, dividiram suas vidas, mesas de bar, comilan¢as, academia, risos, choros,
medos... Enfim, me fizeram encontrar uma nova familia, foram tantos e tdo bons momentos e
amigos. Bruna Ponciano e Mariana Farias, companheiras de republica, de baladas, na hora
de dividir as contas, de chorar de tanto rir, irmds. Deise Morais e Natdlia Siqueira, amigas
pra vida inteira, sem as quais ndo resistiria ao meu primeiro ano em Maringd. Priscilla
Gambale, Jascieli Bortolini, Barbara Dunk, Paula Bustamante, cuja importancia na minha
vida é tdo grande, que eu ndao me lembro do exato momento em que nos tornamos amigas,
parece que conhego vocés desde sempre. Amo vocés!! MUITO OBRIGADA!!!

Aos meus anjos da guarda disfar¢ados de amigos hda mais tempo... Aqueles, de longa
data, que sempre me perdoaram por ter perdido aniversarios, batizados, despedidas de
solteiro, Natal, por ndo estar presente nos melhores momentos e principalmente por ndo ter
um ombro a oferecer nos piores dias. Muito Obrigada Anna Carolina Barbosa, Andréa
Lima, Valéria Efrem, Franciane Rudgero, por me apoiarem, por me entenderem e por

torcerem por mim, mesmo de longe. E a cada visita a Juiz de fora, obrigada por terem



sempre um ombro amigo, uma taga de vinho (ou um chopp bem gelado) e os bragos (e o
coragdo) sempre abertos.

A todos do laboratorio de Zoopldncton (sdo tantos nomes, que ndo me atreverei a
escrevé-los), minha primeira estadia no NUPELIA, obrigada a cada um de vocés, pela
acolhida, pelas risadas, pela companhia nas coletas e no PELD. Aos meus colegas do
Laboratorio de Protozoopldancton Paulo Buosi, Bianca Trevizan, Fernando Lansac Téha,
Bianca Ramos. Vocés que me aturaram quase trés anos, muito obrigada pelo convivio,
paciéncia, amizade, companheirismo. Foram tantas coletas, viagens, risadas, tantas vezes
acordando de madrugada e passando as noites contando ciliados. Aprendi muito com cada
um de vocés e espero aprender ainda mais!!

As secretarias do PEA, Aldenir Oliveira e Jocemara dos Santos, meu muito obrigada
pela presteza e disponibilidade na solu¢do de muitos problemas, pela aten¢do de sempre e
pelo carinho ao esclarecer todas as minhas duvidas.

Ao Curso de Pos de Pos-Graduacdo em Ecologia de Ambientes Aqudticos
Continentais (PEA) e ao Nucleo de Pesquisa em Limnologia, Ictiologia e Agqiiicultura
(Nupélia) pela logistica e infra-estrutura disponibilizadas, essenciais para a realiza¢do deste
trabalho. A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES-PROEX)
pela bolsa de estudos no pais e pela bolsa de doutorado sanduiche. Ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), pela aprovagdo do projeto referente ao
este estudo, que policiou a compra de materiais e viagens para a identificacdo dos
protozoarios. Ndo sdo exatamente anjos, mas com certeza, me deram asas pra al¢ar voos
cada vez mais longos.

Aos funciondarios da biblioteca setorial do Nupélia, Maria Salete Ribelatto Arita e
Jodo Fabio Hildebrandt sempre atentos e dispostos a ajudar, sempre com sorrisos e bom
humor. Aos funcionarios da Base de Pesquisa Avan¢ada do Nupélia, Sebastido Rodrigues e
Alfredo da Silva, fundamentais para as coletas. Muito obrigada pela ajuda, dicas,
companhia. A Maria do Carmo Roberto, por disponibilizar os dados fisico-quimicos
utilizados na tese, além da excelente companhia em campo!

Finalmente, e ndo menos importante, a Deus, que enviou cada um desses anjos pra
cuidar de mim, me deu uma Otima familia, grandes e verdadeiros amigos, muitas
oportunidades.

Enfim, agradego a todos aqueles que contribuiram de alguma forma para a realizag¢do

de mais este sonho. OBRIGADA!!!



“Ha um tempo em que ¢ preciso

Abandonar as roupas usadas
Que ja tém a forma do nosso corpo
E esquecer os nossos caminhos
Que nos levam sempre aos mesmos lugares
E o tempo da travessia
E se ndo ousarmos fazé-la

Teremos ficado para sempre

A margem de ndés mesmos ”’

Fernando Teixeira de Andrade



Protozoarios epibiontes de Copepoda (Crustacea) na planicie de inundacio
do alto rio Parana: taxonomia, ecologia e distribuicao

RESUMO

Este estudo ¢ pioneiro ao relatar os aspectos morfolégicos, taxondmicos, moleculares e
ecoldgicos de protozoarios ciliados epibiontes de copépodes em 36 unidades amostrais, que
incluem diversos tipos ambientes, pertencentes a planicie de inundagdo do alto rio Parana,
PR/MS, Brasil, durante periodos limnofase e potamofase. Foi realizado um estudo
morfoldgico, morfométrico e molecular, com a descricdio de duas espécies de ciliados
epibiontes observados colonizando os copépodes, reunindo informag¢des adquiridas através de
observagdes in vivo, impregnacao pela prata, microscopia eletronica de varredura e biologia
molecular. Posteriormente, foi avaliada a influéncia dos fatores abioticos locais, associados as
flutuacdes do pulso hidrologico, e os efeitos significativos dos tipos de habitat e dos sistemas
sobre a ocorréncia de espécies de protistas ciliados epibiontes na planicie de inundagdo do
Alto rio Parana. E ainda, foi registrada a primeira ocorréncia no Brasil do euglenidio
Colacium vesiculosum Ehrenberg 1853, como epibionte de copépodes. As abordagens
acrescentaram informagdes taxondmicas as ja existentes sobre a subclasse Peritrichia, através
da descri¢do de duas novas espécies. Detectou-se diferencas espago-temporais na prevaléncia
de infestacdo, indicando que a disponibilidade de recursos alimentares e a abundancia de
hospedeiros sdo fatores que contribuem para oscilagdo da dindmica das populagdes de ciliados
epibiontes, evidenciando diferencas estatisticas significativas entre os ambientes estudados.
Observou-se que o pulso de inundagdo e seu efeito homogeneizador nos ambientes da planicie
de inundacdo do alto rio Parand, exerce um efeito positivo sobre a relagdo epibiotica,
favorecendo a colonizagdo de um maior nimero de ambientes e uma maior prevaléncia de

infestagao.

Palavras-chave: Ciliados. Comunidade zooplanctonica. Distribuicdo espacial e temporal.
Ecologia. Morfologia. Relagdo epibiotica. Planicie de inundagao.



Protozoan epibionts of copepods (Crustacea) in the Upper Parana River
floodplain: taxonomy, ecology e distribution

ABSTRACT

A breakthrough study was conducted concerning morphological, taxonomic, molecular e
ecological features of epibiont protozoan ciliates in 36 sampling sites, of floodplain upper
Parand River, Parand e Mato Grosso do Sul states, Brazil, for the periods of limnophasis e
photamophasis. First of all, were presented a morphological, morphometrical, ¢ molecular
study, with the description of two epibiont ciliate species found colonizing copepods. To
describe the species we gather information of in vivo observations, silver impregnation,
scanning electron microscopy and molecular biology. After that, we tested the influence of
abiotic local factors, associated to fluctuations of hydrological pulse e the signification effects
of habitat types e systems under the species occurrence y of epibiont ciliate protists in both
potamophase e limnophase of Upper Parana River floodplain. We also registered the first
occurrence in Brazil of the euglenid Colacium vesiculosum Ehrenberg 1853, as epibiont of
copepods. This proposal gathers new taxonomic information to the already accessible in
literature regarding subclass Peritrichia, through the description of two new species. We
detected space-temporal differences in the infestation prevalence, indicating that the
availability of food resources e abundance of hosts could be factors that contribute for the
oscillation of population dynamic of epibiont ciliates e observed significant statistic
differences among the study environments. We verified that the inundation pulse e its
homogenizer effect in floodplain environments of upper Parana River employ a positive effect
under the epibiotic relationship, favoring the colonization of a higher number of environments

e also a higher prevalence of infestation.

Keywords: Ciliates. Zooplankton community. Spatial and temporal distribution. Ecology.
Morphology. Epibiotic relationship. Floodplain.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 ARELACAO EPIBIOTICA

Devido a caracteristicas fisicas da dgua, em relacdo ao ar, o modo de vida séssil ¢
possivel e muitas vezes favoravel aos organismos consumidores aquaticos (Wahl et al. 1997).
Naturalmente os organismos que adotaram este modo de vida, desenvolveram adaptacdes para
suportar as variagdes diarias ambientais, tais como a resisténcia a dessecagdo ou as alteragdes
na composi¢ao fisica e quimica do ambiente (Wahl e Mark 1999). O termo epibiose se refere
a organismos que colonizam a superficie de um substrato vivo durante a fase séssil de seu
ciclo de vida, enquanto que os basibiontes constituem o substrato que proporciona suporte
para os epibiontes (Taylor 2002; Wahl 1989).

Nos ambientes aquaticos, diversos grupos de organismos, tais como bactérias
(Edgcomb et al. 2010); ciliados (Cabral et al. 2010); diatomaceas (Fernandes e Calixto-Feres
2012); macro-algas (Manriquez e Cancino 1996); macrofitas (Murison et al. 1990),
antozoarios ¢ hidrozoarios (Grohmann 2009; Di Camillo et al. 2010); cten6foros (Ohtsuka et
al. 2009); moluscos (Dias et al. 2010); briozoarios (Lescinsky 1997); branquidpodes,
poliquetas (Arana e Diaz 2006); equinodermos (Aladro-Lubel e Martinez-Murillo 1999);
hemicordados (Zalasiewicz et al. 2013) e ascidias (Wahl 1995), adotaram o modo de vida
epibiodtico em pelo menos uma fase do ciclo de vida. Existem relatos desta relagdo até mesmo
em organismos fosseis, tais como, trilobitas (Brandt 1996; Taylor e Brett 1996), cefalopodes

(Baird et al. 1989; Seilacher 1968) e equinoides (Schneider 2003).

1.2 EPIBIOSE EM NIVEL DE ECOSSISTEMA

Engenheiros do ecossistema (do inglés “physical ecosystem engineering”) sio
organismos que, direta ou indiretamente, controlam a disponibilidade de recursos para outros
organismos, causando mudangas fisicas em materiais bidticos ou abidticos (Jones et al. 1997).
Este importante tipo de interacdo ecoldgica possui fundamental relevancia e apresenta efeitos
em praticamente todos os ecossistemas. Estes efeitos podem ser mudangas de estado fisico,
que influenciam diretamente recursos ndo alimentares, tais como habitats, ou podem ainda
controlar diretamente os recursos abidticos modulando indiretamente forcas que afetam o uso
dos recursos por outros organismos (Boogert et al. 2006; Byers et al. 2006; Crooks 2002;
Cuddington et al. 2007; Jones et al. 2010; Rosemond e Anderson 2003; Wright e Jones 2006).
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A presenca de epibiontes modifica numerosas interacdes do basibionte com o meio
onde vive, podendo afetar uma ou mais interacdes do hospedeiro com o meio (Laudien e
Wahl 2004; Wahl e Mark 1999). A relagdo que antes da colonizacdo era apenas
basibionte/meio passa a ser basibionte/epibionte/meio, tendo impactos negativos e/ou
positivos para ambos (Wahl et al. 1997). A epibiose pode atuar, entdo, como uma alavanca
ecoldgica amplificando ou tamponando o stress bidtico e abidtico enfrentado pelo hospedeiro
(Wahl 2008). Dentre os fatores que podem influenciar a dindmica espacial e temporal de
populacdes de ciliados epibiontes, pode-se destacar a abundancia de hospedeiros (Regali-
Seleghim e Godinho 2004; Utz e Coats 2005; Souissi et al. 2013), disponibilidade de alimento
(Barea-Arco et al. 2001; Hanamura 2000), grau de polui¢do organica (Laird 1959; Xu 1992),
abundancia dos predadores do hospedeiro (Willey et al. 1993), parametros fisico-quimicos da

agua (Cabral et al. 2010) e competi¢ao por substrato (Quintanilla et al. 2013).

1.3 VANTAGENS E DESVANTAGENS DA RELACAO EPIBIOTICA

Como ressaltado anteriormente, relacdes epibioticas podem apresentar um efeito
negativo ou serem benéficas ao hospedeiro, ou podem ainda ser neutras. dependendo do
contexto ecologico (Wahl, 2008). Em relacdo ao hospedeiro, os epibiontes podem atuar
negativamente, diminuindo sua fecundidade (Eschweiler e Buschbaum 2011; Green 1974),
seu tempo de sobrevivéncia (Gilbert e Schroder 2003; Xu e Burns 1991), causando-lhe lesdes
(Schuwerack et al. 2001), alterando a fisiologia e movimentagdo (Gortz 1996; Henebry e
Ridgeway 1979; Rothéusler al. 2011), ou podem, ainda, torna-los mais suscetiveis a predagao
(Willey e Threlkeld 1993). Além disso, o epibionte pode competir com o hospedeiro por
alimento (Kankaala e Eloranta 1987), aumentar sua demanda energética (Weissman et al.
1993), levando a uma reducao do peso corporal (Eschweiler e Buschbaum 2011). No caso do
basibionte ser um organismo fotossintetizante, os epibiontes podem reduzir o acesso a luz e,
consequentemente, reduzir as taxas fotossintéticas (Rohde et al. 2008). Estes efeitos podem
ser mais ou menos intensos, dependendo da susceptibilidade do basibionte, da espécie e/ou da
densidade dos epibiontes.

Um exemplo de relacdo epibiodtica benéfica para o hospedeiro, pode ser observada
entre o molusco epibionte Mimachlamys varia e seu hospedeiro, o decipoda Galathea
strigosa. Nesta relagdo, o basibionte consegue manter todas as suas fungdes, tais como, nadar
e se fixar em diferentes substratos, independente da presenca dos epibiontes (Albano e Favero
2011). O epibionte pode ainda, fornecer protecao contra a radiacdo UV ou contra o contato do

hospedeiro com toxinas (Dougherty e Russell 2005; Rothédusler et al., 2011). Em outras
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situagdes, o basibionte pode se beneficiar dos metabolitos produzidos pelos epibiontes (Wahl
1989) ou ainda, se alimentar do epibionte (Chatterjee et al. 2013). O epibionte pode prover
protecdo mimética contra predadores (Wahl 1989; Maldonado e Uriz 1992) e/ou camuflagem
tactil, como no caso dos epibiontes de hidrozoarios (Enderlein 2000). O epibionte pode
proteger o basibionte contra dessecagdo (Wahl e Sonnichsen 1992; Wahl e Mark 1999),
podendo interferir, ainda, na aceitabilidade do predador (Laudien e Wahl 2004; Farren e
Donovan 2007).

Para o epibionte, uma das maiores vantagens deste modo de vida, em detrimento ao
modo de vida séssil convencional, seria a possibilidade de obtencdao de recursos alimentares
mais variados e em maior quantidade, estabelecendo uma condi¢do hidrodindmica favoravel
em relacdo aos demais organismos sésseis, através da possibilidade de explorar um maior
nimero de ambientes, e diminuindo a competicdo interespecifica (Schneider 2003; Wahl
1989). Além disso, a cinética do movimento da 4dgua em pequena escala, em torno do
basibionte, formam um micro-habitat rico em alimento e oxigénio e se tornam um fator
importante na colonizagdo e na distribuicdo dos epibiontes no hospedeiro (Fernandez-
Leborans et al. 2006). Os epibiontes fototroficos podem se beneficiar do acesso mais facil aos
nutrientes dissolvidos e os heterotréficos pela constante renovagdo de particulas alimentares
pela movimentacdo do hospedeiro (Kudo 1966; Mayén-Estrada e Aladro-Lubel 2002;
Threlkeld et al. 1993). Por exemplo, organismos zooplanctdnicos, ao se movimentarem, criam
um fluxo de agua sobre a superficie do corpo, permitindo que seus epibiontes se alimentem
em um ritmo mais elevado (Bickel et al. 2012). Quando estes epibiontes sdo ciliados
peritriqueos, geralmente se localizam proximos a corrente de filtragdo de seus hospedeiros,
favorecendo-se do fluxo gerado por eles (Cabral et al. 2010).

Entretanto, apesar de sua ampla ocorréncia, e dos varios estudos sobre a relacdo
epibiodtica envolvendo crustaceos, tal relagdo ainda ¢ pouco compreendida até os dias de hoje
no que diz respeito as suas implicagdes ecoldgicas, tanto para o basibionte quanto para o
epibionte (Bickel et al. 2012). As pesquisas t€ém apontado que existe um investimento
energético expressivo na producdo de apéndices ou estruturas especializadas na fixacdo do
epibionte em um substrato instavel e possivelmente efémero (Bickel et al. 2012; Wahl 1989).
Os epibiontes podem ser levados para ambientes desfavoraveis ou com um maior nimero de
predadores, podem ainda ser predados pelo basibionte ou competir com eles por nutrientes,
principalmente os dissolvidos na agua (Chatterjee et al. 2013; Schneider 2013; Threlkeld et al.
1993; Wahl 1989).
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1.4 EPIBIOSE EM CRUSTACEOS

As relagdes epibioticas envolvendo crustaceos sdo um fenomeno generalizado na vida
marinha, estuarina e em ambientes de 4gua doce e abrangem uma variedade de
microrganismos epibiontes incluindo protistas, bactérias, hidrozodrios, cracas, e rotiferos
(Bickel et al. 2012; Bozkurt ¢ Genc 2009; Caro et al. 2012; Gilbert ¢ Schroder 2003;
Hanamura 2000; Thurber et al. 2011; Utz e Coats 2005). Muitos grupos de crustdceos podem
ser ainda, hospedeiros de invertebrados macroepibiontes (Ross 1983), por exemplo, Porifera,
Cnidaria, Platyhelminthes, Nemertea, Rotifera, Nematoda, Polychaeta, Cirripedia, Decapoda,
Gastropoda, Bivalvia, Phoronids, Bryozoa, Ascidiacea, (Amato et al. 2006; Ayres-Peres et al.
2010; Di Camillo et al. 2008; Dvoretsky 2012; Mantelatto et al. 2003; Schejter et al. 2011;
Vianna ¢ Melo 2002).

Os ciliados constituem um dos grupos mais frequentemente encontrado como
epibiontes em crustaceos. Tendo em vista esta alta frequéncia, foram realizadas algumas
revisdes, com foco especifico neste grupo (Fernandez-Leborans 2001; 2009; Fernandez-
Leborans e Tato-Porto 2000; Morado e Small 1995; Williams ¢ McDermott 2004).
Fernandez-Leborans & Tato-Porto, (2000), em sua revisdo que reuniu exclusivamente ciliados
epibiontes pertencentes a sub-classe Peritrichia, registraram 268 espécies de ciliados
peritriqueos colonizando diferentes espécies de copépodes. Fernandez-Leborans (2009)
atualizou a lista de espécies de ciliados que foram observados como epibiontes de copépodes,
incluindo 87 novos registros, ocorridos desde a sua tltima revisao.

Entretanto, apesar de sua ampla ocorréncia, e dos varios estudos acerca da da relacdo
epibiodtica envolvendo crusticeos, esta ainda ¢ pouco compreendida no que diz respeito as
suas implica¢des ecoldgicas, tanto para o basibionte quanto para o epibionte (Carman e Dobbs
1997). Em geral, esses estudos tém enfatizado aspectos da ecologia e histdéria de vida do
hospedeiro, com menos énfase no epibionte. Contudo, sabe-se que um exame de composi¢ao
de espécies, abundancia e historia de vida epibionte em ambientes aquaticos ¢ uma importante
ferramenta para melhor compreender a ocorréncia sazonal de epibiose, dinamica populacional
epibiontes/basibionte e especificidade epibionte substrato (Fenchel 1965; Hanamura 2000;
Threlkeld et al. 1993; Wahl 1989). E importante ressaltar ainda que a maioria dos estudos
sobre epibiose em crusticeos ndo considerou a relagdo do ponto de vista do epibionte (Utz e

Coats 2005).
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1.5 PROTOZOARIOS CILIADOS EPIBIONTES

Os ciliados peritriqueos sdo conhecidos ha mais de 300 anos como um grupo distinto,
por apresentar um aparato ciliar oral proeminente e ciliatura somatica reduzida a uma banda
telotrocal (Miao et al. 2001). A subclasse Peritrichia (Ciliophora) retine protozodrios ciliados,
quase sempre pedunculados, os quais se aderem a diferentes substratos, como rochas, algas
e/ou animais, podendo viver como epibiontes sobre um grande nimero de espécies de
metazodrios aquaticos, incluindo diversos grupos de invertebrados, tais como Nematoda,
Porifera, Cnidaria, Ctenophora, Rotifera, Tardigrada, Turbellaria, Crustacea, Annelida,
Insecta e Mollusca. Alguns vertebrados também ja foram observados carregando protozoarios
epibiontes, entre estes podem-se citar peixes, girinos e cdgados (Cabral et al. 2010; Chatterjee
et al. 2013; Corliss 1979; Dias et al. 2006; 2007; 2008; 2009; Fard et al. 2011; Fernandez-
Leborans e Tato-Porto 2002; Fernandez-Leborans € von Rintelen 2010; Foissner et al. 1999;
Goodrich e Jahn 1943; Kahl 1935; Laird 1959; Moss et al. 2001; Regali-Seleghim e Godinho
2004; Utz e Coats 2005). De acordo com Fenchel (1987), ¢ provavel que praticamente todos
0s metazoarios aquaticos sejam hospedeiros em potencial para ciliados epibiontes.

Apesar de sua ampla ocorréncia, a maioria dos estudos tém enfatizado aspectos
morfoldgicos e taxondmicos do epibionte, com apenas alguns trabalhos enfocando aspectos
ecologicos desta relacdo. Estudos enfatizando a influéncia do ambiente na relacdo
epibionte/basibionte ainda sdo incipientes (Baldock 1986; Cabral et al. 2010; Dias et al. 2008;
2009; Fernandez-Leborans et al. 1997; Hanamura 2000; Utz ¢ Coats 2005; Xu 1992).

Quando colonizam substratos vivos, os epibiontes peritriqueos precisam se adaptar a
aspectos da biologia de seus hospedeiros tais como crescimento e/ou muda, sendo capazes de
formar estagios livre-natantes e colonizar novos substratos quando as mudangas ocorrem
(Wahl, 1989). Os mecanismos de reconhecimento de um basibionte especifico por parte do
epibionte ainda sdo desconhecidos, mas acredita-se que sinais quimicos, mecanicos, ou até
mesmo sinais eléctricos podem estar envolvidos no reconhecimento do hospedeiro, bem como
no processo de formagao dos estagios de vida livre (Wahl 1989). A fase séssil do ciclo de vida
dos peritriqueos ¢ conhecida como trofonte e a fase livre-natante como telotréquio (Utz e
Coats 2005). A formagdo do telotroquio pode ser desencadeada por fatores ambientais como
queda brusca na concentra¢do de oxigénio, disturbios diretos do organismo ou, no caso dos

epibiontes, morte ou muda do hospedeiro (Utz e Coats 2005).
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1.6 EPIBIOSE NO BRASIL

No Brasil, os estudos sobre os ciliados epibiontes tiveram inicio em 1970, quando Righi
(1973) registrou a ocorréncia do peritriqueo Rhabdostyla pristinis (Peritrichia) colonizando o
oligoqueta Pristina minuta em um ambiente edafico nas margens do rio Capivara, na Serra do
Cipd, Minas Gerais.

Depois de uma lacuna de 31 anos, Regali-Seleghim e Godinho (2004) estudaram o
padrdo de colonizagdo de duas espécies de ciliados peritriqueos sobre organismos do
metazooplancton (rotiferos, cladoceros e copépodes) no reservatoério Monjolinho, Sdo Carlos,
SP. Dias et al. (2006) registraram, pela primeira vez, sete géneros de ciliados sésseis
epibiontes de moluscos prosobranquios da espécie Pomacea lineata Spix, 1827
(Ampullariidae) em valas de irrigacdo no municipio de Juiz de Fora (Minas Gerais).

Utz (2007) registrou a ocorréncia do protozodrio ciliado Epistylis plicatilis sobre o
molusco Pomacea canaliculata na regido sul do Brasil. Dias et al. (2007) relataram a
ocorréncia de Rhabdostyla chironomi (Peritrichia) sobre larvas de Chironomus decorus
(Diptera, Chironomidae) em um corrego urbano, no municipio de Juiz de Fora, MG. Neste
estudo, foram também reportados os fatores envolvidos na localizacdo dos ciliados sobre os
tubulos abdominais dos hospedeiros e a possivel utilizacdo desta relagdo como indicadora da
qualidade da 4gua. Dias et al. (2010), realizaram um estudo morfométrico acerca do epibionte
Carchesium polypinum (Ciliophora: Peritrichia) em uma alta infestacdo sobre o molusco
Pomacea figulina. Da Gama et al. (2008) testaram a atividade anti-incrustantes de produtos
naturais de 42 espécies de algas marinhas que ocorrem na costa brasileira, em resposta a
epibiose, incluindo ciliados.

Dias et al. (2009) observaram a influéncia de fatores tais como clorofila, pH,
condutividade elétrica e teor de oxigénio dissolvido na ocorréncia e prevaléncia de infestacao
de ciliados peritriqueos do género Rhabdostyla colonizando oligoquetas limnicos ao longo de
um coérrego urbano em Minas Gerais. Cabral et al. (2010) observaram padrdes temporais e
espaciais de ocorréncia do ciliado Rhabdostyla cf. chironomi sobre larvas de chironomideo
em um corrego urbano do sudeste brasileiro. Rodrigues et al. (2011) realizaram um estudo
acerca das mudancas longitudinais na prevaléncia de infestacdo de protistas ciliados
epibiontes sobre oligoquetas ao longo do rio Paraibuna, municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil. Silva-Neto et al. (2012) redescreveram a espécie Licnophora chattoni
associada ao cnidario Zyzzyzus warreni. Padua et al. (2013) observaram uma alta infestacao

de ciliados do género Epistylis sobre bagres na regido central do Brasil.



20

1.7 METODOLOGIA DA TESE

Foi realizado um estudo pioneiro acerca dos aspectos morfoldgicos, taxondmicos,
moleculares e ecologicos de protozoarios ciliados epibiontes de copépodes na planicie de
inundacgdo do alto rio Parand. Para isto a tese foi dividida em trés metodologias além de uma
fundamentagao tedrica.

Na primeira, conduziu-se um estudo morfoloégico, morfométrico e molecular, com a
descri¢do de duas espécies de ciliados epibiontes observados colonizando os copépodes,
reunindo informagdes adquiridas através de observagdes in vivo, impregnagdo pela prata,
microscopia eletronica de varredura e biologia molecular. Foi apresentada ainda uma breve
revisdo taxondmica do género encontrado, a fim de evidenciar a necessidade de se ampliar os
estudos a cerca da morfologia destes ciliados.

Na segunda, foi avaliada a influéncia dos fatores abioticos locais, associados as
flutuacdes do pulso hidrologico, e os efeitos significativos dos tipos de habitat e dos sistemas
sobre a ocorréncia de espécies e diversidade alfa e beta de protistas ciliados epibiontes tanto
na potamofase quanto na limnofase na planicie de inundag@o do Alto rio Parana.

Na terceira, foi registrada a primeira ocorréncia no Brasil do euglenidio Colacium
vesiculosum Ehrenberg, 1853, como epibionte de copépodes na planicie de inundagdo do alto

rio Parani.
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2 DUAS NOVAS ESPECIES DE Vorticella LINNAEUS, 1767 (CILIOPHORA,
PERITRICHIA), EPIBIONTES DE COPEPODES, NO SISTEMA RIO-PLANICIE DE
INUNDACAO DO ALTO RIO PARANA-PR BRASIL

RESUMO
Os protozodrios ciliados peritriqueos s3o formas amplamente distribuidas e incluem
organismos pedunculados e sedentarios, podendo ser solitarios ou coloniais e/ou loricados. No
entanto, tem sido dificil estabelecer relacdes filogenéticas entre os peritriqueos apenas com
base em caracteristicas morfoldgicas, devido a sua grande diversidade. Os protistas ciliados
peritriquios vivem como epibiontes sobre uma variedade de espécies de metazoarios
aquaticos. Entretanto, apesar de sua ampla ocorréncia e dos varios estudos acerca da relagao
epibidtica envolvendo protozoarios ciliados e crustidceos em ambito mundial, pouco se sabe
sobre esta relagdo na regido neotropical. Este trabalho foi realizado através da combinagao
(taxonomia integrativa) da morfologia e andlises moleculares com utilizagdo de fragmento
génico especifico (18S rDNA) para a elaboracdo das diagnoses. Os protozoarios ciliados
estudados sdo epibiontes de copépodes zooplanctonicos na planicie de inundagdo do alto rio
Parana. Vorticella sp. n. 1 apresenta colar peristomial relativamente fino, pedinculo nao
estriado e ndo contratil, com mionema vestigial na base do pedinculo, macronticleo com
formato de C. Vorticella sp. n. 2, possui colar peristomial evidente, pedunculo ndo estriado e
ndo contratil, com mionema vestigial na base do zoodide, macronticleo com formato de E
invertido, orientado horizontalmente, micronticleo oval, localizado posteriormente ao
macronucleo. Ambas as espécies epibiontes descritas neste trabalho se mostraram
relacionadas com as espécies previamente descritas do género Vorticella, Opisthonecta,

Astylozoon, Vorticellides e Carchesium.

Palavras-chave: Ciliados, epibiontes, taxonomia integrativa, regido neotropical, 18SrDNA.
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ABSTRACT

The peritrich ciliated are a widely distributed group of protozoa e include the stalked e
sedentary organisms, that may be solitary or colonial e /or loricate. However, it has been
difficult to establish phylogenetic relationships among peritrichs just based on morphological
characteristics, due to its great diversity. This work was carried out by combining (integrative
taxonomy) morphological e molecular analysis using a peritrich gene-specific fragment (18S
rDNA) for the the diagnoses. The ciliated protozoa described belong to the genus Vorticella e
live as epibiont attached to zooplankton copepods in the upper Parana River floodplain.
Vorticella sp. n. 1 shows relatively thin peristomial collar, non-striated e non-contractile stalk,
with vestigial myonema on the basis of the stalk, macronucleus C-shaped. Vorticella sp. n. 2,
has a evident peristomial collar, non-striated e non-contractile stalk with myonema trace, on
the bottom of the zooid, macronucleus E-shaped e inverted horizontally oriented,
micronucleus oval, located posteriorly to macronucleus. Both species epibionts described in
this work are shown related to previously described species of the genus Vorticella,

Opisthonecta, Astylozoon e Vorticellides, Carchesium.

Keywords: ciliates, epibionts, integrative taxonomy, Neotropics, 18SrDNA.
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2.1 INTRODUCAO

Os ciliados peritriqueos se caracterizam por serem organismos sésseis, em pelo menos
uma fase do desenvolvimento, por apresentarem uma regido bucal expandida e um peristomio
rodeado por duas fileiras proeminentes de cilios que sdo inseridos no sentido anti-horario
(Corliss 1968). Estes organismos estdo entre os mais especiosos € comumente observados
dentre todos os ciliados, com mais de 50 géneros, representados por mais de 1.000 espécies
(Li et al. 2008a). A subclasse Peritrichia ¢ tradicionalmente subdividida em duas ordens com
base no modo de fixacdo. A Ordem Sessilida (Kahl 1933) inclui em sua maioria
representantes sésseis, que apresentam uma escopula como estrutura de fixagdo, enquanto que
a Ordem Mobilida (Kahl 1933) inclui principalmente as formas livre-natantes, embora agrupe
também os representantes parasitos, que possuem um disco adesivo aboral como um 6rgdo de
fixacdo (Gong et al. 2006). Mais recentemente, foram feitos estudos que fundamentam a
realocagdo, das ordens Mobilida e Sessilida em duas subclasses (Peritrichia e Mobilia), tendo
como principail argumento, as possiveis homoplasias entre o aparelho bucal dos dois grupos,
que teria ocorrido devido a uma evolugdo convergente, impulsionada pelos seus estilos de
vida e estratégias de alimentacdo semelhantes (Zhan et al. 2009). No entanto as relagdes
filogenéticas entre muitas espécies de peritriqueos continuam desconhecidas (Clamp e
Williams 2006; Corliss 1979; Lynn e Small 2002; Miao et al. 2001; Miao et al. 2004, Utz e
Eizirik, 2010).

Espécies de Vorticella Linnaeus, 1767 sdo organismos bem conhecidos, pertencentes a
subclasse Peritrichia, pedunculados, podendo ser coloniais ou solitdrios, com zodide
altamente contratil, podendo ser observados em bidtopos marinhos e dulciaquicolas em todo o
mundo (Jankowski 1976; Kahl 1935; Noland e Finley 1931; Precht 1935; Sommer, 1951;
Song 1991; Stiller 1971). Apesar de mais de 200 espécies ja terem sido observadas para este
género, menos de um terco dos artigos que descreveram espécies de Vorticella utilizaram
técnicas usadas recentemente na descricao destes organismos (e.g. Foissner et al. 1992; Song
1991; Warren 1986). Como demonstrado por alguns estudos, a infraciliatura oral, mais
especificamente as policinécias infundibulares do aparato oral dos peritriqueos, revelada
através de técnicas de impregnacdo pela prata, desempenha um papel essencial na
determinagdo das espécies de peritiqueos (Clamp 1990a, 1992, 1997; Foissner et al. 1992; Ji e
Song 2005a; Ji et al. 2005a, b). No entanto, ¢ dificil estabelecer as suas relagdes filogenéticas

apenas com base nas caracteristicas morfologicas (Utz et al. 2010). Convencionalmente, a
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sistematica da maioria dos organismos da subclasse Peritrichia ¢ baseada em descri¢des
antigas, o que torna complicada a escolha de um caractere morfolégico como um possivel
marcador filogenético (Miao et al. 2001). Tradicionalmente, o sistema de “silverline” e as
policinécias do aparato infundibular, t€ém sido utilizados como bons caracteres taxondmicos
ndo somente para descrever muitas espécies de ciliados peritriqueos, mas como provavel
marcador filogenético dos clados destes organismos (Foissner et al. 1992).

No entanto, como ressaltado anteriormente, ¢ dificil estabelecer relagdes filogenéticas
com base apenas em caracteristicas morfoldgicas, portanto, os dados de sequéncias de genes,
como o SSrRNA (pequenas subunidades do DNA ribossomal) fornecem um método
alternativo para estabelecer as relagdes de parentesco entre as espécies de peritriqueos (Miao
et al. 2001). A aplicagdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para estudos filogenéticos
de ciliados criou oportunidades para a aquisicdo de sequéncias moleculares e melhor acuracia
nas inferéncias sobre a historia evolutiva dos ciliados (Li et al. 2008b). “Primers” especificos
para ciliados tém sido desenvolvidos e utilizados com sucesso para amostras de solo (Lara et
al. 2007; Puitika et al. 2007); no entanto, ferramentas moleculares especificas na
determinagdo da diversidade de ciliados ecologicamente importantes em ambientes aquaticos,
com um desempenho altamente especifico, sdo ainda escassos (Liu e Gong 2012).

Os protistas ciliados peritriqueos vivem como epibiontes sobre uma variedade de
espécies de metazodrios aquaticos, incluindo diversos grupos de invertebrados e de
vertebrados (Chatterjee et al. 2013; Dias et al. 2009; Fard 2011; Fernandez-Leborans e von
Rintelen 2010; Ingole et al. 2010; Regali-Seleghim e Godinho 2004; Utz e Coats 2005). De
acordo com Fenchel (1987), é provavel que praticamente todos os metazoarios aquaticos
apresentem ciliados epibiontes. Os crustdceos sdo os organismos mais frequentemente
observados como hospedeiro de ciliados epibiontes (Fernandez-Leborans 2001; 2009;
Fernandez-Leborans ¢ Tato-Porto 2000b; Morado ¢ Small 1995; Williams e McDermott
2004).

Entretanto, apesar de sua ampla ocorréncia e dos varios estudos acerca da relagdo
epibidtica envolvendo protozoarios ciliados e crustidceos em ambito mundial, pouco se sabe
sobre esta relagdo na regido neotropical (Mayén-Estrada et al. 2013). Nas revisdes mais
recentes acerca dos protistas epibiontes de crustdceos (Fernandez-Leborans e Tato-Porto
2000; Fernandez-Leborans 2001), foram registradas 380 espécies de protistas epibiontes de
crustaceos, entre individuos da classe Peritrichia e Chonotrichia. Destas espécies, apenas duas
descricdes se originaram no Brasil Lagenophrys aegleae Mouchet-Bennati 1932 e

Lagenophrys anticthos Clamp 1988. Onde foi apresentada a descri¢do de duas novas espécies
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do género Vorticella. Este trabalho foi realizado através da combinagdo (taxonomia
integrativa) da morfologia dos organismos e analises moleculares com utilizagdo de
fragmento génico especifico (18S rDNA) para a subclasse Peritrichia para a elaboracdo das

diagnoses e entender relacdes de parentesco evolutivo entre as espécies.

2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Area de estudo

O trecho estudado do vale aluvial do alto rio Parand apresenta um amplo canal
anastomosado, com extensa planicie aluvial, atingindo até 20 km de largura. Nela se
encontram numerosos canais secundarios, lagoas e tributarios, incluindo os rios Ivinhema e
Baia. (Agostinho e Zalewski 1996). A area de estudo abrange uma variedade de lagoas com
diferentes graus de conectividade com o rio, além de diferencas morfologicas e
morfométricas. Amostras foram tomadas em trés rios, trés canais, 16 lagoas abertas e 14
lagoas fechadas (Figura 1). Esses 36 ambientes foram amostrados durante um periodo de
potamofase (dezembro de 2010) e um de limnofase (junho de 2011). Além disso, coletas
adicionais foram realizadas a fim de aumentar o nimero de ciliados a serem submetidos tanto

as técnicas ciliatoldgicas quanto as analises moleculares.
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Figura 1. Localizagdo da éarea de estudo evidenciando os 36 locais de coleta que incluem
lagoas conectadas e isoladas, canais e rios. Numeros representam a demarcacaoo de cada local
de coleta.



34

2.2.2 Amostragem de campo

Em cada ambiente foram coletadas duas amostras que foram obtidas através de
arrastos com rede de plancton de 100 um de abertura de malha. Uma das amostras foi fixada
imediatamente com bouin, para posterior quantificacdo e identificacdo tanto dos epibiontes
quanto dos hospedeiros. A outra amostra foi acondicionada em caixas térmicas com gelo,
sendo mantida viva, e levada até a Base Avancada de Pesquisas do Nupélia no municipio de
Porto Rico, Estado do Parana, onde foi separada em trés aliquotas. Com uma das aliquotas
foram realizadas analises e registos fotograficos dos organismos in vivo, imprescindivel para a
identificagdo dos ciliados peritriqueos. A outra aliquota foi fixada, segundo Silva-Neto (2012)
para a realizagdo de técnicas de microscopia eletronica de varredura e a terceira aliquota foi
fixada em etanol 95% para posterior realizagdo de técnicas de biologia molecular e
reconstrucao filogenética.

As amostras provenientes de coletas adicionais foram realizadas com a finalidade de
maximizar a abundancia de copépodes colonizados por epibiontes. Os organismos foram
mantidos vivos em caixas térmicas com gelo e levados para o “Laboratério de

Protozooplancton” da Universidade Estadual de Maringa- Maringé/PR.

2.2.3 Identificacao

Foram feitas observagdes in vivo utilizando microscépio fotonico de campo claro e
com contraste diferencial interferencial (DIC) além da técnica do “protargol” (Montagnes e
Lynn 1993), a observacdao in vivo foi realizada n laboratério de protozooplancton da
Unversidade Estadual de Maringa. A técnica do “protargol” consiste em uma das técnicas de
impregnacao pela prata que evidencia os caracteres taxondmicos utilizados na identificagao
dos ciliados peritriqueos; a técnica do protargol foi realizada no laboratorio Faculdade de
Biociéncias — PUCRS.

Além disso, foi realizada a técnica de microscopia eletronica de varredura, uma
técnica que permite a observa¢do de detalhes ultraestruturais ndo visiveis em microscopia
optica e que tem sido amplamente usada em protozoologia (Silva-Neto 1994), a microscopia
eletronica foi realizada no complexo de centrais de apoio a pesquisa (COMCAP) da

Universidade estadual de Maringa.
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2.2.4 Analises Moleculares

Depois de separados dos basibiontes, os ciliados foram acondicionados em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL com 4lcool e centrifugados durante 5 minutos (6000 rpm). Apos
estes procedimentos o material foi lavado com tampao fosfato-salino (PBS) e novamente
centrifugado por 5 minutos. O procedimento foi repetido por trés vezes para que todo o
residuo de etanol fosse eliminado da amostra. Os ciliados tiveram o seu DNA extraido com o
Qiagen DNeasy Tissue kit (QIAGEN), seguindo as especificacdes do fabricante, com adi¢ao
de tampao de lise de tecido e proteinase K e incubagdo “overnight” a 56°(Clamp e Williams
20006).

O DNA genomico foi amplificado utilizando-se “primers” especificos (18S rDNA)
para a subclasse Peritrichia: Peri974F (GGAAACTCATCAGGRCAAGAAGATT) e
Peril403R (GGGCGRTGTGTACATTTTG) (Liu e Gong 2012). A ciclagem para a reagdo em
cadeia de polimerase foi: desnaturagdo inicial a 94°C/4 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturagdo a 94°C/1 minuto, associacdo a 50°C/1 minuto, extensdo a 72°C/1 minuto, com
uma extensdo final de 72°C durante 7 minutos (Gong et al. 2013). O sucesso da amplificacio
do DNA foi verificado pela eletroforese do produto em gel de agarose a 1%. Para aumentar a
quantidade de DNA, os produtos desta primeira PCR foram novamente amplificados através
de uma nova reacdo em cadeia de polimerase.

Os produtos da PCR foram purificados através de filtracdo, utilizando-se o “QIlAquick
PCR Purification kit (Qiagen)”. A concentragdo de DNA amplificado foi verificada com o
auxilio do espectofotometro NanoDrop (Thermo, Winmington, DE, USA) (Liu e Gong 2012).
O DNA purificado foi sequenciado em ambas as dire¢des segundo metodologia adotada por
Sun et al. (2011). Os fragmentos sequenciados foram montados em sequencias contiguas e
editados com o auxilio do “software” Sequencher 4.0 (Williams e Clamp 2007).

Todas as analises moleculares e filogenéticas foram realizadas na “North Carolina

Central University (NCCU)”, sob supervisao do Pro. Dr. John C. Clamp.
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2.2.5 Analises Filogenéticas

Com o intuito de estabelecer a relacdo de parentesco das espécies descritas com
linhagens da subclasse Peritrichia e ainda auxiliar nas diagnoses e descricdes foram
conduzidas analises filogenéticas. Para isso, fragmentos génicos 16S rDNA de 65 espécies da
subclasse Peritrichia foram obtidas do banco de dados GenBank ou do banco de dados pessoal
do Prof. Clamp (JCC). Como grupos externos foram utilizados as seguintes espécies:
Tetrahymena corlissi, T. farleyi, T. australis, Colpidium campylum, Ichthyophthirius
multifiliis. A escolha dos grupos externos foi baseada na relacdo de parentesco destas espécies
com a subclasse Peritrichia (Utz e Eizirik 2010). Estes fragmentos génicos foram combinados
a sequéncias das espécies novas descritas neste trabalho com o auxilio do software Bioedit
(Hall 2011). As sequéncias foram alinhadas com auxilio do soffware Clustal W (Oliver et al.
2005).

As relagdes filogenéticas foram reconstruidas a partir de métodos cladisticos
(parcimodnia). As andlises de parcimdnia foram conduzidas no software PAUP (Swofford
1998). Buscas heuristicas com a adicao aleatoria de taxons (random addiction) e conexao e
re-conecgdo dos ramos (tree bisection reconnection-TBR) foram utilizadas na busca. Para
testar o suporte dos clados, 1000 pseudoréplicas de bootstrap e dez tdxons aleatorios de
adi¢do de réplicas (Felsenstein 1985) foram conduzidas também no PAUP. Clados com grau

de apoio superior a 75% foram considerados suportados (Hillis e Bull 1993).

3 RESULTADOS

Vorticella sp. n. 1

Classe: Oligohymenophora de Pytorac et al., 1974.
Subclasse: Peritrichia Stein, 1859.
Familia: Vorticellidae Ehrenberg, 1838

Género: Vorticella Linnaeus, 1767

Diagnose:

Espécie de ambientes dulciaquicolas, com zodide em forma de sino invertido, dimensdes in
vivo 32-57 x 26-49 um. Apresenta colar peristomial relativamente fino. Um unico vactiolo
contratil localizado a frente do vestibulo. Pedinculo ndo estriado € ndo contratil, com

mionema vestigial, na base do zoodide. Macrontcleo com formato de C, podendo estar
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orientado horizontalmente ou transversalmente, micronicleo localizado posteriormente ao
macronucleo. Cerca de 21 estriagdes da regido oral a banda telotrocal e 9 da banda telotrocal a
escopula. Citoplasma incolor ou levemente amarelado, com muitos vactiolos digestivos de

coloracdo amarelo-esverdeada (Figuras 3) .

Hospedeiro e localidade:

Copépodes zooplanctonicos jovens e adultos da espécie Notodiaptomus henseni (Dahl
1894) (Figura 3a), provenientes do sistema rio-planicie de inundagdo do alto rio Parana
(22°45°S e 53°30°W), localizada entre os estados do Parand-PR e Mato Grosso do Sul-MS,
nos municipios de Porto Rico (PR) e Ivinhema (MS). Tal localidade estd h4d uma altitude de
230m e tem seus limites entre Parque Estadual das Vérzeas do Rio Ivinhema e Area de

Protecdo Ambiental das ilhas e Varzeas do Rio Parana.

Morfologia:

Os zooides apresentam o corpo em forma de sino invertido, dimensdes in vivo de 45,10
x 34,41um (Figura 3c-g). Os zooodides quando estimulados contraem tanto a regido oral
quanto a regido posterior (Figura 3b). O citoplasma é geralmente incolor ou levemente
amarelado, contendo varios vacuolos alimentares (de 2 a 6 vactiolos) com formato oval com
dimensdes variadas (Figura 3d). O unico vacuolo contratil, localizado anteriormente ao
vestibulo, levemente a esquerda, o vestibulo se estende até o ter¢o superior do comprimento
do corpo (Figura 2a, 3e-g). O colar peristomial ¢ reduzido. Foram observados granulos
corticais no citoplasma (Figura 3g). Pedinculo com superficie lisa, cerca de 8 mm de
espessura. A colonia, constituida por um pedunculo de superficie lisa, ndo contratil, cujos
zodides estdo localizados em pares, em ramificacdes regulares (Figura 2c, 3c, 3e)

Os espécimes impregnados pelo protargol possuem dimensdo média de 43,62 x
30,06pm, havendo uma redu¢do média de 8% quando comparado aos espécimes medidos in
vivo. O sistema de mionemas se restringe ao zodide, ndo ocorrendo no pedinculo, e se inicia
na escopula e se estende até a regido central do zodide. O macronicleo em forma de “C”,
orientado transversalmente, apresenta dimensdes que variam entre 11-27 x 2-13pm (Figura
4). Em alguns espécimes foram observados macronticleos orientados de forma diferente do
padrdo horizontal (Figura 2.c, Figura 3). O micronucleo apresenta formato circular e
dimensdes de 0,36-0,95 x 0,2-0,870um, e estd localizado posterior ao macronticleo (Figura
3a,e). A infraciliatura espiral adoral robusta apresenta volta tnica (Figura 3b,c) com

comprimento variando entre 4-9um e largura 2,95-23,37um (Figura 3a-c) Infraciliatura oral,
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(haplocinécia e policinécia) completa formam uma volta Gnica ao redor do peristomio até o
infundibulo, onde as trés policinécias (P1, P2, P3), compostas de trés cinetossomos cada. P1
¢ composto por trés fileiras de cinetossomos que se estendem para a extremidade do
citéstoma, terminando 14 no mesmo nivel de P2; P3 e inconspicuo e de dificil visualizagao
(Figura 3b, c, f).

A pelicula possui estriagdes (“silverlines”) longitudinais ao redor do corpo. Foram
contabilizadas, com base nas eletromicrografias realizadas, 21 estriagdes da regido oral a

banda telotrocal e 9 da banda telotrocal a escopula (Figura 4 c, e, f).

Deposito de material:

Vinte e laminas de material impregnado pelo protargol, contendo as espécies tipo,
utilizados para medi¢des (Tabela 1) e para os desenhos serdo depositadas para consulta na
colecdo internacional de protozoarios do Museu nacional de histéria natural dos estados
Unidos National (USNM), pertencente ao “Smithsonian Institution”. No Brasil, laminas
serdo depositadas na colecdo Laboratorio de Protistologia (Dept. de Zoologia, Inst. de

Biologia, UFRJ).

Tabela 1. Morfometria do ciliado peritriqueo Vorticella sp. n. 1, epibionte de Notodiaptomus
henseni provenientes do vale aluvial do alto rio Parand PR/MS, Brasil.

In vivo X c Erro Min. Max n
Padrao
Comprimento do corpo 45,10 6,87 5,92 32,61 57,58 30
Largura do corpo 28.41 4,96 4,01 25,99 48,83 30
Comprimento do pedunculo atea 25,40 1,61 0,66 32,28 18,52 15
bifurcagdo
Largura do pedunculo 6,66 2,67 1,72 3,88 7,44 15
Largura da Membrana 12,25 2,04 1,09 12,13 17,37 15
Ondulante
Comprimento do vestibulo 12,44 1,55 0,60 12,30 13,58 10
Numero de vacuolos contrateis 1,00 1,00 30
Numero de vacuolos alimentares 4,00 1,15 0,20 2,00 6,00 30
Protargol
Comprimento do corpo 36,62 6,75 5,80 32,09 45,15 20
Largura do corpo 22,06 4,32 3,37 21,32 28,80 20
Comprimento do macrontcleo 19,08 5,39 4,44 13,56 22,80 20
Largura do macronucleo 3,92 0,89 1,64 459 726 20
Comprimento do micronucleo 0,56 0,29 0,17 0,36 095 15
Largura do micronucleo 0,49 0,74 0,21 02 0,70 15

Comprimento da espiral adoral 6,54 4,53 0,58 4,76 9,33 15
Largura da espiral adoral 3,16 0,21 0,74 295 337 15
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Figura 2 (a-d). Desenhos esquematicos da espécie Vorticella sp. n. 1. Detalhe de Vorticella
sp. n. 1, evidenciando macronticleo (Ma), micronucleo (Mi) Infundibulo (In), Membrana
Ondulante (MO), banda telotrocal (BT). b. Detalhe das trés policinécias infundibulares (P1,
P2 e P3). ¢. Detalhes do pedinculo (P) e da disposicao dos zoodides na colonia. d. Desenho da
vista externa do ciliado, evidenciando as estriacdes (Es) e a banda telotrocal (Bt). Barras:
a,d= 10 wm, b= 5 pum , c=20um.
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Figura 3 (a-g). Fotomicrografias de Vorticella sp.nl in vivo sob microscopio de campo claro
e sob microscopio interferencial diferencial (DIC). a-b Detalhe da regido posterior do
copépode com colonias de ciliados aderidos a regido posterior (seta); ¢. Detalhe da coldnia de
Vorticella sp. n. 1, evidenciando o pedunculo ndo-contratil (P); d-e. Detalhe da colonia de
Vorticella sp. n. 1, evidenciando Vactolos alimentares (VA) e membrana ondulante (MO),
vactolo contratil (VC) espiral adoral (EA), respectivamente; f-g. Detalhe de individuo de
Vorticella sp. n. 1, evidenciando a Membrana ondulante (MO) e vactiolo contratil (VC). Barras:
a= 200um; b= 100um; c-e = 50 wm; f-g =10 um.



Figura 4 (a-f). Fotomicrografias de Vorticella sp. n. 1, obtidas apds a realizacdo da técnica de
impregnacio pelo “Protargol” a-f. Detalhe de Vorticella sp. n. 1, evidenciando macronucleo
(MA), micronucleo (MI) espiral adoral (EA), banda telotrocal (BT) e Policinécias (PC). Barras: a=
20 um, b-f -9=10um.



Figura 5 (a-f). Eletromicrografias de Vorticella sp. n. 1. a.Individuo fémea de Notodiaptomus
henseni com epibiontes aderidos a regido ventral posterior (seta); b.Individuo macho de
Notodiaptomus henseni com epibiontes aderidos a regido dorsal posterior (seta). ¢. Detalhe da
colonia de Vorticella sp. n. 1, evidenciando o pedinculo (P) e o sistema de estriagdes “silverlines”
(si) e a banda telotrocal (BT). d- e. Detalhe da regido oral do ciliado, contraido e aberto (com
detalhe do peristomio (Pe)), respectivamente. f. Detalhe da banda telotrocal de Vorticella sp. n. 1.
Barras: a-b= 100um; c= 10um, d=2um, e-f=25um.
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Vorticella sp. n. 2

Classe: Oligohymenophora de Pytorac et al., 1974.

Subclasse: Peritrichia Stein, 1859.

Familia: Vorticellidae Ehrenberg, 1838

Género: Vorticella Linnaeus, 1767
Diagnose:

Espécie em ambientes dulciaquicolas, com zodide em forma de sino invertido,
dimensdes in vivo 42-53 x 28-51um, colar peristomial evidente, um vacuolo contratil
localizado a frente do vestibulo, pedunculo ndo estriado e ndo contratil, com mionema
vestigial, na base do zooodide, macronucleo com formato de E invertido, orientado
horizontalmente, microntcleo oval, localizado posteriormente ao macronucleo. Cerca de 32
estriagdes da regido oral a banda telotrocal e 8 da banda telotrocal a escopula. Citoplasma
incolor ou levemente esverdeado, com muitos vactolos digestivos de coloracdo amarelo-
esverdeada (Figuras 6-9) .

Hospedeiro e localidade:

Copépodes zooplanctonicos jovens e em adultos das espécies Thermocyclops minutus
(Lowndes, 1934) e Thermocyclops decipiens (Kiefer, 1929) (Figura 7a, 8a). Provenientes do
vale aluvial do Alto rio Parana (22°45°S e 53°30°W), localizada entre os estados do Parana-
PR e Mato Grosso do Sul-MS, nos municipios de Porto Rico (PR) e Ivinhema (MS). Tal
localidade estd ha uma altitude de 230m e tem seus limites entre Parque estadual das Varzeas
do Rio Ivinhema e Area de Protegio Ambiental das ilhas e Varzeas do Rio Parana.
Morfologia:

Os zodides, robustos, apresentam o corpo em forma de sino invertido, dimensoes in vivo
de 45,10 x 34,41um (Figuras 6- 7). Os zoo6ides quando estimulados contraem tanto a regiao
oral quanto a regido posterior. O citoplasma ¢ geralmente incolor ou levemente esverdeado,
contendo varios vactolos alimentares (de 4 a 12 vacuolos) com formato oval com dimensdes
variadas (Figuras 6-7). O tnico vacuolo contratil, localizado anteriormente ao vestibulo,
levemente a esquerda, o vestibulo curto se estende até o ter¢o superior do comprimento do
corpo (Figura 7 e-g). O colar peristomial ¢ pronunciado e evidente (Figura 7b-g). Foram
observados granulos corticais no citoplasma (Figura 7b-g). A coldnia, constituida por um
pedunculo de superficie lisa (cerca de 12 um de espessura), ndo contratil, cujos zodides estao
localizados em pares, em ramificagdes regulares e colonias ndo muito numerosas, (maior

coldnia observada, apresentou 32 individuos) (Figura 6e, 7a-b, 8a) (Tabela 2).
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Os espécimes impregnados pelo protargol possuem dimensdo média de 49,4 x 33,15um,
havendo uma redu¢do média de 7% quando comparado aos espécimes medidos in vivo. O
sistema de mionemas se restringe ao zodide, ndo ocorrendo no pedinculo e se inicia na
escopula e se estende até a regido central do zodide. O macronucleo em forma de “E
invertido”, orientado transversalmente, apresenta dimensdes que variam entre 38 x 19um
(Figura 8). Em alguns espécimes foram observados macrontcleos orientados de forma
diferente do padrdo horizontal (Figura 6e, 8c-¢). O micronucleo apresenta formato circular e
dimensodes de 2,6-3,19 x 2,65-3,95 um, e esta localizado posterior ao macronucleo (Figura 8d-
e) (Tabela 2).

A infraciliatura espiral adoral robusta apresenta volta unica (Figura 8e) com
comprimento variando entre 5,6-13,19um e largura 6,95-19,65um (Figura 8e). Infraciliatura
oral, (haplocinécia e policinécia) completa formam uma volta Unica ao redor do peristdmio
at¢ o fundo do infundibulo, onde as trés policinécias (P1, P2, P3), compostas de trés
cinetossomos cada. P1 é composto por trés fileiras de cinetossomos onde se localiza o
citéstoma, terminando 14 no mesmo nivel de P2; P3 e inconspicuo e de dificil visualizagao
(Figura 8e) (Tabela 2).

A pelicula possui estriagdes (“silverlines”) longitudinais ao redor do corpo. Foram
contabilizadas, com base nas eletromicrografias realizadas, 32 estriagdes da regido oral a
banda telotrocal e 8 da banda telotrocal a escopula (Figura 9).

Tabela 2. Morfometria do ciliado peritriqueo Vorticella sp. n. 2 , epibionte de Thermocyclops
minutus e Thermocyclops decipiens provenientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana
PR/MS, Brasil.

In vivo X c Err(~) Min. Max n
Padrao

Comprimento do corpo 53,67 12,5 7,21 4244 63,42 30

Largura do corpo 36,75 7,30 6,35 28,33 51,17 30

Comprimento do pedunculo ate a bifurcagdo 29,98 6,19 5.24 36,86 56,33 15

Largura do pedunculo 12,27 1,48 0,53 9,95 15,39 15

Largura da Membrana Ondulante 8,35 4,36 3,41 5,57 9,13 15

Comprimento do vestibulo 14,67 3,78 2,83 14,53 15,81 10

Numero de vactiolos contrateis 1 1 30

Numero de vacuolos alimentares 8.00 2,71 1,98 4 12 30
Protargol

Comprimento do corpo 494 19,23 17,75 37,23 58,39 20

Largura do corpo 33,75 14,32 9,25 22,25 42,15 20

Comprimento do macronticleo 38,15 14,25 10,29 19,25 45,44 20

Largura do macronucleo 19,28 8,75 10,29 11,15 23,25 20

Comprimento do micronticleo 2,8 2,53 2,41 2,6 3,19 15

Largura do micronucleo 2,44 2,69 2,16 3,95 2,65 15

Comprimento da espiral adoral 9,85 7,84 3,89 5,6 13,19 15

Largura da espiral adoral 7,3 0,35 0,88 6,95 19,65 15
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Figura 6 (a-e). Desenhos esquematicos da espécie Vorticella sp. n. 1. a-f. Detalhe de
Vorticella sp. n. 2, evidenciando macronucleo (MA), micronticleo (MI) Infundibulo (In),
Membrana Ondulante (MO), banda telotrocal (BT) Colar Peristomial (CP). b. Detalhe e
disposicao dos diferentes tipos de macronucleos observados. ¢. Detalhe das trés policinécias
infundibulares (P1, P2 e P3). d. Vista externa do ciliado, o sistema “sylverline” (SL) e a
banda telotrocal (BT). e. Pedunculo (P) e disposi¢dao dos zodides na colonia. Barras: a, b, d=
10 um, c= 50um.
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Figura 7 (a-g). Fotomicrografias de Vorticella sp.n. 2. in vivo sob microscopio de campo
claro e sob microscopio interferencial diferencial (DIC). a. Detalhe da regido posterior do
ciclopoide copepodito com coldnias de ciliados aderidos a regido posterior (seta); b. Detalhe
da coldnia de Vorticella sp. n. 2, evidenciando o pedunculo ndo-contratil (P), o colar
peristomial (CP), infundibulo (in) e o vacuolo contratil (VC); c-d. Detalhe da codnia de
Vorticella sp. n. 2, evidenciando colar peristomial (CP) membrana ondulante (MO), vacuolo
contratil (VC) vestibulo (VE), respectivamente; e -g. Detalhe de individuo de Vorticella sp. n.
2, evidenciando o sistema de “silverlines” (SL), vacuolos alimentares (VA), Membrana
ondulante (MO) e vactiolo contratil (VC). Barras: a= 200um; b-d = 30 wm; e-g =10 wm.
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Figura 8 (a-e). Fotomicrografias de Vorticella sp. n. 2, obtidas apds a realizacdo da
técnica de impregnacio pelo “Protargol” a-e. Detalhe Thermocyclops minutus sendo
colonizado por Vorticella sp. n.2, e seta nos pediinculo com mionemas vestigiais. b. Detalhe
da colonia de Vorticella sp. n.2. c-e. detalhe dos zooides, evidenciando macrontcleo (MA),
micronucleo (MI) espiral adoral (EA) e Policinécias (PC). Barras: a-b= 50 um, c-e=10um
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Figura 9 (a-f). Eletromicrografias de Vorticella sp. n. 2. a. Thermocyclops minutus com
epibiontes aderidos a regido dorsal posterior (seta); b. Visdo superior de Thermocyclops
decipiens com epibiontes aderidos a regido dorsal posterior (seta). ¢. Detalhe do individuo
colonia de Vorticella sp. n. 2, o sistema de estriagdes (“silverline” )(Si). d- e. detalhe da
coldnia, evidenciando a in ser¢do no copépode e o pedinculo, respectivamente. f. Detalhe da
banda telotrocal de Vorticella sp. n. 2 Barras: a-b= 100um; c= Sum, d-e= Sum.
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Analises Filogenéticas
O alinhamento resultou em 1813 pb. A busca heuristica da analise por parcimdnia

resultou em 168 cladogramas mais parcimoniosos (ndo mostrados). Foi feito um cladograma
de consenso estrito (Figura 10) que resume as relacdes de parentesco nos cladogramas mais
parcimoniosos produzidos. A matriz de caracteres moleculares apresentou 1.102 caracteres
constantes, 137 caracteres ndo parcimoniosamente informativos e 574 informativos. O
cladograma de consenso estrito apresentou 2.262 passos (comprimento do cladograma),
indice de consisténcia 0,49 ¢ de retencao 0,40.

Ambas as espécies epibiontes descritas neste trabalho se mostraram relacionadas a
espécies previamente descritas do género Vorticella, Opisthonecta, Astylozoo, Vorticellides e
Carchesium (ver Figura 10). A espécie Vorticella sp. n. 1 se mostrou como grupo irmao das
seguintes espécies: Opisthonecta henneguyi, Vorticellides infusionum, Vorticella microstoma
e Astylozoon enriquesi (ver Figura 10). A espécie Vorticella sp. n. 2 nas analises formou um

grupo monofilético com Carchesium polypinum (ver Figura 10).
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3 DISCUSSAO

Os protozoarios ciliados peritriqueos sdo formas amplamente distribuidas e incluem
organismos pedunculados e sedentarios, podendo ser solitarios ou coloniais e/ou loricados
(Miao et al. 2001). Historicamente a sua morfologia tem sido dominada pela observagdo de
estruturas localizadas nos dois polos funcionais do organismo: a espiral adoral em uma
extremidade e o pedinculo ou disco adesivo na outra extremidade (Fischthal 1949). Os
organismos infusérios, com o corpo em forma de sino, fascinaram os fundadores da
protistologia, como Miiller (1786), Ehrenberg (1838), e Stokes (1888), devido a sua aparéncia
elegante, o habito séssil, contratilidade distintas, e a capacidade de formar grandes coldnias
(Norf e Foissner 2010).

A variabilidade da infraciliatura oral, além da forma e tamanho do corpo,
caracteristicas do pedinculo, presenca e localizagdio do vactolo contratil, sdo,
tradicionalmente, critérios aceitos para a caracterizacdo de espécies de ciliados peritriqueos
(Clamp 1990a, b; 1992; 1997; Foissner et al. 1992; Kahl 1935; Song 1991). Nas décadas de
1960 e 1970, Lom (1964) e Foissner e Schiffmann (1974; 1975), estabeleceram o uso da
impregnacdo pela prata na taxonomia dos peritriqueos, mostrando novos detalhes de suas
estruturas orais e padrdo silverline. Isto trouxe como consequéncia uma divisdo de varios
géneros (por exemplo Vorticella/ Pseudovorticella) e uma série de revisdes gerais de géneros
(Clamp 1982; 1991; Foissner e Schiffmann1974,1975; Warren 1986; 1987), que, no entanto,
ndo puderam substituir as revisdes abrangentes de Kahl (1935) e Stiller (1971). A sistemética
atual de peritriqueos tem se concentrado em descrever e redescrever espécies novas e/ou
insuficientemente conhecidas (Clamp e Coats 2000; Ji et al. 2005a, b; Sun et al. 2006; Sun et
al. 2007), em realizar revisdes em nivel de género (Jankowski 2007; Lynn 2008) ou em
analises moleculares e filogenéticas (Foissner 2009; Li et al. 2008a, b; Martin-Cereceda et al.
2007; Williams e Clamp 2007).

No entanto, ndo existem estudos que visaram estabelecer relagdes filogenéticas entre
os peritriqueos apenas com base nas caracteristicas morfologicas. Os peritriquios tém sido
reconhecidos como um taxon superior distinto de ciliados desde Corliss (1968), que os elevou
ao status de subclasse. No entanto, a posicdo filogenética dos peritriqueos sempre foi
intrigante e polémica (Corliss 1979), e as relagdes filogenéticas entre eles ainda ndo estdo
resolvidos (Utz e Eizirik 2010). A aplica¢do da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
estudos filogenéticos de ciliados tém nos fornecido a oportunidade de adquirir informagdes

sobre a evolugdo das espécies de ciliados peritriquios (Lynn et al. 1999).
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A inclusdo das duas espécies descritas no género Vorticella, como grupo irmao das
seguintes espécies: Opisthonecta henneguyi, Vorticellides infusionum, Vorticella microstoma ,
Astylozoon enriquesi e Carchesium polypinum baseia-se num numero relativamente pequeno
de sequéncias e em um segmento curto do gene 18S rDNA. Isso sugere que um conjunto
maior de sequencias e de segmentos génicos devem ser analisados para confirmar o
parentesco evolutivo entre as espécies descritas e as demais linhagems da subclasse
Peritrichia. Tal procedimento ¢ especialmente relevante em relacdo a espécie Vorticella sp 2
que apresenta grau de suporte de bootstrap fracamente suportado em 58% (Figura 10), de
forma que ndo podemos afirmar, categoricamente, que esta espécie ¢ intimamente relacionada
a Carchesium polypinum.

Geralmente, o padrdo geral, para os ciliados peritriqueos, ¢ a presenca de trés
policinécias infundibulares (P1-P3), composta por trés fileiras de cinetosomos cada.
Entretanto, em alguns grupos, como o das Vorticella e Lagenophrys, ocorreu a perda de uma
fileira de cinetossomos na terceira policinécia (Clamp 1990a, b). Este padrido pode ser
observado neste estudo em que a organizacdo dos cinetossomos ¢ 3+3+2, ou seja, a terceira
policinécia de P3 ¢ muito reduzida e de dificil visualizagdo, o que aproxima as espécies
descritas, do género Vorticella. Além disso, existem diferencas entre espécies no que diz
respeito a posi¢do das policinécias umas em relagdo as outras. Algumas espécies de Vorticella
e Pseudovorticella, apresentam P1 e P2 paralelos uns aos outros (Sun et al. 2006), como o
padrdo apresentado. E ainda, as espécies descritas se assemelham com as espécies
Vorticellides infusionum, Vorticella microstoma e Astylozoon enriquesi e Carchesium
polypinum pelo tamanho corporal, forma do corpo e forma do macronucleo (ver Foissner et
al. 2010; Kellicott 1884; Reid 1967; Zagon e Small 1970). O que confirma a inser¢do das
espécies descrita no género Vorticella, proposto.

A compreensdo das relagdes de parentesco de peritriquios ainda € incipiente
encontrando-se em fase inicial. Estas relacdes sdo baseadas em filogenias moleculares,
consistindo em um nimero modesto de sequéncias de um nimero restrito de genes. No
entanto, estas evidéncias indicam claramente a presenca de grupos ndo-monofiléticos dentro
dos géneros de peritriqueos (Clamp e Williams 2006; Greenwood et al. 1991; Miao et al.
2001; 2004; Utz e Eizirik 2010). Com base apenas em evidéncias morfologicas, o resultado
esperado teria sido a inclusdo das duas espécies descritas dentro do género Epistilys, devido a
auséncia de estruturas contrateis no pedunculo, caracteristica compartilhada pelo género de

acordo com Corliss (1979). Entretanto, estudos abordando a filogenia molecular do género
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Epistylis apontaram o género como nao-monofilético, por apresentarem taxons encontrados
em outras ordens dentro de Peritrichia (Li et al. 2008b; Utz e Eizirik 2007).

Outra questdo que favorece a proposta de inclusdo das espécies descritas no género
Vorticella, vem do fato de que a morfologia do pedunculo é aparentemente um caractere
homoplasico e, desta forma, a sua utilizacdo na diagnose de espécies de ciliados peritriqueos
deve ser reavaliada (Clamp e Williams 2006). Estes autores apresentam como exemplo as
espécies Epistylis galea e Campanela umbellaria, ambas incluidas na familia Epistylididae
em decorréncia da presenga do pedunculo rigido. Entretanto, com base em caracteres
moleculares, tais espécies fazem parte de um clado bem suportado, composto por espécies do
género Opercullaria. Outro exemplo apresentado pelos autores ¢ a forte associagdo entre as
espécies Vorticella microstoma (familia Vorticellidae) com a espécie ndo pedunculada, livre-
natante Opisthonecta henneguyi (familia Opisthonectidae) e Astylozoon enriquesi (familia
Astylozoidae) em um clado que ¢, em termos morfoldgicos, completamente divergente dos
outros vorticelideos, e no qual se encontra uma das espécies descritas. Estudos mais recentes
apontam para o parafiletismo do género Vorticella, indicando que os organismos do complexo
Vorticella microstoma, como ¢ o caso de uma das espécies descrita, formam um clado
monofilético bem suportado com organismos dos géneros Astylozoon e Opisthonecta, que
seria distinto da familia, Vorticellidae contendo outras espécies de Vorticella (Sun et al.
2012).

Diante dos resultados apresentados, ressalta-se a evidente necessidade de novas revisdes
taxonomicas, e de um sistema de classificagao da subclasse Peritrichia mais moderno, levando
em consideragdo as andlises moleculares e melhor suportado. A utilizagdo da taxonomia
integrativa surge como alternativa para estabelecer um consenso entre os caracteres e
metodologias utilizadas por taxonomistas e bidlogos moleculares na delimitacdo das espécies

(Padial et al. 2010).
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3 ESTRUTURA DAS ASSEMBLEIAS DE PROTOZOARIOS CILIADOS
EPIBIONTES DE COPEPODA (CRUSTACEA) NO SISTEMA RIO- PALNICIE DE
INUNDACAO DO ALTO RIO PARANA.
RESUMO

Com o objetivo de investigar as alteragdes decorrentes da variagdo no pulso
hidrolégico sobre a relagdo epibidtica entre ciliados e copépodes, na planicie de inundagao do
alto rio Parand, amostras foram tomadas em diferentes tipos de ambientes (trés rios, trés
canais, 16 lagoas abertas e em 14 lagoas fechadas), em um total de 36 locais de coleta, em
dois periodos hidrolégicos (limnofase e potamofase), totalizando 72 amostras. Dos 36
ambientes analisados, 22 apresentaram copépodes infestados por ciliados epibiontes em pelo
menos um periodo de estudo. Foram registradas 13 espécies de copépodes zooplanctonicos.
Destas, trés (Thermocyclops decipiens, Thermocyclops minutus e Notodiaptomus henseni)
foram colonizadas por ciliados epibiontes. Foram observadas duas espécies de ciliados
epibiontes, pertencentes ao género Vorticella, uma colonizando copépodes do género
Thermocyclops e outra colonizando copépodes do género Notodiaptomus. Dentre os tipos de
ambientes amostrados, as lagoas abertas foram os ambientes onde a relagdo epibidtica ocorreu
mais frequentemente, seguida pelas lagoas fechadas. Apenas um rio e um canal apresentaram
a relagdo epibiotica. Houve diferenca significativa entre as coletas realizadas no periodo de
limnofase e potamofase, quanto a densidade bacteriana, abundancia de hospedeiros e
prevaléncia de infestacdo (p=0,001; p=0,045; p=0,008, respectivamente). As maiores
prevaléncias médias de infestagdo foram observadas no periodo de potamofase: 8% (£ 6,3%)
nas lagoas abertas; 6% (£ 2,2%) nas lagoas fechadas; 1,2% (+0,98%) nos canais e 0,4%
(+0,88%) nos rios. Esta investigacdo constitui a primeira investigagao acerca da ocorréncia da
relagdo epibidtica em uma planicie de inundagdo e pioneiro ao investigar os fatores
envolvidos na dindmica espago-temporal da relagdo epibidtica neste tipo de ambiente.
Entretanto, ressalta-se a necessidade da realizacdo de outros estudos em diferentes planicies
de inundagdo e por um maior periodo de tempo, para elucidar as lacunas inerentes a este tipo

de relacdo ecoldgica neste tipo de ambiente.

Palavras-chave: Protista, Ciliophora, Calanoida, Cyclopoida, epibiose, abundancia,

prevaléncia.
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ABSTRACT

In order to explore changes related to variation of hydrological pulse related to the
epibiotic relationship between ciliates e copepods in upper Parana River floodplain, samples
were taken in different types of environments (three rivers, three canals, 16 open connected e
14 unconnected lakes), in a total of 36 sampling sites in two hydrological periods
(limnophasis e potamophasis), totaling 72 samples. Among those 36 sampling sites analyzed,
22 showed copepods infested by epibiont ciliates in at least one study period. We recorded 13
species of zooplanktonic copepods. Of these, three (Thermocyclops decipiens, Thermocyclops
minutus ¢ Notodiaptomus henseni) were colonized by epibiont ciliates. We observed two
species of epibiont ciliates, belonging to the genus Vorticella, one colonizing copepods of the
genus Thermocyclops e other colonizing copepods of the genus Notodiaptomus. Among the
types of environments sampled, the connected lakes were the environments where the
epibiotic relationship occurred more often, followed by unconnected lakes. Only one river e
one channel presented this relationship. There were significant differences between the
samples collected during limnophasis e those sampled at potamophasis, regarding to bacterial
density, hosts abundance e prevalence of infection (p = 0.001, p = 0.045, p = 0.008,
respectively). The highest mean levels of prevalence were observed during the potamophasis
(8% (+ 6.3%) connected lakes; 6% (+ 2.2%) unconnected lakes; 1.2 (£ 0.98%) channels; 0.4%
(= 0.88%) rivers). The present study constitutes the first investigation of the occurrence of the
epibiotic relationship in a flood plain e a pioneer in investigating the factors involved in the
space-temporal dynamics of this relationship that type of environment. However, it
emphasizes the need for further studies in different flood plains e for a longer period of time,
to elucidate the shortcomings inherent in this type of ecological relationship in this kind of

environment.

Keywords: Protista, Ciliophora, Calanoida, Cyclopoida, epibiosis, abundance, prevalence.
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3.1 INTRODUCAO

A epibiose pode ser considerada uma associa¢do facultativa entre dois organismos: o
epibionte e o basibionte (Wahl 1989). O termo epibiose inclui organismos que colonizam a
superficie de um substrato vivo durante a fase séssil de seu ciclo de vida, enquanto os
basibiontes proporcionam suporte para os epibiontes. As implicagdes bioldgicas da epibiose
sdo de grande importancia e envolvem vantagens e desvantagens e requer adaptacdes
morfoldgicas, fisiologicas e comportamentais tanto dos epibiontes quanto dos basibiontes
(Wahl 1989).

A epibiose tem grandes impactos nos ecossistemas aquaticos (Willey et al. 1990). A
dimensdo e a intensidade da relacdo epibidtica dependem, entre outros fatores, do contexto
abiotico, podendo interferir de forma a reorganizar uma comunidade e alterar completamente
a relacdo do basibionte com o meio (Wahl 2008). Entretanto, a epibiose também pode ser
modulada por fatores abidticos, tais como temperatura, CO2, pH, salinidade e nutrientes
(Lippert et al. 2001). As assembleias de ciliados epibiontes podem ser consideradas
representacdes excepcionalmente boas das comunidades bioldgicas e podem ser modelos para
estudos de interagdes competitivas, abundancia, diversidade, estratégias de recrutamento,
sucessdo ecologica e de particdo de nicho (Lescinsky 1997; 2000; Zhang et al. 2010). Embora
a epibiose constitua um componente importante dos ecossistemas aquaticos e desempenhe um
papel importante na cadeia alimentar (Baldock 1986; Pratt e Cairns 1985), a maioria dos
estudos sdo de natureza morfologica e/ou taxonémica, € poucos t€m levado em considera¢ao
aspectos ecologicos (Baldock 1986; Cook et al. 1998; Fernandez-Leborans et al. 1997;
Hanamura 2000; Xu, 1992).

Nesse contexto, planicies de inundagdo se tornam importantes sitios para estudo que
abordem a biodiversidade de protistas, devido a sua elevada heterogeneidade espacial e
temporal o que confere a esses ecossistemas o titulo de kot spots de diversidade biologica.
Devido a sua dindmica fluvial, planicies de inundacdo sdo caracterizadas pela presenca de
varios organismos aquaticos, com uma grande diversidade de ambientes 16ticos, lénticos e
semiloticos, e que deve ser analisada integralmente, como uma unidade denominada de
"sistema rio-planicie de inunda¢do" (Junk et al. 1989). Nesses ecossistemas, as inundacgdes
sazonais de curta ou longa duracao, previsiveis ou imprevisiveis, ocorrem através da enchente
lateral de rios e lagos, precipitagdo direta, ou ainda por 4gua subterranea e promovem intensas
trocas de nutrientes entre o rioruja e sua planicie de inundagdo e influenciam diretamente a
velocidade da 4gua, profundidade dos ambientes aquaticos e a area superficial da planicie,

submetida ao alagamento (Junk et al. 1989; Thomaz et al. 1992). Como ressaltado
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anteriormente, devido a este elevado nivel de heterogeneidade espacial e temporal, as
planicies de inundagdo apresentam um dos mais elevados niveis de biodiversidade entre os
ambientes aquaticos conhecidos (Pauleto, et al. 2009). O grau de conectividade entre os
ambientes deve ser considerado como um fator essencial que contribui fortemente para a

dinamica espacial e temporal destes ecossistemas (Ward et al., 1999).

As relagdes epibidticas envolvendo crustaceos constituem um fendmeno generalizado na
vida marinha, estuarina e em ambientes de 4agua doce e abrangem uma variedade de
microrganismos epibiontes incluindo protistas, bactérias, hidrozodrios, cracas e rotiferos
(Hanamura 2000; Gilbert ¢ Schroder 2003; Utz e Coats 2005; Bozkurt ¢ Genc 2009; Thurber
et al. 2011; Bickel et al. 2012; Caro et al. 2012). A subclasse Peritrichia (Ciliophora) retine
protozodrios ciliados pedunculados, os quais se aderem a diferentes substratos, como rochas,
algas e/ou animais, podendo viver como epibiontes sobre um grande nimero de espécies de
metazodrios aquaticos, incluindo os crusticeos (Regali-Seleghim e Godinho 2004; Utz e
Coats 2005; Fernandez-Leborans e Von Rintelen 2010; Fard et al. 2011; Chatterjee et al.
2013;). Entretanto, apesar de sua ampla ocorréncia, e dos varios estudos acerca da relacao
epibiodtica envolvendo crustaceos, tal relacdo ainda ¢ pouco compreendida no que diz respeito
as suas implicacdes ecoldgicas, tanto para o basibionte quanto para o epibionte (Carman e
Dobbs 1997). Nao existem estudos relativos a influéncia das perturbagdes causadas pelo

regime hidrologico, inerente a uma planicie de inundacdo, nas relagdes epibidticas.

A presente pesquisa teve como objetivo geral investigar as alteragdes decorrentes da
variagdo no pulso hidrologico sobre a relacdo epibiodtica entre ciliados e copépodes, em
diferentes niveis (distribuicdo de espécies, abundancia e prevaléncia de infestacdo) e em
diferentes ambientes (lagoas fechadas e abertas, rios, canais), na planicie de inundacdo do alto
rio Parana. Foram investigados os possiveis fatores reguladores da prevaléncia de infestagao
de protistas ciliados epibiontes em uma planicie de inundag¢ao sendo, neste sentido, pioneiro
em relacionar os fatores associados as alteracdes do ambiente causados pelo pulso hidrologico

com a relagdo epibiotica.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Area de estudo
O rio Parand apresenta um amplo canal anastomosado, com extensa planicie aluvial,
atingindo até 20 km de largura, nela se encontram numerosos canais secundarios, lagoas e

tributdrios (incluindo os rios Ivinhema e Baia; Agostinho e Zalewski 1996). A area de estudo
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abrange uma variedade de lagoas com diferentes graus de conectividade com o rio, além de
diferengas morfologicas e morfométricas. Foram estudados trés rios, trés canais, 16 lagoas
abertas e 14 lagoas fechadas (Figura 1). Os mesmos 36 locais de coleta foram amostrados
durante um periodo de aguas altas (dezembro de 2010) e um periodo de dguas baixas (junho
de 2011).
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Figura 1. Localizagdo da éarea de estudo evidenciando os 36 locais de coleta que incluem
lagoas conectadas e isoladas, canais e rios. Os nimeros indicam a marca¢do dada a cada
unidade amostral e os asteristicos representam os ambientes onde foi observada a relacdo
epibiotica.
3.2.2 Amostragem de campo

3.2.2.1 Organismos zooplanctonicos hospedeiros em potencial

Em cada ambiente foram coletadas duas amostras, obtidas através de arrastos com rede
de plancton de 100 um de abertura de malha. O volume de dgua filtrada em cada amostra foi
de, aproximadamente, 2000 m’. Este volume foi calculado através do didmetro da boca da
rede, multiplicado profundidade do ambiente, sendo assim, o numero de arrastos variou
conforme a profundidade da lagoa, até a obtencdo do volume desejado. A amostra foi fixada
imediatamente em bouin para posterior quantificacdo e identificagdo tanto dos epibiontes

quanto dos hospedeiros.
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3.2.2.2 Parametros fisicos e quimicos

As varidveis condutividade elétrica, oxigénio dissolvido alcalinidade, pH,
transparéncia pelo disco de Secchi, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, temperatura
da dgua foram mensuradas ainda em campo, com o auxilio de aparelhos portateis. As
concentragdes de nitrogénio amoniacal (Koroleff 1978), amoénia, N-nitrato (Zagatto 1981),
fosfato, fosforo total, nitrogénio total (Mackereth et al. 1978), clorofila, materiais inorganicos
em suspensdo e materiais organicos em suspensdo (APHA 1998) foram determinadas em
laboratorio.

3.2.2.3 Bacteriologia
A densidade bacteriana foi estimada a partir de amostras coletadas em cada unidade amostral,
acondicionadas em frascos de 20mL, ¢ fixadas com solucdo de formaldeido, com
concentragdo final de 2%. As amostras foram filtradas e coradas seguindo a metodologia

proposta por Hobbie et al. (1977).

3.2.3 Processamento das amostras

3.2.3.1 Identificagdo dos copépodes

A abundancia da comunidade de copépodes foi avaliada a partir da contagem dos
organismos, em camaras de Sedgewick-Rafter. As amostras foram concentradas em 100 mL
sendo quantificada 10% de cada uma. As amostras que apresentaram um numero de
individuos inferior a 50 foram contadas integralmente. A abundancia final foi expressa em
ind.m>. Para a estimativa da riqueza de espécies de copépodes, apés as contagens,
subamostras foram analisadas até a estabilizacdo da curva de incremento de espécies, ou seja,

até ndo ser registrada a ocorréncia de uma nova espécie.

3.2.3.2 Identificac¢do dos ciliados epibiontes

Para a identificacdo dos protozoarios ciliados epibiontes foram feitas observagdes in
vivo utilizando microscopio fotonico e contraste de interferéncia diferencial (DIC), técnicas
de impregnagdo pela prata: “protargol” (Montagnes e Lynn 1993) e de microscopia eletronica

de varredura, proposta por Silva-Neto (2012).

3.2.3.3 Contagem das bactérias
As amostras foram coradas com solugdo do fluorocromo 4,6'- diamidino-2-fenil-
indole (Dapi) para contagem da densidade bacteriana total. Dez campos aleatdrios foram

analisados em cada filtro com auxilio do microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51.
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Simultaneamente as contagens, pelo menos 20 células escolhidas aleatoriamente foram
medidas em cada amostra, sendo entdo estimado o biovolume bacteriano de cada amostra,
segundo Fry (1990), a conversdo para biomassa realizada considerando 1pm® = 3,5x10"°¢C,

como descrito por Bjorsen (1986).

3.2.4 Tratamento dos dados

Para realizagdo da andlise estatistica foi utilizado o programa estatistico R (R
Development Core Team 2011). Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados
em Varco seno x.

3.2.4.1 Prevaléncia da relagdo epibiotica

Os termos prevaléncia e abundancia foram utilizados conforme proposto por Bush et
al. (1997). Durante a analise quantitativa da comunidade de copépodes, foi analisada a
prevaléncia de infestagdo por protozodrios em cada uma das espécies de copépodes
zooplanctonicos, da planicie de inundacao do alto rio Parana.

3.2.4.2 Analise estatistica

Uma analise de componentes principais (PCA) foi utilizada para a ordenacdo dos
pontos de amostragem com base nas varidveis limnoldgicas abidticas. Essa ordenacdo foi
utilizada para sumarizar o conjunto de dados com ampla variabilidade e evidenciar
tendéncias. A selecdo dos eixos para interpretacdo foi realizada com base no modelo de
broken-stick (Jackson 1993), segundo o qual, devem ser retidos para analise apenas os eixos
com autovalores maiores do que aqueles gerados ao acaso. Uma Andlise de Variancia
(ANOVA) foi aplicada para verificar a possivel existéncia de diferengas significativas entre
os escores das unidades amostrais gerados pela PCA, revelando diferencas entre as estagdes
de coleta. Antes da analise de variancia, os pressupostos de normalidade e homocedasticidade
foram testados através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.

Para investigar possiveis diferencas na prevaléncia de infesta¢do de ciliados epibiontes
entre os tipos de ambientes (caracterizados em funcdo da conectividade e hidrodindmica) e
periodos hidrolégicos analisados foi utilizada uma ANOVA, seguido do teste de comparacao
de proporg¢des de Tukey (p<0,05). A correlagdo entre a abundancia de ciliados e a abundancia
de copépodes bem como a correlacdo entre a densidade bacteriana e prevaléncia de
infestacdo, ao longo dos ambientes e periodos hidroldgicos, foi avaliada através da analise de

correlacdo de Spearman (p<0,05),
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3.3 RESULTADOS
Caracterizacao ambiental

Os dois primeiros eixos da Analise de Componentes Principais explicaram 60,41% da
variabilidade total dos dados (49,49 % o eixol e 11,42 % o eixo 2 — Figura 2). O primeiro
eixo foi influenciado de forma positiva, principalmente, pelos materiais em suspensdo e
concentragdo de oxigénio dissolvido e negativamente pela clorofila e temperatura. O segundo
eixo foi influenciado de forma positiva pela alcalinidade e de forma negativa pelo Secchi.

A andlise de variancia apontou diferengas significativas entre os eixos da PCA
(p=0,0203), evidenciando que os subsistemas e os ambientes a eles associados diferiram
quanto a condi¢do fisico-quimica. Assim, o eixo dois separou o rio Parana e os habitats a ele
conectados dos demais locais observados. Assim, os habitats do rio Parand podem ser
caracterizados como sendo os que apresentam maiores valores de N-nitrato, pH e
condutividade elétrica. As lagoas, associadas ao subsistema Rio Baia posicionadas no lado
esquerdo do espago bivariado, possuem as maiores concentracdes de P-total, N-total e
clorofila. O subsistema rio Ivinhema apresenta caracteristicas intermedidrias, possuindo
maiores concentracdes de Nitrato e fosfato e maior alcalinidade, em relacdo ao rio Baia
(Figura 2).
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Figura 2. : Estrutura de correlagdo das variaveis fisico-quimicas e os subsistemas amostrados
em relacdo aos dois principais eixos da andlise de componentes principais. P=Subsistema rio
Parané; B=Subsistema rio Baia, [= Subsistema rio [vinhema. Alq= alcalinidade;NO;= Nitrato;
MSI=Materiais em suspensdo; MSI=Materiais Inorganicos em suspensdo; MSO=Materiais
Organicos em suspensdo; OD= oxigénio dissolvido, COND= condutividade elétrica;
SECCHI= transparéncia pelo disco de Secchi; NHs= amodnia; TEMP.= temperatura;
CLOROF= clorofila; POs= Fosfato; NT= nitrogénio total, PT= fosforo total.
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Relacio epibiotica

Dos 36 ambientes analisados, 22 apresentaram copépodes infestados por ciliados
epibiontes em pelo menos um periodo de estudo. Dentre as 13 espécies de copépodes
zooplanctonicos observadas nas amostras, somente trés espécies foram colonizadas por duas
espécies de ciliados epibiontes do género Vorticella, Thermocyclops decipiens (Kiefer 1929) e
Thermocyclops minutus (Lowndes 1934), pertencentes a ordem Cyclopoida, e Notodiaptomus
henseni (Dahl 1894), pertencente a ordem Calanoida. Foram observados ciliados aderidos aos
individuos adultos e juvenis (copepoditos) destas duas ordens, porém ndo foi observada a
relacdo epibidtica envolvendo larvas de copépodes (nduplios), em nenhum instar. Devido a
este fato, toda a analise estatistica foi realizada sem levar em consideragao as larvas. As duas
ordens de copépodes foram colonizadas por epibiontes ciliados de espécies diferentes,
independente da abundancia deste e de outros hospedeiros em potencial nos ambientes

analisados, evidenciando certa especificidade do epibionte pelo seu hospedeiro.

Ocorréncia espacial

Tipos de ambientes

Dentre os tipos de ambientes amostrados (Rios, Canais, Lagoas Abertas e Lagoas
fechadas), as lagoas abertas foram os ambientes onde a relagdo epibidtica ocorreu mais
frequentemente, sendo que 12 das 16 lagoas amostradas apresentaram ciliados epibiontes,
seguida pelas lagoas fechadas, onde a epibiose foi observada em 10 das 13 lagoas
analisadas.Em relag@o aso sistemas l6ticos, apenas o rio Baia e o canal baia apresentaram a
relagdo epibiotica.

A abundancia média de copépodes zooplanctdnicos variou entre as unidades
amostrais, sendo maior nos ambientes lénticos (lagoas abertas e fechadas) do que nos
ambientes 16ticos (Rios e canais). As lagoas fechadas apresentaram os maiores valores de
densidade média de copépodes, apresentando, em média 4.2281,78 ind /m’ (£7544,60),
seguida pelas lagoas abertas, que apresentaram uma abundancia média de 32114,15 ind /m’ (+
9617,20), canais 14789,32 ind /m’ (+2725) e rios 6422,00 ind /m’ (£1750,14). Os valores de
prevaléncia de infestacdo também variaram, em média, entre as estagdes amostrais, porém, as
maiores médias foram observadas nas lagoas abertas: 8% (+ 6,3%), seguidas pelas lagoas

fechadas 6% (+ 2,2%) canais 1,2% (£0,98%) e rios 0,4% (+0,88%).
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Quando analisadas separadamente, a abundancia de hospedeiros e a prevaléncia de
infestacdo nas duas ordens de copépodes, Calanoida e Cyclopoida, as diferencas entre os
ambientes s3o mantidas. Para a ordem Calanoida, as maiores densidades ocorreram nas lagoas
fechadas (43915,85; + 12544,60), onde ocorreram também as maiores prevaléncias de
infestacdo para os copépodes adultos de N. henseni (8,40%; + 6,2%) (Figura 3). Entretanto, as
maiores prevaléncias de infestagdo nos organismos jovens (copepoditos) ocorreram nas lagoas
abertas (5,71%; +4,7), apesar de as maiores densidades médias de hospedeiros terem sido
registradas também para as lagoas fechadas (figura 3). Os copépodes da ordem Cyclopoida,
ocorreram em maior abundancia também nas lagoas fechadas (40665,20; + 11662,80), onde
também foram observadas as maiores prevaléncias de infestagdo por ciliados epibiontes em
jovens (10,01% (£ 8,61%)) e adultos (8,32% (£8,73%), para T. minutus e 24,72 (+£35,27) para
T. decipiens), (Figura 4).

Houve diferenca significativa (ANOVA/Teste de Tukey (p<0,05)) entre os valores de
abundancia total de hospedeiros, de densidade bacteriana e de prevaléncia total de infestagao,
observada nos ambientes 16ticos e lénticos, tanto para calandides, quanto para ciclopdides.
Além disso, foi também observada diferenga significativa (ANOVA/Teste de Tukey (p<0,05))
entre os valores de abundancia de hospedeiros (calanoides e ciclopoides), entre os tipos de
lagoas (abertas e fechadas). Nao houve, no entanto, diferenca significativa entre os valores
médios de densidade bacteriana e de prevaléncia de infestagdo, quando os tipos de lagoa sao
comparados (aberta e fechada) (Tabela 1).

Os resultados evidenciaram, ainda, correlagdo positiva (p<0,05) entre prevaléncia de
infestacdo e abundancia de hospedeiros calandides, em cada um dos tipos de ambiente, tanto
para a prevaléncia total, quanto para a prevaléncia de jovens e adultos (rs=0,64; rs= 0,52;
rs=0,46, respectivamente), sendo o mesmo evidenciado para os ciclopdides (rs= 0,32; rs=
0,48; rs=0,86; rs=0,38, respectivamente) (Figura 5). Observou-se também correlacdo positiva
entre prevaléncia de infestacdo e densidade bacteriana nas estagdes amostrais, em cada um
dos tipos de ambiente, tanto para a prevaléncia total, quanto para a prevaléncia de jovens e
adultos (rs=0,30; rs= 0,43; rs=0,62, respectivamente), o mesmo ocorrendo para os ciclopdides

(rs= 0,23; rs= 0,27; rs=0,68; rs=0,73, respectivamente) (Figura 6).
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Figura 3. Abundancia média de copépodes calanodides e prevaléncia média de infestacao
destes individuos por por ciliados epibiontes em cada um dos tipos de ambientes amostrados,
l6ticos (Rios e canais) e lénticos (Lagoas abertas e fechadas), no sistema rio-planicie de
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Figura 4. Abundancia média de copépodes ciclopdides e prevaléncia média de infestacao
destes individuos por por ciliados epibiontes cada um dos tipos de ambientes amostrados,
loticos (Rios e canais) e 1énticos (Lagoas abertas e fechadas), no sistema rio-planicie de

inundagdo do alto rio Parana.
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Tabela 1. Resultados da andlise de variancia com posterior teste de Tukey entre os tipos de
ambientes (Iénticos e loticos e lagoas abertas e fechadas) amostrados no sistema rio-planicie
de Inundagdo do Alto Rio Parana. Valores de p em negrito foram significativos.

Ambientes loticos e Tipos de lagoa (Aberta e
[énticos Fechada)

f p p (tukey)  f p  p(tukey)
Densidade bacteriana 16,341 0,0001 0,002 1,218 0,302 0,750
Abundancia de hospedeiros 11,208 0,0013 0,004 19,94 0,001 0,004
Prev. calandides 5,022 0,028 0,048 2,114 0,129 0,091
Prev. jovens calandides 7,806 0,018 0,018 3,768 0,056 0,162
Prev. N. henseni 5,224 0,025 0,043 0,191 0,827 0,823
Prev. Cyclopdides 7,733 0,007 0,008 1,888 0,159 0,075
Prev. jovens cyclopdides 6,591 0,012 0,011 1,158 0,320 0,084
Prev. T.minutus 4,450 0,038 0,039 1,218 0,302 0,980
Prev. T. decipiens 0,941 0,335 0,336 3,768 0,056 0,058
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Figura 5. Relacdo entre densidade bacteriana (a) e abundancia de hospedeiros calandides (b) e
a prevaléncia de infestacdo por ciliados epibiontes em cada um dos tipos de ambientes
amostrados no sistema rio-planicie de inundacao do Alto rio Parana.
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Figura 6. Relagdo entre densidade bacteriana (a) e abundancia de hospedeiros ciclopoides (b)
e a prevaléncia de infestagdo por ciliados epibiontes em cada um dos tipos de ambientes
amostrados no sistema rio-planicie de inundacao do Alto rio Parana.

Subsistemas
Dos trés subsistemas analisados, o subsistema Baia foi o que mais apresentou a relacao

epibidtica, sendo que, dos 12 ambientes amostrados, 11 apresentaram a relacdo epibiotica.
Somente o canal Curutuba ndo apresentou ciliados aderidos aos copépodes. O segundo
subsistema foi o Ivinhema com sete ambientes onde foi observada a relacdo epibidtica e no
subsistema Parana, a relacdo foi registrada em apenas quatro ambientes.

A abundancia média de copépodes zooplanctonicos variou entre os subsistemas, sendo
maior nos ambientes do subsistema rio Ivinhema (38170,83ind/m’; + 16510,00) (Figura 7a-
8a). As prevaléncias de infestacdo também foram, de maneira geral, maiores nos ambientes do
subsistema rio Ivinhema (8,59%; + 2,22%). Entretanto, quando analisadas separadamente, a
abundancia e a prevaléncia de infestagdo nas duas ordens de copépodes, Calanoida e
Cyclopoida, foram observadas maiores prevaléncias de infestagdo para os ciclopdides adultos,
nos ambientes relacionados ao subsistema rio Baia (15,1%; + 5,7% e 25,5% +£8,8%), enquanto
que para os jovens, tanto calandides quanto ciclopdides, as maiores prevaléncias foram

observadas nos ambientes do subsistema rio Ivinhema (Figura 7b-8b). As menores
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abundancias de hospedeiros e as menores prevaléncias de infestagdo foram observadas no

subsistema rio Parana (figuras 7 e 8).
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Figura 7. Abundancia de copépodes calandides e prevaléncia média de infestacdo destes
individuos por ciliados epibiontes em cada um dos trés subsistemas componentes do sistema
rio-planicie de inundacdo do alto rio Parana.
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rio-planicie de inundacdo do alto rio Parana.
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Houve diferenca significativa (ANOVA/Teste de Tukey (p<0,05)) entre os valores de
abundancia total de hospedeiros, de densidade bacteriana e de prevaléncia total de infestacao
observada nos ambientes do subsistema rio Parana em relagdo aos demais, entretanto, nao
foram observadas diferengas estatisticas entre os valores de abundancia total de hospedeiros,
de densidade bacteriana e de prevaléncia total de infestacdo entre os subsistemas rio Baia e

Ivinhema, tanto para os calanoides quanto para os ciclopdides (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da andlise de variancia com posterior teste de Tukey entre os tipos
subsistemas (Ivinhema, Baia e Parand) componentes do sistema rio-planicie de Inundagdo do
Alto Rio Parana. Valores de p em negrito foram significativos.

p de Tukey

Ivinhema Baia Parana
Densidade bacteriana 0,088 0,124 0,048
Abundancia de hospedeiros 0,294 0,170 0,009
Prev. Calandides 0,062 0,147 0,004
Prev. jovens calandides 0,302 0,577 0,885
Prev. N. Henseni 0,325 0,439 0,979
Prev. Ciclopdides 0,269 0,919 0,001
Prev. jovens ciclopoides 0,076 0,768 0,056
Prev. T.minutus 0,192 0,085 0,061
Prev. T. decipiens 0,080 0,321 0,057

Ocorréncia temporal

Nas amostragens realizadas durante o periodo de potamofase, 17 dos 36 ambientes
analisados, apresentaram a relacdo epibidtica (10 lagoas abertas e sete lagoas fechadas). Na
coleta realizada na limnofase, 13 dos 36 ambientes apresentaram a relacdo epibidtica (sete
lagoas abertas e cinco lagoas fechadas, um canal e um rio). Houve diferenga significativa
(ANOVA/Teste de Tukey (p<0,01)) entre as coletas realizadas no periodo de limnofase e no
periodo de potamofase, quanto a densidade bacteriana, abundincia de hospedeiros e
prevaléncia de infestacdo (p=0,001; p=0,045; p=0,008, respectivamente). As maiores
abundancias de hospedeiros e as maiores prevaléncias de infestagdo foram observadas no
periodo de potamofase, tanto para a relacdo epibidtica envolvendo ciliados e copépodes da
ordem Calanoida quanto Cyclopoida (Figura 9).

Quanto aos tipos de ambientes, as lagoas fechadas, no periodo de potamofase
apresentaram as maiores prevaléncias de infestagdo, chegando a apresentar 34% de infestacao
para T. decipiens e 18% de infestagdo de ciliados sobre N. henseni, também nas lagoas
fechadas, no periodo de potamofase, foram observados as maiores abundéancias de

hospedeiros em potencial (Figuras 10-11). Houve diferenga significativa (ANOVA/Teste de
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Tukey (p<0,05)) entre os valores de abundancia total de hospedeiros, de densidade bacteriana

e de prevaléncia observada no periodo de limnofase em relacdo ao periodo de potamofase

(Tabela 3).
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Figura 9. Prevaléncia média de infestagdo de copépodes planctonicos das ordens Calanoida e
Cyclopoida por ciliados epibiontes no sistema rio-planicie de inundagdo do alto rio Parana,
nos periodos de limno e potamofase.
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Figura 10. Abundancia de copépodes calandides e prevaléncia média de infestacdo destes
individuos por ciliados epibiontes em cada um dos tipos de ambientes e em cada um dos
periodos hidrolégicos amostrados no sistema rio-planicie de inundacdo do alto rio Parana.
Potamo= Potamofase; Limno= Limnofase.
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Figura 11. Abundancia de copépodes ciclopdides e prevaléncia média de infestacdo destes
individuos por ciliados epibiontes em cada um dos tipos de ambientes e em cada um dos
periodos hidrolégicos amostrados no sistema rio-planicie de inundacdo do alto rio Parana.
Potamo= Potamofase; Limno= Limnofase.

Tabela 3. Resultados da analise de varidncia com posterior teste de Tukey entre periodos
hidrolégicos amostrados no sistema rio-planicie de inunda¢ao do alto rio Parand. Valores de p
em negrito foram significativos.

Periodo Hidrolégico
(Potamo e limnofase)

f p p (Tukey)
Densidade bacteriana 26,185 0,000 0,000
Abundincia de hospedeiros 13,616 0,000 0,006
Prev. calanéides 7,307 0,009 0,008
Prev. jovens calandides 5,644 0,020 0,048
Prev. N. henseni 10,798 0,125 0,288
Prev. Ciclopéides 4,842 0,031 0,031
Prev. jovens ciclopdides 4,239 0,043 0,043
Prev. T.minutus 5,058 0,028 0,028

Prev. T. decipiens 2,113 0,151 0,151
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3.4 DISCUSSAO

Os ciliados epibiontes sdo um importante componente da biota em sistemas 16ticos,
desempenhando importante papel ecologico nestes ecossistemas, porém estudos que abordem
os aspectos quantitativos da relacdo epibiotica entre ciliados e invertebrados sdo escassos na
literatura (Cabral et al. 2010; Dias et al. 2009; Utz e Coats 2005). A epibiose pode atuar, como
uma alavanca ecoldgica amplificando ou tamponando o stress bidtico e abiodtico enfrentado
pelo hospedeiro (Wahl 2008). Dentre os fatores que podem influenciar a dindmica espacial e
temporal de populacdes de ciliados epibiontes, pode-se destacar a abundancia de hospedeiros
(Regali-Seleghim e Godinho 2004; Souissi et al. 2013; Utz e Coats 2005), disponibilidade de
alimento (Barea-Arco et al. 2001; Hanamura 2000), grau de polui¢do organica (Laird 1959;
Xu 1992), abundancia dos predadores do hospedeiro (Wiley e Threlkeld 1993), pardmetros
fisico-quimicos da 4gua (Cabral et al. 2010) e competicdo por substrato (Quintanilla et al.
2013). A prevaléncia de infestacdo foi influenciada tanto por fatores bidticos, como a
disponibilidade de alimento (densidade bacteriana) e abundancia de hospedeiros, quanto
fatores abidticos, relacionados com o ciclo hidrolégico e com os tipos de ambientes
amostrados.

Planicies de inundagdo sdo faixas estreitas por onde correm rios e sdo constituidas por
seus depositos do canal e da inundagdo, permanente ou temporalmente inundadas pelo aporte
fluvial (Neiff et al. 1994). A planicie de inundacdo do alto rio Parana engloba trés grandes
rios que, por sua vez, estdo conectados permanente ou sazonalmente com uma grande
variedade de corpos de agua com distintas caracteristicas geomorfologicas, constituindo um
amplo sistema composto pelos rios principais, canais e lagoas, onde diversos estudos sobre a
biodiversidade e diferentes aspectos da ecologia de diversas comunidades aquaticas, incluindo
as comunidades planctonicas, tém sido realizados ao longo de véarios anos (Thomaz et al.
2004). Entretanto, investigagdes sobre a biodiversidade e ecologia de comunidades de
protozoarios ciliados em planicies de inundacdo, em geral, e especificamente na planicie de
inundacao do alto rio Parana, sdao ainda escassos (Pauleto et al. 2009).

Além de ter sido realizado um estudo pioneiro acerca dos fatores envolvidos na
dindmica da relagdo epibidtica em uma planicie de inundagao, foi feito o primeiro registro da
relacdo epibidtica entre ciliados do género Vorticella em copépodes planctonicos das espécies
Thermocyclops decipiens, T. minutus e Notodiaptomus henseni. Os organismos da ordem
Calanoida contribuem com grande biomassa para o ambiente aquatico, servindo como

consumidores primarios de relevante importancia (Brusca e Brusca 2007) e como alimento
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para organismos que ocupam niveis troficos superiores, como alevinos e peixes planctofagos
(Matsumura-Tundisi e Silva 2002). Muitas espécies sdo especializadas para a utilizacdo de
particulas pequenas, consumindo fitoplancton, outras, predadoras, alimentam-se de uma
grande variedade de presas, incluindo ciliados (Huys e Boxshall 1991). A maioria das
espécies de organismos que constituem a ordem Cyclopoida, tais como 7. decipiens e T.
minutus possuem tamanho menor do que as espécies de Calanoida, o que justifica a sua menor
contribuicdo em termos de biomassa (Silva e Matsumura-Tundisi 2005). Sdo considerados
capturadores, raptoriais ou predadores, pois seus apéndices bucais estdo adaptados a capturar
particulas maiores, podendo alimentar-se tanto de animais de tamanhos variados como de
outros seres vivos (Silva e Matsumura-Tundisi 2005). Neste contexto, a relacdo epibiodtica
entre protozodrios ciliados e copépodes zooplanctonicos, pode beneficiar tanto os
hospedeiros, que podem ingerir seus epibiontes, quanto organismos superiores na cadeia
alimentar, pois sabe-se que os copépodes sao o item alimentar mais importante para larvas de
peixe, e os ciliados podem ser um componente da dieta destes organismos, de forma que a
ingestao de copépodes colonizados por epibiontes poderia ser um incremento na dieta e uma
fonte de energia extra para as larvas de peixe (Figueiredo et al. 2005; 2007).

Os ciliados apresentaram uma especificidade em relagdo as espécies de hospedeiro e
em relag@o ao instar dos hospedeiros (jovens e adultos), corroborando os estudos de Stirnadel
e Ebert (1997) e McGaw (2006). Entretanto, tais aspectos da relagdo epibidtica, ainda ndo sao
totalmente compreendidos (Souissi et al. 2013). Sabe-se que alguns epibiontes podem
apresentar graus variados de especificidade por basibionte que podem variar desde individuos
que colonizam uma ampla gama de substratos, tais como organismos mortos, substratos
inertes, plantas, animais e ndo estdo restritos ao modo de vida epibiotico, até individuos que
sdo epibiontes obrigatorios, com grau de especificidade maior, em nivel de familia, género ou
até¢ espécie (Cook et al. 1998; Nenninger 1948). Segundo Wahl e Mark (1999) relagdes
altamente especificas, embora raras na literatura, podem estar relacionadas com uma
colonizagdo ligada ao bem estar do basibionte, tal como a baixa prevaléncia de infestagao por
ciliados epibiontes, e com a capacidade do ciliado de reconhecer e se adaptar as condi¢des
impostas pelo basibionte, podendo estar relacionadas com o sucesso e/ou tempo co-evolutivo
desta relagdo. Quando os efeitos relacionados a epibiose sdo neutros ou positivos para uma
espécie de basibionte e benéficos para as espécies de epibiontes, a selecdo deve favorecer a
evolucdo da relagdo epibidtica que tente a aumentar a especificidade ao longo do tempo
evolutivo (Wahl e Mark 1999). A auséncia de protozodarios ciliados epibiontes colonizando

nauplios, como foi observado, pode ser explicada pelo fato de que copépodes adultos
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constituem um substrato mais estavel para os epibiontes, uma vez que eles ndo sofrem mais
mudas e podem acumular uma maior densidade de epibiontes. Por outro lado, as larvas de
copépodes sofrem mudas frequentes, aumentando o investimento energético na producdo de
novos apéndices ou estruturas especializadas na fixacdo do epibionte, o que tornaria os
nauplios um substrato instavel, energeticamente desfavoravel e possivelmente efémero
(Bickel et al. 2012; Utz e Coats 2005; Wahl 1989).

Além disso, existem outros fatores que podem influenciar a dindmica espacial e
temporal de populacdes de ciliados epibiontes, tais como abundancia de hospedeiros (Barea-
Arco 2001; Evans et al. 1979; Henebry ¢ Hidgeway 1979; Olafsdéttir e Svarvarsson 2002;
Regali-Seleghim e Godinho 2004; Threlkeld et al. 1993; Wiley e Threlkeld 1993; Utz e Coats
2005), disponibilidade de alimento (Baldock 1996; Barea-Arco et al. 2001; Hanamura 2000;
Regali-Seleghim e Godinho 2004; Roberts ¢ Chubb 1998; Threlkeld et al. 1993; Utz e Coats
2005), grau de poluicdo organica (Laird 1959; Threlkeld et al. 1993) e parametros fisico-
quimicos da agua, tais como salinidade, temperatura, condutividade elétrica e potencial oxi-
redutor, que podem ser alterados conforme o tipo de ambiente e a época do ano estudados
(Cabral et al. 2010; Utz e Coats 2005; Wiley e Threlkeld 1993).

A correlagdo positiva entre prevaléncia de infestacdo e abundancia de hospedeiros
corrobora alguns estudos que ressaltam relacdo direta entre prevaléncia de infestagdo e
disponibilidade do substrato vivo, que pode estar relacionada a fatores como flutuagdes da
densidade bacteriana e poluicdo organica, podendo alterar o padrdo de ocorréncia espacial e
temporal de ciliados epibiontes (Cabral et al. 2010; Regali-Seleghim e Godinho 2004; Utz e
Coats 2005). Segundo Threlkeld et al. (1993) a sincronia das oscilagdes das abundancias das
populacdes de epibiontes e hospedeiros reflete a alta especificidade da relagdo epibiotica.
Outro fator bidtico controlador da abundancia das populacdes de ciliados nos variados
ecossistemas ¢ a disponibilidade de alimento (Noland e Gogjics 1925; Sleigh 1988). A
correlacdo positiva entre a prevaléncia de infestagdo e a disponibilidade de alimento
(densidade bacteriana) relatada no presente trabalho, corrobora os estudos de Regali-Seleghim
e Godinho (2004), Utz e Coats (2005) e Cabral et al. (2010), que relataram maior prevaléncia
de infestacdo de ciliados epibiontes peritriqueos que se alimentam de particulas em suspensao,
e que favorecem a colonizagdo de ciliados bacterivoros filtradores, como os epibiontes,

Em relacdo aos tipos de ambientes amostrados (rios, canais, lagoas abertas e fechadas),
as maiores prevaléncias observadas, ocorreram nos ambientes Iénticos, o que corrobora o
estudo de Pauleto et al. (2009) que observaram maiores resultados prevaléncia de protozoarios

ciliados nestes ambientes. Além disso, dentre os ambientes 1énticos estudados, observaram
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maiores valores de prevaléncia nas lagoas abertas do que nas fechadas, enquanto que no
periodo de potamofase os valores foram praticamente 0os mesmos para ambos os tipos de
lagoa. Outros autores também observaram uma maior abundancia e diversidade de
organismos em ambientes lénticos em detrimento aos ambientes l6ticos (Bonecker et al. 2005;
Pauleto et al. 2009; Velho et al. 1999). A predilecao dos ciliados planctonicos por ambientes
lénticos, tem sido atribuida ao menor fluxo de 4gua, além da maior disponibilidade de
alimento, o que favorece o estabelecimento destes organismos (Burns e Galbraith 2007;
Madoni e Braghiroli 2007).

A planicie de inundagdo do alto rio Parand pode ser dividida em trés unidades
ambientais regionais (subsistemas do rio Baia, Ivinhema e Parand), que apresentam
caracteristicas fisico-quimicas distintas e comportam diferentes comunidades biologicas
(Padial et al. 2012). Foram observadas diferencas estatisticas entre as prevaléncias de
infestacdo entre os trés subsistemas componentes desta planicie de inundacao, principalmente
entre o subsistema rio Parand, em relacdo aos demais. Tais diferencas podem estar
relacionadas tanto com fatores bidticos, como disponibilidade de hospedeiros e
disponibilidade de recursos alimentares, quanto com a composi¢cdo fisico-quimica,
caracteristica de cada subsistema. O rio Parana e as lagoas a ele conectadas possuem elevadas
concentragdes de ions totais (refletidas pela condutividade elétrica) e de transparéncia da agua
e baixos valores de fosforo, comparativamente aos ambientes conectados ao rio Ivinhema,
enquanto, lagoas conectadas ao rio Baia possuem baixos valores de oxigénio dissolvido e pH
(Thomaz et al. 2004). O perfil fisico-quimico de um determinado ambiente pode ser crucial
para o estabelecimento de comunidades de ciliados, visto que estes sdo organismos altamente
sensiveis a variacdo dos fatores limnologiocos, por apresentarem exigéncias especificas em
relag@o as caracteristicas do meio, como a quantidade de matéria organica, temperatura, pH,
condutividade elétrica, teor de oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio,
quantidade de compostos nitrogenados e fosforo (Kudo 1966; Noland e Gogjics 1925; Sleigh
1988).

O regime hidrolégico ¢, no entanto, considerado o fator-chave na
condugdo,funcionamento ecologico e dos padrdes de biodiversidade em sistemas de planicie
de inundacdo (Bunn e Arthington 2002; Junk et al. 1989). Os ciclos biogeoquimicos na
planicie de inundagdo sdo altamente dependentes das flutuagdes do nivel da agua, que
regulam as trocas de 4gua entre os habitats alagdveis e os rios Parand, Ivinheima e Baia
(Agostinho et al. 2004). As maiores prevaléncias de infestacdo no periodo de potamofase,

observado, pode ser devido ao efeito pulso, que pode ser considerado um padrao geral, em
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ambientes de planicie de inundacdo (Thomaz et al. 2004; 2007). Os maiores niveis de dgua
neste periodo podem ter proporcionado uma homogeneizagao ndo s6 dos ambientes, mas dos
atributos das comunidades que habitam os diversos ambientes deste ecossistema e
possivelmente propiciaram aos epibiontes a colonizagdo de um maior numero de ambientes
neste periodo, bem como o estabelecimento em ambientes ndo colonizados no periodo de
limnofase. As maiores prevaléncias de infestacdo observadas, contradizem os resultados
obtidos por Cabral et al. (2010), que constataram que o maior volume de dgua teve um efeito
perturbador na relagdo epibidtica, entre protozoarios e larvas de dipteros, causando uma

diminui¢do na prevaléncia de infestacdo com o aumento da pluviosidade.

Tal estudo constitui a primeira investigagdo acerca da ocorréncia da relagao epibiotica
em uma planicie de inundagdo e pioneiro ao investigar os fatores envolvidos na dindmica
espaco-temporal da relacdo epibidtica neste tipo de ambiente, sendo o primeiro ainda a
apontar os possiveis efeitos da inundagdo, que ocorre em todo o sistema rio-planicie, nas
comunidades de ciliados epibiontes. Destacam-se os fatores extrinsecos, tais como
parametros fisico-quimicos, e fatores intrinsecos, como disponibilidade de alimento e
abundancia de hospedeiros, como os principais tipos de reguladores populacionais das
comunidades de ciliados epibiontes. Entretanto, ¢ importante ressaltar a necessidade de
realizacdo de outros estudos, em outras planicies de inundagdo, e por um maior periodo de
tempo, para elucidar as lacunas inerentes a este tipo de relacdo ecologica neste tipo de

ambiente.
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4 REGISTRO DO EUGLENIDIO EPIBIONTE Colacium vesiculosum EHRENBERG
1853 (EUGLENOPHYCEAE), EM COPEPODES PLANCTONICOS (CRUSTACEA),
DE UMA PLANICIE DE INUNDACAO BRASILEIRA

RESUMO

Epibiose ¢ uma associacdo facultativa entre dois organismos: o epibionte, que coloniza a
superficie de substratos ao vivo, e o basibionte, que hospeda os epibiontes. Entre os protistas,
enquanto existem inumeros relatos para ciliados epibiontes de organismos zooplanctonicos,
existe pouca informagdo disponivel sobre esta relacdo entre flagelados e microcrustiaceos na
regido Neotropical. Durante uma pesquisa acerca da relagdo epibiotica entre protistas ciliados
e copépodes planctonicos em uma planicie de inundagdo tropical, foi observada a primeira
ocorréncia de Colacium vesiculosum como epibionte de Thermocyclops minutus e
Notodiaptomus henseni em corpos de dgua do Brasil.

Palavras-Chave: Protista, Calanoida, Cyclopoida, epibiose, primeiro registro, prevaléncia,

ABSTRACT

Epibiosis is a facultative association between two organisms: the epibiont, which
colonizes the surface of live substrates, e the basibiont, which hosts the epibionts. Among
protists, while numerous accounts exist for ciliates as epibionts of zooplankton, little
information is available about this relationship between flagellates e microcrustaceans in the
neotropics. During a survey about the epibiotic relationship between ciliated protists e
planktonic copepods in a tropical floodplain we report the first occurrence of Colacium
vesiculosum as epibiont of Thermocyclops minutus e Notodiaptomus amazonicus in Brazilian
freshwater waterbodies.

Keywords: Protist. Calanoida. Cyclopoida. Epibiosis. First record. Prevalence.

4.1 INTRODUCAO

O termo epibionte inclui organismos que colonizam a superficie de substrato vivo,
durante a fase séssil do seu ciclo de vida, e envolve vantagens e desvantagens, tanto para o
epibionte quanto para o hospedeiro (Wahl 1989; Fernandez-Leborans e Tato-Porto 2002).
Existe uma variedade de estudos acerca da relagdo epibidtica envolvendo protozoarios
epibiontes e crustaceos planctdnicos, mais particularmente protozodrios ciliados dos géneros

Zoothamnium, Epistylis e Vorticella (Gilbert e Schroder 2003; Henebry e Ridgeway 1979;
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Mayen-Estrada e Aladro-Lubel 2001; Regali-Seleghim e Godinho 2004; Sleigh 1988; Utz e
Coats 2005; Xu e Burns 1991). Infestacdes por ciliados suctorios e flagelados euglendides
também sdo conhecidas, porém pouco estudadas (Dias et al. 2006; Utz e Coats 2005)

O género Colacium Ehrenberg 1853 ¢ um dos dois unicos géneros da classe Euglenoidea
e da ordem Euglenida, Biitschi 1884 em que a fase vegetativa dominante ¢ imével, fixa e
capaz de formar coldnias arborescentes (Bicudo e Menezes 2006). A fase de vida livre desse
euglenidio ¢ tipicamente e estruturalmente idéntica ao género Euglena. Na fase séssil do ciclo
de vida, os organismos do género Colacium sao fixados pela citofaringe anterior (regido
flagelar) através de substancias mucilaginosas, com a formagao ou ndo de um pedunculo (Tell
e Conforti 1986). Estes organismos podem estar associados a substratos vivos, como
invertebrados planctonicos (Tell e Conforti 1986).

Este estudo teve como objetivo, realizar o primeiro relato da ocorréncia Colacium
vesiculosum colonizando Thermocyclops minutus Lowndes 1934 e Notodiaptomus henseni
Dahi 1894 em ambientes aqutaticos brasileiros.

4.2 METODOLOGIA

Amostras de agua foram coletadas ao longo de toda a coluna de dgua com rede de
plancton de 100 um de abertura malha, na lagoa Pousada das Garcas (22 ° 42 '1.14 "S, 53 °
15'23 .52" W), uma lagoa conectada ao rio Baia, um dos rios que formam a planicie de
inundacao do alto rio Parana, Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram filtrados cerca de 700L de
agua para cada amostra, com um total de quatro amostras, obtidas em diferentes pontos do
lago. Trés destas amostras foram fixadas em alcool 100% e uma amostra foi mantida viva,
sendo acondicionada em caixas térmicas com gelo e trazidas para Universidade Estadual de
Maringd, onde foram observadas sob microscopio 6tico de campo claro e com contraste de
interferencia diferencial (DIC) no “Laboratério de Protozooplancton” e onde foi realizada a
técnica de microscopia eletronica de varredura no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP). O euglenidio bem como os copépodes planctonicos, foram identificados
utilizando literatura taxonomica especializada. As outras trés amostras foram concentradas em
100 ml, cada uma, e 10% desse volume foi contado em camara Sedgewick-rafter em
microscopio Otico para estimativas da abundancia de hospedeiros e a prevaléncia da
infestagdo pelo epibionte.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A abundéncia média dols copépodes foi de 1.182 ind/m’. A infestagdo pelo epibionte foi

observada tanto em copepoditos como em adultos para N. henseni e T. minutus (Figura 1 A-J).
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Contudo, a relagdo epibidtica ndo foi observada nos nduplios. A prevaléncia média de
infestagao foi de 10,83% (£ 0,26).

Quando separados por ordem, a prevaléncia média de Calanoida foi 10,48% (+ 3,91), e
quando separados jovens e os adultos, a prevaléncia de infestagdo nos jovens foi de 0,92% (+
0,85),e a prevaléncia média nos adultos de N. henseni, foi de 29,55% (+ 6,8). Para os
Cyclopoida, a prevaléncia média foi de 10,69 (£ 2,32), para os jovens 0,83% (£ 0,60) e para
adultos de 7. minutus, a prevaléncia média foi de 30,13% (= 5,83). A maior prevaléncia de
infestacdo em adultos de ambas as ordens de copépodes poderia ser explicado pelo fato de que
os copépodes adultos constituem um substrato mais estavel para a colonizagdo, uma vez que
ndo sofrem mais mudas e poderiam acumular uma maior densidade de epibiontes. Por outro
lado, as colonias aderidas nos copepoditos perdem seu substrato a cada muda, for¢ando os
epibiontes a encontrar outro substrato, e sabe-se que existe um investimento energético
expressivo na producdo de apéndices ou estruturas especializadas na fixa¢ao do epibionte em
um substrato instavel e possivelmente efémero (Bickel et al. 2012; Utz e Coats 2005; Wahl
1989).

Alguns estudos tém discutido a possibilidade do euglenidio epibionte causar efeitos
negativos sobre os hospedeiros crusticeos, como o aumento da taxa de afundamento, a
possivel interferéncia da taxa de alimentagdo e menor capacidade de fuga de predadores
(Chiavelli et al. 1.993; Willey et al. 1993; Willey e Threlkeld 1993). Em outro estudo, foi
observado que, quando o copépode foi infestado por C. Vesiculosum houve um aumento da
predacdo dos copépodes por larvas de peixe e por peixes planctivoros (Dubovskaya et al.
2005; Willey et al. 1990). Nossos dados ndo confirmam este resultado, considerando-se que
as espécies de copépodes aderidos ao euglenidio foram as espécies mais abundantes nas
amostras, sendo responsavel por (98%) da abundancia total de copépodes. Estas duas
especies, 1. minutus € N. henseni, ja foram observadas entre as espécies mais abundantes de
copépodes na planicie de inundagdo do alto Rio Parana (Lansac-Toha et al. 2009; Lima et al.

1998).



Figura 1 (a-j). Euglenidio Colacium vesiculosum aderido a copépodes planctonicos,
Thermocyclops minutus € Notodiaptomus henseni. Figuras A, d, f, g e h. Euglenidio in vivo
observado por meio de contraste interferencial diferencial (DIC). a. 7. minutus com

Euglenidio na regido posterior (setas), este copépode apresenta também infestagdo por
ciliados peritriquios. d e f. Respectivamente, regido anterior e posterior de N. henseni
mostrando uma coloénia de C. vesiculosum aderida (setas). h e i. Detalhe de C. vesiculosum
mostrando, respectivamente, os cloroplastos e o estigma (setas). Figuras b, ¢, e, g, j.
Euglenidio observado através de microscopia eletronica de varredura. b. N. henseni
colonizado por C. vesiculosum (setas). C-j. Detalhe ds estrias transversais do Euglenidio. d.
Detalhe da regido posterior dos copépodes onde o Euglenidio est4 aderido. Barras: 50 um (A,
G), 200 um (b), 2 um (c), 30 um (d), 20 um (e, f, g), 10 um (H, I), 5 pm (j) .
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A epibiose também pode ser considerada como uma interacdo mutualistica, onde existe
um custo-beneficio de saldo positivo para ambas as espécies (Barea-Arco et al. 2001;
Gaevskii et al. 2004). O hospedeiro pode se beneficiar dos metabolitos produzidos pela
epibionte, como o produzido pelo microeuglenidio e diatoméceas (Wahl 1989). O epibionte
pode proteger o hospedeiro contra a dessecacdo (Wahl e Mark 1999; Wahl e Sonnichsen
1992) ou pode ajudar a camuflar contra os predadores (Wahl 1989), enquanto que o transporte
fornecido pelos hospedeiros podem oferecer diferentes condigdes nutricionais e também
facilitar a dispersdao genética entre populacdes de epibiontes (Evans et al. 1979; Wahl 1989).
A maioria das pesquisas com euglenidios epibiontes foi realizado em lagos temperados,
enquanto que na regido neotropical e em lagos subtropicais esses estudos sao escassos (Lopez
et al. 1998; Regali-Seleghim e Godinho 2004; Zalocar et al. 2011). Neste contexto, a
importancia ecoldgica dessa relagdo ainda ndo estd clara, evidenciando a necessidade de um
maior nimero de estudos, para que a interagdo ecologica entre as espécies, € a interacdo delas

com o meio, seja melhor entendida.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo resultou no primeiro registro da relacdo epibidtica entre ciliados e
copépodes zooplanctonicos, Thermocyclops decipiens, Thermocyclops minutus e
Notodiaptomus henseni, além do primeiro registro no Brasil da relacdo epibidtica entre o
euglenidio epibionte Colacium Vesiculosum e T. minutus € N. henseni, além de constituir o

primeiro em um sistema rio- planicie de inundagao.

Acresceu ainda, o conhecimento sobre a taxonomia dos ciliados peritriqueos, através
da descricdo de duas novas espécies atraves da taxonomia integrativa (uma abordagem pouco
utilizada na descri¢do de protozodrios ciliados), reunindodados a partir de observagdes in
vivo, com uso de microscopia de contraste interferencial diferencial, e de dados biométricos,
usado tanto informagdes in vivo quanto de espécimes impregnados pelo protargol e ainda
usando a técnica de microscopia eletronica de varredura, técnicas que revelam estruturas
usadas atualmente na taxonomia dos peritriqueos além do uso de técnicas moleculares, que
sdo de suma importancia para o conhecimento da real diversidade do grupo dos ciliados em

geral e especificamente para os ciliados peritriqueos,.

Foi observado, um padrdo heterogéneo na ocorréncia espacial e temporal da
prevaléncia de infestacdo de ciliados epibiontes e copépodes planctdnicos, indicando que a
disponibilidade de recursos alimentares, a abundancia de hospedeiros e nivel hidrologico sao
fatores que contribuem para oscilagdo na dindmica da populagdo de ciliados epibiontes.
Inferiu-se também acerca dos fatores ecoldgicos responsaveis pela oscilacdo da dindmica da
relacdo epibidtica em planicies de inundagdo e observou-se que o pulso de inundagdo e seu
efeito homogeneizador nos ambientes da planicie de inundacao do alto rio Paran4, exerce um
efeito positivo sobre a relacdo epibidtica, favorecendo a colonizagdo de um maior niimero de
ambientes e uma maior prevaléncia de infestacao.

As metodologias apresentadas constituem a primeira investigacao acerca da ocorréncia
da relacdo epibidtica em uma planicie de inundagdo e pioneiras ao investigar os fatores
envolvidos na dindmica espago-temporal da relacio epibidtica neste tipo de ambiente, sendo o
primeiro ainda a apontar os possiveis efeitos da inundagdo que ocorre em todo o sistema rio-
planicie, nas comunidades de ciliados epibiontes, destacando fatores extrinsecos tais como

precipitagdo e parametros fisico-quimicos e fatores intrinsecos, como disponibilidade de
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alimento e abundincia de hospedeiros como dois tipos de reguladores populacionais das
comunidades de ciliados epibiontes. Entretanto, ¢ importante ressaltar a necessidade de
realizacdo de outros estudos em outras planicies de inundag¢do e por um maior periodo de
tempo para elucidar as lacunas inerentes a este tipo de relacdo ecoldgica neste tipo de

ecossistema, principalmente na regido neotropical.



