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Diversidade genética, filogeografia e taxonomia de claddceros
(Crustacea, Branchiopoda) em uma planicie de inundacéo Neotropical,
Brasil

RESUMO

A biodiversidade desempenha um papel fundamental na manutencdo dos ecossistemas,
conferindo maior resisténcia e resiliéncia a impactos externos, além de garantir uma gama
de servicos ecossistémicos essenciais. Nos ambientes de agua doce, os claddceros se
destacam como filtradores muito eficientes, com uma funcéo crucial na teia trofica ao
intermediar a transferéncia de matéria e o fluxo de energia entre os produtores primarios
e os niveis troficos superiores. Investigou-se a diversidade genética de Diaphanosoma
birgei Korinek, 1981 e Moina minuta Hansen, 1899, que ocorrem na planicie de
inundacgdo do alto rio Parana, utilizando o fragmento do gene mitocondrial Citocromo ¢
Oxidase subunidade 1 (COI). Os resultados foram usados para compara¢do com
sequéncias disponiveis nos bancos de dados BOLD Systems Versdo 4 e GenBank®.
Utilizando o método de maxima verossimilhanca (modelo HKY + G4) para construcao
de cladogramas e o software Hapsolutely com o algoritmo median-joining para redes de
haplotipos, observou-se que populacdes brasileiras de D. birgei ndo apresentaram
divergéncia genética significativa entre si. No entanto, as sequéncias provenientes da
regido Neartica mostram variagdes geneéticas significativas entre os ambientes em que
ocorrem e estdo geneticamente distantes do haplétipo brasileiro, sugerindo que D. birgei
constitui um complexo de espécies. A partir deste resultado, uma analise morfologica e
uma analise de sobreposicdo de nicho climatico foram conduzidas, culminando na
descricdo de Diaphanosoma sp. nov., uma nova espécie para a regido Neotropical dentro
do complexo de D. birgei. Os cladogramas indicaram que o0s espécimes brasileiros de
Diaphanosoma sp. nov. formaram um grupo irmao com D. cf. heberti, distanciando-se
geneticamente dos exemplares do hemisfério norte. Para M. minuta, sem registros de
sequéncias disponiveis para comparacao nos bancos de dados, o individuo encontrado na
lagoa Fechada e sequenciado apresentou grande distancia genética em relacdo a outras
espécies do género, variando de 13,9 a 21,1%. Os resultados evidenciaram uma
diferenciacdo genética marcante entre os cladoceros sequenciados no Brasil e as
sequéncias disponiveis globalmente, com enfoque no velho mundo. Isso indicou uma
nova perspectiva sobre o processo evolutivo do género Moina. Essas descobertas
reforcam a necessidade de mais estudos moleculares e de medidas de conservacao para
preservar a diversidade genética desses organismos de importancia ecoldgica para
ciclagem de nutrientes no ambiente aquatico.

Palavras-chave: Complexo de espécies; biodiversidade; escala especial; DNA
barcoding; morfologia.



Genetic diversity, phylogeography, and taxonomy of cladocerans
(Crustacea, Branchiopoda) in a Neotropical floodplain, Brazil

ABSTRACT

Biodiversity plays a fundamental role in maintaining ecosystems, providing greater
resistance and resilience to external impacts, in addition to ensuring a wide range of
essential ecosystem services. In freshwater environments, cladocerans stand out as highly
efficient filter feeders, playing a crucial role in the food web by mediating the transfer of
matter and energy from primary producers to higher trophic levels. In this study, the
genetic diversity of Diaphanosoma birgei Korinek, 1981 and Moina minuta Hansen,
1899, which occur in the Upper Parana River floodplain, was investigated using a
fragment of the mitochondrial gene Cytochrome ¢ Oxidase subunit I (COI). The results
were used for comparison with sequences available in the BOLD Systems Version 4 and
GenBank® databases. Using the maximum likelihood method (HKY + G4 model) for
cladogram construction and the Hapsolutely software with the median-joining algorithm
for haplotype networks, it was observed that Brazilian populations of D. birgei did not
show significant genetic divergence among themselves. However, sequences from the
Nearctic region exhibited significant genetic variation among the environments in which
they occur and are genetically distant from the Brazilian haplotype, suggesting that D.
birgei constitutes a species complex. Based on this result, a morphological analysis and
a climatic niche overlap analysis were conducted, culminating in the description of
Diaphanosoma sp. nov., a new species for the Neotropical region within the D. birgei
complex. The cladograms indicated that the Brazilian specimens of Diaphanosoma sp.
nov. formed a sister group with D. cf. heberti, showing genetic divergence from Northern
Hemisphere specimens. For M. minuta, which has no available sequence records for
comparison in the databases, the individual found and sequenced from the Fechada
lagoon showed a large genetic distance from other species of the genus, ranging from
13.9 to 21.1%. The results revealed a marked genetic differentiation between the
cladocerans sequenced in Brazil and those available globally, with an emphasis on Old
World records. This indicated a new perspective on the evolutionary process of the genus
Moina. These findings reinforce the need for further molecular studies and conservation
measures to preserve the genetic diversity of these ecologically important organisms.

Keywords: species complex; biodiversity; spatial scale; DNA barcoding; morphology.
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1 INTRODUCAO GERAL

O planeta Terra € composto por distintas regies morfoclimaticas com
caracteristicas unicas (Tricart, Cailleux, 1972), resultando em uma distribuicdo desigual
das espécies ao redor do globo, com maior concentracdo nas areas tropicais (Gaston,
2000). A biodiversidade, além de seu valor intrinseco no funcionamento do ecossistema
(Plas, 2019), exerce um papel fundamental na resiliéncia e resisténcia ambiental,
contribuindo para a mitigacdo dos impactos antropicos (Hong et al., 2021). Essa
resisténcia e resiliéncia favorecem a disponibilidade e a manutencdo de servigcos

ecossistémicos (Isbell et al., 2017), como a pesca.

As continuas transformacfes ambientais impulsionadas pelo avango industrial,
usos diversificados do solo (Newbold et al., 2015), introducdo de espécies exoticas
(Murphy, Romanuk, 2014; Briski et al., 2023) e alteragbes nos padrfes climaticos
(Northrup et al., 2019; Newbold et al., 2020) tém feito dos impactos antropicos a principal
causa da reducdo da biodiversidade. No entanto, as medidas implementadas para mitigar
esses impactos ainda sdo insuficientes, em grande parte, devido a falta de um
entendimento abrangente sobre a biodiversidade, incluindo sua diversidade genética e
funcional (Pollock et al., 2017; Diaz et al., 2020).

Cladoceros, microcrutaceos frequentemente encontrados em elevada diversidade
de espécies em ambientes de agua doce, desempenham um papel ecoldgico crucial devido
a sua capacidade de exercer pressdo de pastagem sobre o fitoplancton (Allan, 1976), o
que confere a eles uma significativa importancia econémica indireta pela sua funcdo na
rede trofica (Forrd et al., 2008). No Brasil, os estudos ecoldgicos e taxondmicos sobre a
biodiversidade desses organismos se destacam como 0S mais representativos entre 0s
organismos planctonicos (Castilho-Noll et al., 2023). No entanto, ha um grande déficit

no conhecimento genético desses microcrustaceos (EImoor-Loureiro et al., 2023).

Com o advento da taxonomia integrada a dados moleculares, a ocorréncia de
espécies cripticas em diferentes grupos zooplancténicos, que ja era anteriormente relatada
em estudos que utilizaram dados morfologicos, se tornou ainda mais evidente, revelando
que espécies anteriormente classificadas como cosmopolitas eram, na verdade, um
conjunto de espécies morfologicamente semelhantes, mas geograficamente isoladas
(Elias-Gutiérrez, Valdez-Moreno, 2008), mostrando que a biodiversidade de cladoceros

pode estar subestimada.
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Com o uso da taxonomia integrativa, a sistematica da Superordem Cladocera
Latreille, 1829 tem recebido novas abordagens, embora ainda existam grandes lacunas no
conhecimento (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008). Essas abordagens tém
contribuido significativamente para reduzir os chamados “shortfalls” ou lacunas do
conhecimento biol6gico, como os taxonémicos (Lineano), de distribuicdo (Wallaceano)
e de processos evolutivos (Darwiniano) (Hortal et al., 2015). Aliadas a construcdo de
arvores filogenéticas e a aplicacdo de métricas de distancia genética, tais abordagens
permitiram a separacao e realocacao de diversos complexos de espécies, como observado
nos géneros Moina Baird, 1850, Diaphanosoma Fischer, 1850 e na familia Chydoridae
Dybowski & Grochowski, 1894 (Bekker et al., 2016; Liu et al., 2018; Makino et al.,
2023). Para a realizagéo da taxonomia molecular, juntamente com os estudos descritivos
morfoldgicos, a regido da subunidade I do citocromo ¢ oxidase (COIl) é a mais utilizada
nos estudos com claddceros, e € capaz de agrupar ou separar espécies em nivel de género
ou familia (Prosser et al., 2013; Bekker et al., 2016; Eliaz-Gutierrez et al., 2018; Liu et
al., 2018; Dumont et al., 2021; Makino et al., 2023). Essa analise é uma ferramenta atual,
extremamente efetiva e confiavel, que deve acompanhar os processos de descri¢oes e

identificacOes taxondmicas (Hebert et al., 2003).

Cerca de 24% das espécies conhecidas de cladoceros de dgua doce do mundo
ocorrem no Brasil (EImoor-Loureiro et al., 2023; EImoor-Loureiro, Sousa, 2023), sendo
63% registradas na planicie de inundacgéo do Alto rio Parana (Bonecker et al., 2020). Essa
regido é caracterizada pela dinamica dos pulsos de inundacdo (Junk et al., 1989) que
promove uma alta conectividade entre os ambientes aquaticos e reduz as taxas de extin¢ao
das comunidades planctdnicas, causadas por alteracdes locais (Thomaz et al., 2004).
Como foi demonstrado por Bonecker et al. (2013), os claddceros possuem uma
diversidade alfa constante neste ecossistema e influenciam positivamente a diversidade
beta, indicando um maior efeito dos processos ambientais locais sobre esse grupo a nivel
regional. A planicie de inundacdo do Alto rio Parand, que inclui o ultimo trecho livre de
barramento deste rio, € a &rea com 0 maior nimero de estudos sobre a comunidade
zooplancténica no Brasil (Castilho-Noll et al., 2023), principalmente pela presenca do
projeto Pesquisa Ecoldgica de Longa Duracdo (PELD/CNPQ): A planicie de inundacao
do alto rio Parand (PELD-PIAP) (Silva et al., 2024). Apesar do amplo conhecimento da
biodiversidade de claddceros, a variagdo genética das popula¢fes neste ecossistema ainda

é desconhecida, sendo o presente trabalho pioneiro.
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Diante disto, esses tudo teve como principal objetivo expandir o conhecimento da
diversidade genética e taxondmica da Superordem Cladocera no Brasil, a partir de
amostragens em nove ambientes, distribuidos em trés sub-bacias, na planicie de
inundacéo do Alto rio Parané. No primeiro capitulo avaliamos a diversidade genética das
populacbes de Diaphanosoma birgei Fischer, 1850 da regido neartica em comparagao
com Diaphanosoma sp. nov., anteriormente identificada como D. birgei na planicie e no
Brasil, como um todo. A nova espécie foi descrita utilizando uma abordagem integrativa,
com analise molecular, descricdo morfoldgica e caracterizacdo da amplitude de nicho
climatico. No segundo capitulo, caracterizamos molecularmente e taxonomicamente a
espécie Moina minuta Hansen, 1899, também amostrada na planicie, para avaliarmos a
hipotese de sua posicdo filogenética indicada por Hudec (2010) como parte da linha
conhecida como Exomoina Hudec, 2010 do tdxon Moina ss., alem de sequéncias
moleculares de Moina micrura Kurtz, 1874, Moina cf. brachiata Jurine, 1820, Moina
weismanni Ishikawa, 1896, Moina macrocopa Straus, 1820, Moina cf. salina Daday,

1888 e Micromoina arboricola Dumont et al., 2013 retiradas de bancos de dados.
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2 Uma nova espécie Neotropical descrita a partir do complexo
Diaphanosoma birgei Korinek, 1981 (Cladocera: Sididae) por meio da

taxonomia integrativa

RESUMO

Espécies que compdem a Superordem Cladocera, desde as primeiras descricdes,
frequentemente foram sugeridas como organismos cosmopolitas. No entanto, com
estudos taxondmicos utilizando dados morfoldgicos e moleculares integrativos, foram
descobertos inimeros complexos de espécies geograficamente isolados. Neste estudo,
utilizamos o fragmento do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COl),
descri¢des morfoldgicas e caracterizacdo da amplitude de nicho climéatica para comparar
populacbes de Diaphanosoma sp. nov. da regido Neotropical e populacdes de
Diaphanosoma birgei da regido Neartica. As analises moleculares e taxonémicas
revelaram uma grande complexidade na filogenia do grupo, agrupando Diaphanosoma
sp. nov. com D. cf. heberti, separando as linhagens criptica de D. birgei da América do
Norte em um clado distinto. O gancho na margem posterior da valva e a amplitude de
nicho climatico suportam as diferencas genéticas. A expansdo deste conhecimento sobre
a biodiversidade Neotropical traz uma luz para grandes questdes sobre 0 néo
cosmopolitismo em Diaphanosoma e sobre a problematica da elevada estase morfoldgica
do grupo.

Palavras-chave: DNA barcoding; Ctenopoda; haplétipos; morfologia; novo mundo;
planicie de inundacéo.
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A new Neotropical species described from the Diaphanosoma birgei
complex Korinek, 1981 (Cladocera: Sididae) through integrative
taxonomy

ABSTRACT

Species within the Superorder Cladocera have often been suggested to be cosmopolitan
organisms since their earliest descriptions. However, taxonomic studies using integrative
morphological and molecular data have revealed numerous geographically isolated
species complexes. In this study, we used a fragment of the mitochondrial gene
Cytochrome ¢ Oxidase subunit 1 (COI), morphological descriptions, and characterization
of climatic niche breadth to compare populations of Diaphanosoma sp. nov. from the
Neotropical region with populations of Diaphanosoma birgei from the Nearctic region.
Molecular and taxonomic analyses revealed great complexity in the group’s phylogeny,
grouping Diaphanosoma sp. nov. with D. cf. heberti, and placing cryptic lineages of D.
birgei from North America in a distinct clade. The hook on the posterior margin of the
valve and the climatic niche breadth support the genetic differences. Expanding our
knowledge of Neotropical biodiversity sheds light on major questions regarding the non-
cosmopolitan nature of Diaphanosoma and the issue of high morphological stasis within
the group.

Keywords: DNA barcoding; Ctenopoda; haplotypes; morphology; new species;
floodplain.
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2.1 Introdugéo

Os claddceros sdo microcrustaceos aquaticos de grande importéncia ecologica
pelo seu papel como elo na cadeia trofica, transferindo a matéria e energia dos produtores
para 0s demais niveis (Allan 1976). Os organismos que compdem a Superordem
Cladocera Latreille, 1829 surgiram ha mais de 400 milhdes de anos (Anderson et al. 2003,
Van Damme and Kotov 2016) e estdo distribuidos em todas as regiGes climéticas do
planeta, compondo 169 espécies no Brasil, divididas em nove familias (ElImoor-Loureiro
et al. 2023; Elmoor-Loureiro and Sousa 2023). Apesar do grande conhecimento da
diversidade de cladoceros, este nimero pode estar subestimado pelo esfor¢co amostral,
uma vez que ha uma prioridade dos estudos em determinados ambientes, como rios e
lagos perenes (EImoor-Loureiro et al. 2023), ignorando 0s mais extremos, como pogas
rochosas e lagos temporarios, que podem atuar como forte mecanismo de especiacao

(Frey 1991, Frey 1998).

A ocorréncia de espécies cripticas dentre os claddceros, que ja era relatada com
dados taxonémicos, ganhou maior suporte apds o uso de dados morfoldgicos integrados
aos dados moleculares, pois 0 que era definido como uma espécie cosmopolita, na
verdade, passaram a ser interpretadas como inumeras espécies morfologicamente
similares e geograficamente isoladas (Elias-Gutiérrez and Valdez-Moreno 2008, Xu et al.
2009; Bekker et al. 2016). Com o uso de ferramentas moleculares, a identificacdo se
tornou ainda mais delicada, uma vez que ha alta diferenciacdo genética em um grupo
morfologicamente parecido (Muller and Seitz 1995, Liu et al. 2018, Dumont et al. 2021).
Na regido Neotropical, especialmente no Brasil, estudos filogenéticos com dados
moleculares de espécies cripticas de cladoceros sdo extremamente escassos (Abreu et al.
2010, Castilho et al. 2015, Garibian et al. 2021), evidenciando uma grande urgéncia para

0 conhecimento da biodiversidade em Cladocera (EImoor-Loureiro et al. 2023).
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A descricdo original de Daphnia crystallina O.F. Miller, 1776, atualmente
denominada Sida crystallina (O.F. Miller, 1776), realocada por Straus, 1820, ao
descrever o género Sida Straus, 1820, foi o precursor das descri¢ces dentro da familia
Sididae Baird, 1850. Em 1848, Liévin descreveu Sida brachyura Liévin, 1848, que
posteriormente foi translocada para o género Diaphanosoma, considerando o tamanho
corporal, padrdo de espinhos na valva e caracteristicas fisiol6gicas. Deste modo, 0 nome
Diaphanosoma brachyurum passou a representar o material inicialmente descrito por
Liévin (1848), representando a espécie tipo do género de acordo com o Artigo 69 do
coédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN). Atualmente sabe-se que o
nome D. brachyurum foi utilizado para identificar de maneira equivocada populacfes ao
redor do mundo, incluindo aquelas distribuidas na América do Norte (Korovchinsky
2002) e na América do Sul (Elmoor-Loureiro, 1990). Portanto, Diaphanosoma
leuchtenbergianum Fisher, 1850, inicialmente descrita com caracteres subjetivos, deve
ser considerado como sinénimo de D. brachyurum. Foi s6 em 1981, com a descric¢do de
Diaphanosoma birgei Korinek, 1981, que a hipotese de um novo complexo de espécies,
diferente de D. brachyurum, passou a ser difundido na literatura, acarretando na
ampliacdo da distribuicdo geografica de D. birgei na regido Neartica e Neotropical, desde
o Canadé até Argentina (Korinek 1981, Korovchinsky 1992, Korovchinsky 2002; Elias-

Gutiérrez et al. 2008, Korovchinsky 2016, Korovchinsky 2018; EImoor-Loureiro 2023).

A distribuicdo geogréafica de D. birgei pode ser menor do que apresentado na
literatura (Korinek 1981, Dumont et al. 2021), uma vez que dados moleculares e
morfoldgicos tém revelando que algumas populacdes previamente identificadas como D.
birgei, possuem pouca divergéncia genética quando comparado, por exemplo, a
Diaphanosoma heberti Korovchinsky, 2002, mas muito distante entre elas (Elias-

Gutiérrez et al. 2008). Por mais que o género Diaphanosoma tenha passado por grandes
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processos de revisdes taxondmicas e caracterizagdes filogenéticas (Korovchinsky 2018,
Dumont et al. 2021, Karpowicz et al. 2022), o complexo de espécies relacionado a D.
birgei ainda continua sendo uma grande incdgnita, principalmente pela limitacdo dos
materiais descritivos e de revisdo (Korinek, 1981, Korovchinsky 1992, Dumont 1994,
Korovchinsky 2018). Esta perspectiva abre caminho para novos estudos moleculares,

taxondmicos e filogeograficos.

Do ponto de vista ecolégico, os Ctenopoda apresentam uma maior contribuicdo
para a biodiversidade em regibes tropicais e subtropicais quando comparado a regides
temperadas (Dumont 1994), além de possuirem uma das maiores contribuices para 0s
valores de biomassa dentre os organismos plancténicos de agua doce (Han et al. 2011).
O entendimento sobre a biologia comportamental e fisiologica de D. birgei permaneceu
negligenciada até o comeco do século, quando foi possivel entender melhor a relacao
direta do aumento da temperatura com a sua reproducéo e crescimento (Sipauba-Tavares
and Pereira 2008), além de preferéncias alimentares (Sipatba-Tavares and Bachion 2002,
Sipalba-Tavares et al. 2014). Ao mesmo tempo, fatores ambientais que influenciam a

distribuicdo de D. birgei em grandes escalas espaciais necessitam ser investigados.

O objetivo deste estudo foi investigar populaces brasileiras pertencentes ao
complexo de Diaphanosoma birgei Korinek, 1981 a partir de uma abordagem integrativa.
NoOs avaliamos a morfologia, a divergéncia genética e estrutura filogeografica
comparando populacGes da América do Norte e Brasil, assim como testamos a amplitude

de nicho climatico.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Area de estudo



24

A planicie de inundacdo do Alto rio Parana (PR/MS) (22°40' - 22°50’ S; 53°10' -
53°24" W), em territorio brasileiro, abrange aproximadamente 802,150 km?. Localizada
entre os reservatorios de Porto Primavera (SP) e Itaipu (PR), esse ecossistema é formado
por uma heterogeneidade de ambientes aquaticos com seus diferentes graus de
conectividade, tais como rios, canais, ressacos, lagoas temporarias e permanentes

(Agostinho et al. 2004, Souza-Filho 2009).

A lagoa Fechada, localidade tipo da espécie, estd localizada na planicie de
inundacdo do Alto rio Parana. Esta regido é afetada por constantes efeitos dos periodos
do pulso de inundacdo (Junk et al. 1989, Thomaz et al. 2004), que conecta os ambientes
e permite o fluxo de espécies (Lansac-Tdha et al. 2009, Bonecker et al. 2020), além de
tornar as caracteristicas ambientais homogéneas (Thomaz et al. 2007).

2.2.2 Delineamento amostral

Os individuos de Diaphanosoma sp. nov. utilizados para a analise molecular
foram amostrados na Lagoa Fechada, localizada na sub-bacia do rio Baia, Estado de Mato
Grosso do Sul, em marco de 2024, juntamente com as amostragens do projeto Pesquisa
Ecologica de Longa Duragdo (PELD/CNPQ): A planicie de inundacdo do alto rio Parana

(PELD-PIAP).

Para andlise morfoldgica, os individuos também foram amostrados na Lagoa
Fechada, aléem da Lagoa Ventura, sub-bacia do rio Ivinhema, Mato Grosso do Sul, Brasil
e rio Parana, na calha do rio e proximo a Ilha da Carioca, sub-bacia do rio Parana, Brasil.
Os demais individuos utilizados neste estudo foram obtidos em amostras ja coletadas
anteriormente.

2.2.3 Amostragem, identificacdo e analise taxondmica
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As amostras dos claddceros foram coletadas de forma composta nas regibes
pelagicas e litoréneas, das lagoas e rio, por arrasto vertical e horizontal, com rede de
plancton (68 pm). Imediatamente, apos a coleta, os individuos foram concentrados com
auxilio de uma rede de mesma malhagem e fixados com etanol absoluto (Exodo
Cientifica®, COD: AE07145RA) resfriado. As amostras foram acondicionadas em freezer
por uma semana e mantidas a 5°C posteriormente, conforme estabelecido por Prosser et
al. (2013) e Elias-Gutiérrez et al. (2018). Em laboratério, foi triado, pelo menos, um
organismo por local, identificada de acordo com literatura especializada (Korinek 1981,
Korovchinsky 1992, Korovchinsky 2018), acondicionado individualmente em eppendorf

com 10 Ml de agua Milli-Q e congelado para posterior sequenciamento.

O acesso ao patriménio genético dos cladoceros analisados foi autorizado pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado — SisGen n® AO7E682.

Para a descricdo da morfologia, os espécimes foram montados em gotas de
glicerina sobre laminas de vidro, cobertos com laminulas e analisados sob microscépio
optico de contraste de fase Olympus BX41. Os individuos foram dissecados com auxilio
de alfinetes e montados em laminas com glicerina para melhorar a visualizacdo de
estruturas anatémicas (valvas; antenas, anténulas, mandibulas, maxilas, po6s-abdome e
apéndices toracicos) (Korovchinsky 1992, Van Damme 2016, Korovchinsky 2018,
Dumont et al. 2021). As cerdas e demais estruturas do sexto apéndice toracico (P6) foram
enumeradas conforme o estudo de Dumont et al. (2021) (Figura 1) sem qualquer relacdo
de homologia com cladéceros da ordem Anomopoda. llustracbes foram realizadas com
auxilio de cdmara-lucida e transformadas em arquivos digitais usando mesa digitalizadora

e um software livre e de codigo aberto para edicdo de graficos vetoriais, Inkscape.
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Figura 1. Estrutura do P6 de Diaphanosoma sp. nov., apresentando sete cerdas na estrutura do

endopodito (EM); GN, gnatobase; EX, exopodito, Ex 1-5, cinco cerdas marginais do exopodito;
BSEX, cerda basal do exopodito; E, epipodito.

A andlise taxondmica e confirmacdo dos pontos de ocorréncia da espécie foi

realizada com organismos de diferentes partes do Brasil (Figura 2).
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Figura 2. Mapa do Brasil evidenciando as ocorréncias confirmadas das espécies e os locais de
identificacdo molecular e morfoldgica, com enfoque nas divisGes por regides hidrograficas do
pais.

2.2.4 Caracterizacdo das condi¢cdes ambientais

Nos trés locais de amostragens da planicie de inundacdo do alto rio Parana foram
obtidos dados de Ph, temperatura, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica (Ms/cm)
na sub-superficie, com auxilio de aparelhos portateis DIGIMED. Amostras de agua
também foram obtidas a sub-superficie, com auxilio garrafa de VVan Dorn (5 litros), e
acondicionadas em galdes e preservadas em gelo, para posterior analise em laboratorio

de nutrientes e clorofila. Dessas amostras preservadas, foram obtidas aliquotas de agua
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(250 MI) que foram preservadas em freezer (-200c) para posterior determinacdo das

concentragdes de nutrientes totais.

Outras aliquotas de &gua, foram filtradas em micro filtro de fibra de vidro GF
52/C, 47mm para estimar a concentragdo de clorofila a (ug/L), de acordo com 0 método
de Golterman (1978). Parte do volume filtrado (250 ml) foi acondicionado em frasco
esterilizado e no freezer (-200c) para posterior analise dos nutrientes dissolvidos em
laboratério. Outras aliquotas de dgua, também foram filtradas em micro filtro de fibra de
vidro GF 52/C, 47mm, previamente incinerados, para determinar a quantidade de material
em suspensao total e as formas orgénicas e inorganicas (mg/L), conforme Teixeira et al.
(1965). Ambos os filtros foram mantidos em freezer (-200c) para posterior analise desses

parametros em laboratorio.

Em laboratério, a concentracdo de clorofila-a (ug/L) foi estimada através do
método de extracdo de Golterman et al. (1978). A concentracdo do N-Total (ug/L) foi
determinada através do sistema de injecdo de fluxo (Bergamin et al. 1978), e a analise do
N-Nitrato (ug/L) foi realizada através do método de injecdo de fluxo (Giné et al. 1980),
seguindo o mesmo procedimento que converte o nitrato a nitrito (usado para o nitrogénio
total). O N-amoniacal (ug/L) foi determinado pela oxidagao por hipoclorito de sodio e
fenol, em meio moderadamente alcalino e tendo como catalisador o nitroprussiato de
sodio, resultando no composto indofenol, que é quantificado por espectrofotometria
(Koroleff, 1976). A digestdo das amostras de dgua para estimativa da concentracdo do P-
Total (ug/L) foi realizada em autoclave, na presenca de um catalisador, e para a leitura,
seguiu 0 mesmo procedimento do P-ortofosfato (ug/L), que foi determinado conforme

Mackereth et al. (1978).

2.2.5 Extragéo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento
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A extracdo do DNA de organismos de corpo inteiro foi realizada utilizando o kit
em colunas QlAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®), conforme o protocolo
sugerido pelo fabricante. Apos a extracdo, o0 DNA foi quantificado em espectrofotdmetro

NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific®).

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizado um
termociclador ProFlex™ 3 x 32-well PCR System da Applied Biosystems®. A reagdo
para a amplificacdo do DNA dos cladéceros foi realizada com 1,25 U de Platinum Taq
DNA polimerase (5 U/M], Invitrogen), Tris-KCL (20 Mm Tris—-HCI Ph 8,4 com 50 Mm
KCI), 1,50 Mm MgClz, 0,1 Mm de cada Dntp, 2,5 Mm de cada primer especifico para a
regido mitocondrial do citocromo c¢ oxidase subunidade I (COI), DNA molde (10 ng) e
agua Milli-Q para um volume final de 25 pL. Os primers utilizados e as condicOes de

PCR estédo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Marcador molecular e primer Zplank com as sequéncias (5’-3") e as condi¢des para a
amplificacdo do DNA de Diaphanosoma sp. nov. da planicie de inundacéo do Alto rio Parana.

Marcador Primers (5'-3") Condicdo PCR Referéncias
1 ciclo de 5 min a 95°C, 40
ZplankF1 t1 ciclos de 60 s a 95°C Prosser et al.
col (TCTASWAATCATAARGATATTGG) (desnaturacdo), 90 s a 42°C (2013)
ZplankR1 t1 (anelamento) e 90 s a 72°C | Bekker et al.
(TTCAGGRTGRCCRAARAATCA) (extensdo), sequido por 1 (2016)
ciclode 6 mina 72°C

Os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose 1% e o tamanho
dos fragmentos foi estimado com a utilizacdo de um marcador de peso molecular
conhecido (DNA Ladder 100 pb). Os produtos obtidos da amplificacdo do DNA foram
purificados seguindo protocolo descrito por Rosenthal et al. (1993). O sequenciamento
foi realizado em sequenciador automatico ABI 3500 da Applied Biosystems® e

utilizando o kit BigDye® Terminator.

2.2.6 Anélise dos dados
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As sequéncias obtidas foram editadas de forma manual no software BioEdit v7
(Hall 1999). O alinhamento foi realizado pelo programa MEGA11 (Kumar et al. 2016), a
partir do algoritmo de alinhamento multiplo CLUSTAL W. A ferramenta BLASTn foi
usada com o objetivo de comparar as sequéncias obtidas com aquelas disponiveis no
GenBank®. A caracterizagdo dos haplotipos foi realizada pelo programa DnaSP v6 (Rozas
et al. 2017), a fim de obter o nimero de sitios variaveis (S), nimero de haplétipos (h) e
diversidade haplotipica (Hd). A rede de haplétipos foi gerada pelo programa Hapsolutely

(Vences et al. 2024) pelo algoritmo median-joining (Bandelt et al. 1999).

Além disso, sete sequéncias de Diaphanosoma birgei dos Lagos Little Joe, Lago
Erie e Lago Pinehurst da regido Neartica, provenientes do Canad4, e uma sequéncia
proveniente do reservatorio de Furnas, Brasil, foram utilizadas na rede de haplotipos e no
cladograma. Outras espécies que compdem o género Diaphanosoma foram incluidas nas
analises para comparar com amostras do Brasil (APENDICE A), e cujos dados est&o
disponiveis no BOLD Systems Vers&o 4 e GenBank®. Como grupo externo foi adicionada

uma sequéncia de Daphnia magna retirada do GenBank® (GU680596).

Para realizar o calculo da distancia K2P foi utilizado o programa MEGA7. O
modelo de substitui¢cdo nucleotidica selecionado pelo software 1Q-TREE (Trifinopoulos
et al. 2016) foi o GTR + G4 (Hasegawa et al. 1985). A reconstrucao filogenética foi
realizada utilizando o programa MEGALL, construida pelo método de maxima

verossimilhanca com 1000 reamostragens de bootstrap.
2.2.7 Sobreposicao de nicho climatico

Devido a elevada similaridade morfologica entre os individuos do género
Diaphanosoma Fischer (Kotov and Korovchinsky 2006), mesmo com uma grande

distancia filogenética evidenciada por trabalhos atuais (Elias-Gutierrez et al. 2008,
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Dumont et al. 2021, Karpowicz et al. 2022), a sele¢do das coordenadas de ocorréncia foi
cuidadosamente baseada nos locais de coleta das descricbes originais. Para
Diaphanosoma birgei Korinek, 1981, foram utilizadas 13 coordenadas localizadas no
Canada. J& para Diaphanosoma sp. nov., descrita e identificada neste estudo a partir de
individuos amostrados no Brasil, foram utilizadas 32 coordenadas confirmadas
taxonomicamente. Coordenadas sobrepostas foram retiradas da analise, a fim de reduzir
vieses na analise de nicho climético. Todas as analises foram realizadas no Rstudio, um
ambiente de desenvolvimento integrado para a linguagem de programacéo R na versédo

4.4.3 (R Core Team 2024).

2.2.8 Variaveis ambientais

Para a extracdo das variaveis climéticas e de altitude do banco de dados do

WorldClim 2.1 (https://www.worldclim.org/data/worldclim21.html) com 2,5 minutos de

arco de resolucéo espacial (Fick and Hijmans 2017), foi estabelecida uma malha de 4.5km
para extracao das variaveis nas coordenadas de ocorréncia das espeécies, que foi realizada
com a fun¢do “extract” do pacote “raster” (Hijmans and Van Etten 2014). As variaveis
utilizadas foram: Dados de elevacgéo (altitude); BIO1 = Temperatura média anual; B1O2
= Variacgdo diurna média (Meédia das diferencas entre maximas e minimas mensais); BIO3
= Isotermalidade (BIO2/BIO7) (* 100); BIO4 = Sazonalidade da temperatura (desvio
padrdo *100); BIO5 = Temperatura maxima do més mais quente; BIO6 = Temperatura
minima do més mais frio; BIO7 = Amplitude térmica anual (BIO5 — BIO6); BIO8 =
Temperatura média do trimestre mais Umido; BIO9 = Temperatura média do trimestre
mais seco; BIO10 = Temperatura média do trimestre mais quente; BIO11 = Temperatura
média do trimestre mais frio; BIO12 = Precipitacdo anual; BIO13 = Precipitacdo do més
mais umido; BIO14 = Precipitacdo do més mais seco; BIO15 = Sazonalidade da

precipitacdo (coeficiente de variacdo); BIO16 = Precipitagdo do trimestre mais Umido;
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B10O17 = Precipitagdo do trimestre mais seco; BIO18 = Precipitagdo do trimestre mais

quente; BIO19 = Precipitacdo do trimestre mais frio (WorldClim, 2020).

Para a selecéo das variaveis mais adequadas a partir do filtro de colinearidade, foi
feita uma matriz de correlacdo de Pearson (Pearson 1895) comparando cada variavel par
a par e retirando todas aquelas com o valor de r > 0,7 por meio da funcéo
“findCorrelation” do pacote “caret” (Kuhn 2008), evitando redundancia na analise. Apds
a selecdo foram utilizadas as seguintes variaveis: Dados de elevagdo (altitude); BIO6 =
Temperatura minima do més mais frio; BIO7 = Amplitude térmica anual (BIO5 — BIO6);
B10O10 = Temperatura média do trimestre mais quente; BIO11 = Temperatura média do
trimestre mais frio; BIO12 = Precipitacdo anual; BIO18 = Precipitacdo do trimestre mais

quente.

2.2.9 Analise de componentes principais (PCA)

Para essa andlise, as variaveis climaticas foram previamente padronizadas com a
fungdo “decostand”, método “standardize” do pacote vegan (Oksanen et al. 2018) e a
fungao “prcomp” foi utilizada para realizar a analise de componentes principais (PCA),
que foi visualizada por meio do pacote “ggplot2” (Wickham 2016), para comparar a
amplitude de nicho climéatico entre Diaphanosoma sp. nov. e Diaphanosoma birgei
Korinek, 1981. Foi utilizada uma analise de variancia permutacional multivariada
(PERMANOVA) com a fun¢ao “adonis2” do pacote “vegan” no R (Oksanen et al. 2018)
considerando 999 permutagfes para testar se as médias multivariadas (variabilidade) dos
grupos sdo diferentes com base nas variaveis ambientais ou se essa diferenca ocorre por
efeitos estocésticos. Também utilizamos a funcdo “permdisp” do pacote “vegan”
(Oksanen et al. 2018) para testar a homogeneidade da dispersdo e a analise de variancia

(ANOVA) para testar se ha diferenca significativa entre essas dispersoes.
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2.3 Resultados

2.3.1 Anélise molecular

As sequéncias COIl dos vinte e um espécimes analisados apresentaram um
alinhamento final de 523 pb, com 101 sitios varidveis. Segundo a ferramenta BLAST, a
sequéncia obtida para o espécime da planicie de inundacao do Alto rio Parané foi idéntica
a sequéncia disponivel no GenBank proveniente do reservatério de Furnas (MG), também

demonstrado pelo teste de Pairwise Deletion calculado pelo modelo K2P.

Na rede de haplotipos foi possivel observar que o Hap_1 é exclusivo do Brasil e
que a regido Neartica possui haplotipos diferentes entre os trés locais amostrados. Os
haplotipos Hap_2 e Hap_3 ocorrem apenas no Lago Pinehurst (Lago 1), o Hap_4 apenas
no Lago Little Joe (Lago 2) e os Hap_5 e Hap_6 no Lago Erie (Lago 3) (Figura 3). Esses
resultados revelam que as populacbes que ocupam o0s lagos na regido Neartica,
principalmente pelo nimero de mutagdes, sao, provavelmente, espéecies diferentes, assim

como os haplotipos que ocupam a regido Neotropical.
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Figura 3. Rede de hapl6tipos construida pelo programa hapsolutely com as sequéncias de
Diaphanosoma birgei da regido Neartica disponiveis no BOLD e GenBank®, com as sequéncias
de Diaphanosoma sp. nov. da regido Neotropical.

A éarvore génica obtida demonstrou uma clara divisdo entre o0 género
Diaphanosoma e Neodiaphanosoma, com elevado suporte estatistico para o ramo. Até
que haja uma descricdo de acordo com o Codigo Internacional de Nomenclatura
Zooldgica (ICZN), recomenda-se seguir apenas Diaphanosoma volzi Stingelin, 1905 e
Diaphanosoma bergamini Paggi & Rocha, 1999 como subgénero Neodiaphanosoma
(Korovchinsky, 2018; Sousa & Elmoor-Loureiro 2021). Os exemplares brasileiros de
Diaphanosoma sp. nov., anteriormente descritos como D. birgei, formaram um grupo
diferente das sequéncias de D. birgei da regido Neartica, regido tipo da espécie, sendo um
grupo irmao de D. cf. heberti, revelando rela¢cdes bastante claras envolvendo os clados,

mas que podem ocasionar discussdes morfologicas complexas (Figura 4).
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Figura 4. Arvore génica construida a partir do método de méaxima verossimilhanga com a
sequéncia de Diaphanosoma sp. nov. do presente estudo, com as demais sequéncias extraidas de
bancos de dados, com enfoque nas sequéncias de D. birgei.

2.4 Sobreposigéo de nicho climético

A espécie descrita para a regido Neartica, mesmo em uma regido tédo
climaticamente distinta da espécie nativa da regido Neotropical, apresenta uma pequena
sobreposicdo da amplitude de nicho climéatico (Figura 5), evidenciado uma possivel
relacdo de adaptacdo fisiologica ao longo do processo evolutivo. Os valores de R? da
PERMANOVA indicam que 17,3% da variacdo dos dados ambientais podem ser
explicados pela diferenca que existe entre Diaphanosoma sp. nov. e D. birgei, com valor

de p = 0,001 e a betadisper com valor de p = 0,238.
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Amplitude de nicho climatico
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Figura 5. Analise de componentes principais comparando a amplitude de nicho climatico entre
Diaphanosoma sp. nov. e D. birgei.

2.5 Sistematica

Classe Branchiopoda Latreille, 1817
Ordem Ctenopoda Sars, 1865
Familia Sididae Baird, 1850

Género Diaphanosoma Fisher, 1850

Diaphanosoma sp. nov.
Diaphanosoma birgei in Korinek, (1981) partim: Lago Jacaretinga, Amazonas, Brasil;
Elmoor-Loureiro, (1990); EImoor-Loureiro, (1997); Espindola et al., (2000); Nogueira,

(2001); Sousa & Elmoor-Loureiro (2021).
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Localidade tipo: Lagoa Fechada (22°42°38S,53°16°33”W), sub-bacia rio Baia, Mato

Grosso do Sul, Brasil.

Material examinado: Trinta e duas f€meas partenogenéticas da Lagoa Fechada,
(22°51°24°S,53°36°01”°0), sub-bacia rio Baia, Mato Grosso do Sul, Brasil. Marco de
2024, Coletor: Matheus Juan Alarcon Sampaio. Quatro fémeas partenogenéticas da Lagoa
Ventura (22°42°38°S,53°16°3370), Parque Estadual das Varzeas da sub-bacia do rio
Ivinhema, Mato Grosso do Sul, Brasil. Mar¢o de 2024, Coletor: Matheus Juan Alarcon
Sampaio. Duas fémeas partenogenéticas do rio Parana (22°47°34.8”°S,53°22°03.0”0), rio
Parana, proximo a Ilha da Carioca, Parana, Brasil. Mar¢o de 2024, Coletor: Claudia Costa
Bonecker. Cinco fémeas partenogenéticas do 1io Paraguai
(16°53°20.907S,57°29°37.750), Pantanal, Mato Grosso, Brasil. Marco de 2020, Coletor:
Wilkinson Lopes Léazaro. Dez fémeas partenogenéticas do rio Paranda (25°10°217’S,
54°17°4670), rio Ocoi, reservatorio de Itaipu, Paranda, Brasil. Setembro de 2024 e
fevereiro de 2025, Coletor: Joao Vitor da Fonseca. Trés fémeas partenogenéticas na
Lagoa Bonita, Esta¢do Ecologica de Aguas Emendadas (15°35°22.17’S, 47°41°50.17°0),

Planaltina, Distrito Federal, Brasil. Maio de 2008, Coletor: Francisco Diogo Rocha Sousa.

Material tipo. Holdtipo: Fémea partenogenética adulta ndo dissecada, armazenada em
tubo com etanol 92%, sera depositada no Museu de Zoologia da Universidade de Sédo
Paulo.

Paratipos: Quinze fémeas partenogenéticas adultas ndo dissecadas da Lagoa Fechada,
(22°42°387S,53°16°33”0), sub-bacia do rio Baia, Mato Grosso do Sul, Brasil

(FDRS0817); material coletado em marco de 2024 por Matheus Juan Alarcon Sampaio.
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Descrigdo da fémea adulta partenogenética
Aspecto geral (Figura6 — A, Ce D).

Corpo grande e alongado, com uma relagdo altura/comprimento variando de 287-
516 pum. Cabeca densa em musculatura com regido supraocular bem desenvolvida,
representando aproximadamente 1/3 do tamanho do corpo (para dados morfométricos,
ver Tabela 2). A regido dorsal da valva é levemente convexa, sendo mais acentuada em
fémeas portadora de ovos, com uma inflex&o presente na regido posterior da valva e no

centro da margem na regido ventral. Camara de ovos com a presenca de 1-2 ovos.

Tabela 2. Dados morfométricos obtidos a partir da analise de Diaphanosoma sp. nov. de sua
localidade tipo, com variagdo de tamanho (Range), valor médio, desvio padrdo (SD) e coeficiente
de variacdo (CV) numero de individuos (n).

n Range (um) | Média (um) | SD (um) | CV (%)
C i _
omprimento 15 1305 - 820 1112,0 1415 127
(Hm)
Alturad t
Hra dopomto | 15 | 580235 465,0 1073 | 231
médio (um)
Alt Axi
Hramaxima -\ 95 | 00— 305 482,7 99,4 20,6
(Hm)
Comprimento
15 | 415-260 340,7 52,9 15,5
cabeca (um)
Largura cabeca
15 | 265-145 229,7 36,9 16,1
(Hm)
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Figura 6. Diaphanosoma sp. nov. fémeas da lagoa Fechada. A) aspecto geral. B) regido postero-
ventral da valva. C) variagdes da morfologia corporal. D) vista ventral e dorsal. E) gancho valvar.

F) estruturas que compdem a valva em sua regido ventral, postero-ventral e posterior. Escalas de
100 um (A-F).
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Carapaca (figura6 — B, E e F).

Margem ventral posterior das valvas composta por 5-9 grupos de denticulos
(Figura 6-B), formados por um denticulo de base larga, seguido por 1-4 denticulos
marcadamente menores, que pode ser aproximadamente do mesmo tamanho que os
denticulos de base larga, e uma cerda entre eles; grupo de denticulos diminuindo
gradativamente em direcéo a inflexdo na regido posterior da valvar. Inflexdo na regido
marginal do centro da valva com 8-11 cerdas longas e plumosas. Presenca de um gancho

valvar alongado com base robusta e cerdas finas e curtas em sua margem.

Estruturas cefalicas (figura 7 — A-H).

Presenca de olho composto com didmetro de 43-62,4 um, ocelo ausente. Rostro
ausente, labro reduzido e aproximadamente duas vezes mais largo do que comprido,
apresentando uma relacdo largura/comprimento com o basipodito da antena 4,5 vezes
menor, margem convexa com a extremidade distal alongada.

Anténula — Al (figura 7) cerca de 2,8 vezes mais comprida do gque larga, com 6 estetascos
na extremidade distal e um flagelo cerca de 1,8 vezes maior do que o corpo antenular.
Antena— A2 (figura 7) longa e densa em musculatura, com as cerdas alcangando a margem
posterior da valva. Basipodito da antena apresenta regido proximal robusta (relacao
largura/comprimento variando de 350-510 um), duas cerdas sensoriais presentes; cerda
proximal aproximadamente duas vezes maior do que o primeiro segmento do exopodito,
cerda distal cerca de duas vezes o tamanho da cerda sensorial proximal e
aproximadamente duas vezes menor do que o segundo segmento do exopodito.
Extremidade distal interna do primeiro segmento do endopodito com um espinho
alongado, cerca de 2/3 do tamanho do espinho da extremidade distal do segundo

segmento do endopodito. O espinho da extremidade distal externa do segundo segmento
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Figura 7. Diaphanosoma sp. nov. fémeas da lagoa Fechada. A) regido distal do basipodito da
antena, com enfoque no espinho do basipodito, e o primeiro segmento do endopodito. B)
pendltimo e ultimo segmento do exopodito da antena. C) forma geral do corpo da antena. D)
anténula. E) representacdo geral das estruturas cefélicas. F) labro. G) regido mais proximal do
basipodito da antena. H) forma geral das cerdas da antena. Escalas de 100 pm.
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do exopodito possui uma base alongada e é proporcional em tamanho ao espinho da
extremidade distal externa do terceiro segmento do exopodito. Segundo espinho do
terceiro segmento distal do exopodito apresenta uma base larga equivalente a metade do

seu comprimento. Férmula antenal, cerdas: 4-8/0-1-4 (Figura 7-C)

Apéndices toracicos (figuras 8 A-F e 9 A e B): Seis pares de apéndices toracicos.
Primeiro apéndice (figura 8 - A).

Epipodito com formato oval duas vezes mais comprida do que larga, sem a
presenca de estruturas adicionais. Exopodito alongado sendo aproximadamente trés vezes
mais comprido do que largo, com 10 setas plumosas que variam em formato e tamanho,
sendo a cerda proximal mais espessa e a distal mais fina do que as demais. A face interna
do exopodito contém trés elementos que diferem em formato e tamanho e dois hillocks
com espiculas rigidas de base espessa, enquanto a face externa contém um elemento e
quatro hillocks com espiculas rigidas e base espessa. Endopodito alongado com duas
cerdas ndo segmentadas na regido distal, seguido por 36 cerdas filtradoras
bissegmentadas, simétricas na face externa. Gnatobase com uma cerda maior do que as
demais, bissegmentada e uma mais espessa sem segmentacdo de mesmo tamanho das
cerdas filtradoras, seguidas por 18 cerdas filtradoras bissegmentadas sem variacdo de

tamanho e formato.

Segundo apéndice (figura8 — B e C).

Epipodito com formato oval, sem a presenca de estruturas adicionais. Exopodito
alongado, aproximadamente cinco vezes mais comprido do que largo, com 10 cerdas
plumosas que variam de formato e tamanho, sendo a cerda proximal mais espessa e a

distal mais afinada e menor do que as demais. Endopodito alongado com duas cerdas ndo
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Figura 8. Diaphanosoma sp. nov. fémeas da lagoa Fechada. A) primeiro par de apéndice toracico.
B) segundo par de apéndice toréacico. C) gnatobase do segundo par de apéndice toracico. D)
terceiro par de apéndice toracico. E) quarto par de apéndice toracico. F) quinto par de apéndice
toracico. Apenas a primeira cerda do endopodito (En) estd representada por completo. A cerda
maior da gnatobase (Gn) esta representada corretamente na letra B. Escalas de 100 pum.
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segmentadas na regido distal, seguido por 25 cerdas filtradoras bissegmentadas,
simétricas na face externa. Um espinho com base larga medindo 38 um de comprimento
na regido central do endopodito. Gnatobase com uma cerda maior do que as demais,
bissegmentada e uma mais espessa sem segmentacdo de mesmo tamanho das cerdas
filtradoras, seguidas por 24 cerdas filtradoras bissegmentadas sem variacdo de tamanho e

formato; um elemento alongado em formato de ponta de lanca na regido mais proximal.

Terceiro apéndice (figura 8 - D).

Epipodito com formato oval aproximadamente duas vezes mais comprido do que
largo, sem a presenca de estruturas adicionais. Exopodito alongado, aproximadamente
duas vezes mais comprido do que largo, com 11 cerdas plumosas que variam de formato
e tamanho, sendo a cerda proximal mais espessa e a distal mais afinada do que as demais.
A face interna do exopodito contém dois hillocks com espiculas rigidas de base espessa,
enquanto a face externa contém quatro hillocks com espiculas rigidas e base espessa.
Endopodito alongado com duas cerdas ndo segmentadas na regido distal, seguido por 33
cerdas filtradoras bissegmentadas, simétricas na face externa. Gnatobase com uma cerda
maior do que as demais, bissegmentada e uma cerda mais espessa sem segmentacao,

seguidas por 19 cerdas filtradoras bissegmentadas sem variacdo de tamanho e formato.

Quarto apéndice (figura 8 - E).

Epipodito com formato oval, sem a presenca de estruturas adicionais. Exopodito
pouco alongado, sendo a largura aproximadamente 2/3 do comprimento, com 9 setas
plumosas que variam de formato e tamanho, sendo a seta proximal mais espessa e a distal
mais afinada e menor do que as demais. Endopodito alongado com duas cerdas ndo

segmentadas na regido distal, seguido por 21 cerdas filtradoras bissegmentadas,
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simétricas na face externa. Gnatobase com uma cerda maior do que as demais,
bissegmentada e uma cerda mais espessa sem segmentagdo, seguidas por 14 cerdas

filtradoras bissegmentadas, sem varia¢do de tamanho e formato.

Quinto apéndice (figura 8 - F).

Epipodito com formato oval mais alto e menos largo do que o exopodito, sem a
presenca de estruturas adicionais. Exopodito pouco alongado, sendo 10 um mais alto que
largo, com 9 cerdas plumosas que variam de formato e tamanho, sendo a seta proximal
mais espessa e a distal mais afinada do que as demais. A face interna do exopodito contém
um hillock com espiculas rigidas de base espessa. Endopodito alongado com duas cerdas
ndo segmentadas na regido distal, sequido por 20 cerdas filtrantes bissegmentadas
simetricas na face externa. Gnatobase com uma cerda maior do que as demais,
bissegmentada, uma espessa sem segmentacdo, seguidas por 17 cerdas filtradoras

bissegmentadas sem varia¢ao de tamanho e formato.

Sexto apéndice (figura 9 — A e B).

Epipodito com oval, sem a presenca de estruturas adicionais. Exopodito reduzido
em comprimento, com um hillock na face interna e 5 cerdas plumosas, sendo as cerdas
EX2, EX3 e EX4, em média, duas vezes maiores do que a cerda EX5, e semelhantes em
tamanho, com dois elementos variaveis em tamanho e formato, além de uma cerda
adicional “BSEX”, proxima ao epipodito. Endopodito alongado com 7 cerdas plumosas,
ndo segmentadas que ficam reduzidas e com base mais espessa na regido proximal, com
a presenca de um elemento. Gnatobase com uma Unica cerda alongada e ndo segmentada,
com a presenca de trés elementos alongados com base robusta, sendo o mais proximal

coberto por espinhos.
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Figura 9. Diaphanosoma sp. nov. fémeas da lagoa Fechada. A) forma geral do sexto par de
apéndice toracico. B) elementos varidveis na extremidade distal do exopodito do sexto par de
apéndice toracico. C) forma geral e estruturas do pés-abdémen. Escalas de 100 pm.
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Estruturas do pés-abdémen (figura 9 - C):

A largura do PA ¢ equivalente a % do seu comprimento total, sendo mais largo do
que comprido na regido proximal e mais alongado na regido distal. Garras pos-
abdominais em formato de foice e alongadas, sendo aproximadamente metade do
comprimento do p6s-abdémen e coberta de espinhos nas laterais da garra. A regido distal
da superficie ventral da garra possui trés espinhos grandes e curvados que aumentam
gradativamente, seguidos por 5-9 espinhos marcadamente menores com base robusta,
sendo a garra coberta lateralmente por espiculas. Sequéncia de 4-6 espinhos com base

robusta na lateral do corpo do pds-abdémen com duas cerdas abdominais longas.

Macho. Descrito inicialmente como macho de Diaphanosoma birgei em Elmoor-

Loureiro (1990).

Diagnose diferencial.

A espécie Diaphanosoma sp. nov. foi descrita a partir do conhecido complexo de
D. birgei (Korovchinsky, 1992; Elias-Gutiérrez et al., 2008; Korovchinsky, 2018). Além
de diferencas moleculares, filogeograficas e ecoldgicas, a presenca de um dnico gancho
valvar distingue Diaphanosoma sp. nov. de Diaphanosoma birgei Korinek, 1981, que
possui dois ganchos; Diaphanosoma edmondisoni Korovchinsky, 2016 ndo apresenta
gancho valvar, enquanto Diaphanosoma fluviatile Hansen, 1899 e Diaphanosoma
lacustris Korinek, 1981 apresentam um gancho valvar de de base larga. A espécie
Diaphanosoma heberti Korovchinsky, 2002 apresenta uma variacdo no namero de
ganchos valvares, sendo muito similar em formato e tamanho com o gancho de
Diaphanosoma sp. nov.. Os denticulos anais pds-abdominais presentes em

Diaphanosoma sp. nov. sdo ausentes em D. heberti. Além disso, o nimero de espinhos
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da margen posterior da valva varia de 1-4 para Diaphanosoma sp. nov. e 3-8 para D.
heberti. Outra caracteristica relevante que deve ser considerada quando comparada com
D. heberti € a regido supraocular bem desenvolvida com uma depressdo acentuada em
Diaphanosoma sp. nov..

A espécie européia Diaphanosoma brachyurum Liéven, 1848 apresenta 0s
mesmos padrdes de espinhos na valva, 0 mesmo numero de ganchos valvares com
formato semelhante e em média o mesmo tamanho corporal do que Diaphanosoma sp.
nov. (para dados morfométricos ver a Tabela 2); no entanto D. brachyurum, ndo apresenta
uma depressdo na regido supraocular e o espinho agudo presente na extremidade distal
do basipodito da antena, e sim possui um espinho lanceolado, muito diferente do
observado em Diaphanosoma sp. nov. (figura 7). Como ndo ha uma descri¢cdo adequada
dos apéndices toraxicos de D. brachyurum, ndo h& muitas caracteristicas morfologicas
estaveis para comparacao. Certamente este complexo € bastante justificado do ponto de
vista morfoldgico, as modificacbes mais marcantes estdo nos machos, descritos em
Elmoor-Loureiro (1990). Para Diaphanosoma orghidani orghidani Neagrea, 1982 e
Diaphanosoma orghidani transamurensis Korovchinsky, 1986, os espinhos da valva sao
bastante numerosos e ndo ocorre pequenos grupos de denticulos entre esses espinhos,
assim como ocorre em Diaphanosoma mongolianun Ueno, 1938, que também apresenta
um gancho valvar, mas este possui base robusta e é marcadamente menor do que o

presente em Diaphanosoma sp. nov..

Distribuicdo, biologia e ecologia de Diaphanosoma sp. nov.
Distribuicdo predominantemente tropical, com ocorréncias conhecida apenas para
o territério brasileiro, podendo ocorrer em outros paises da América Latina. Ecologia

comportamental e reprodutiva desconhecidas.
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Durante o periodo de coleta em marco de 2024, o valor médximo e minimo dos
parametros abi6ticos da &gua dos trés locais de ocorréncia da espécie na planicie de
inundacdo do alto rio Parand, foram: temperatura 26,9-32,7 °C; oxigénio dissolvido 3,7-
7,4 mg L™'; condutividade elétrica 34,6-77,3 uS cm™'; Ph 5,97-7,68; N-Total 183-245 ug
L; nitrato 53,5-81,2 pg L; nitrogénio amoniacal 5,6-25,0 ug L; fosforo total 4,1-70,8
pg Lt fosfato 1,2-18,0 ug L; clorofila 2,6-7,3 ug L™!; material inorganico em suspensao
1,02-3,80 mg L™'; material organico em suspensao 0,88-1,15 mg L. Todos os locais de
ocorréncia de Diaphanosoma sp. nov., espécies de macréfitas estavam presentes nas

magens.

Chave de identificacdo de espécies brasileiras de Diaphanosoma Fischer, 1850

(adaptada de Sousa & EImoor-Loureiro 2021)

12, Margem posteroventral das valvas com uma cerda entre os denticulos; regido posterior
da valva com a presenca de um Unico gancho valvar.............cccocvveiiviie s 2

1b. Margem posteroventral das valvas apenas com denticulos; valva com inflex&o larga
em forma de aba PreSENE........ccvivie e e 3

28, Margem posteroventral das valvas com grupos formados por denticulos de base larga,
com uma cerda entre cada grupo, com um gancho alongado na regido posterior da valva....
........................................................................................................ Diaphanosoma sp. nov.

2b. Margem posteroventral das valvas com denticulos pequenos e semelhantes, e cerdas
esparsas, com um gancho valvar pequeno de base larga na regido posterior da valva...........
............................................................................... Diaphanosoma fluviatile Hansen, 1899

32, Margem das valvas armada com denticulos de diferentes tamanhos.......................... 4
3b. Margem das valvas armada com denticulos pequenos de tamanho semelhante......... 5

423 Margem posteroventral das valvas com grupos formados por um denticulo espesso e
1-4 denticulos curtos de comprimento semelhante.............cccooveveeie i,
............................................................................. Diaphanosoma spinulosum Herbst, 1967

4b. Margem posteroventral das valvas com grupos formados por denticulos delgados que
aumentam de comprimento em direcdo a parte posterior davalva..............ccccceeveiecieiiennn,
.................................................................................. Diaphanosoma brevireme Sars, 1901
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52 Margem posteroventral das valvas armada com espinulas diminutas; margem
posterodorsal do pds-abdome com proeminéncias arredondadas.............ccceevereiviesiviinennns
............................... Diaphanosoma (Neodiaphanosoma) bergamini Paggi & Rocha, 1999

5b. Margem posteroventral das valvas armada com uma fileira de espinhos; margem
posterodorsal do pos-abdOme liSA...........coeviiiiiieiiie e

2.6 Discussao

Complexos de espécies em claddceros sdo relatados em estudos taxonémicos
desde o século passado (Frey 1995). No entanto, com a implementacdo de métodos de
analise molecular, esses relatos foram intensificados visto que foi possivel comparar
diferentes populagdes em um curto periodo de tempo, muitas vezes em detrimento da
compreensdo de variagdes morfologicas (Elias-Gutierrez et al. 2008, Bekker et al. 2016,

Elias-Gutiérrez et al. 2018).

Utilizando DNA barcode, Elias-Gutiérrez et al. (2008) sugeriram que
Diaphanosoma birgei Korinek, 1981 corresponde a um complexo de pelo menos cinco
espécies. Os resultados corroboraram esse estudo e revelaram que este complexo é
formado por espécies cujas distribuicdes estdo restritas a regides de menor amplitude
geogréfica. I1sto modifica o padrdo difundido na literatura que indicava a distribuicao de
D. birgei desde o norte do Canada, até a Argentina (Korinek 1981, Korovchinsky 1992,
Korovchinsky 2018). Por meio de dados moleculares, foi possivel construir uma rede de
haplotipos que evidenciou a elevada distancia genética das populacdes que eram

consideradas como mesma espécie.

A variacdo da amplitude de nicho de cada espécie era esperada, principalmente
por se tratar de regides climaticas muito distintas. Como demonstrado por Korovchinsky

(2002), mesmo algumas espécies de Diaphanosoma demonstrando uma maior frequéncia
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de ocorréncia em determinadas areas, muitos desses locais compartilham coocorréncia
com outras espécies que compdem o género. Os lagos da regido Neartica possuem uma
distancia aproximada de 150 e 300km entre eles, enquanto os exemplares brasileiros
encontrados na Lagoa Fechada e no reservatorio de Furnas, possuem uma distancia
aproximada de 1.200km por vias hidrolégicas. No entanto, os haplétipos da regido
Nedrtica, apesar de relativamente proximos geograficamente, ndo possuem conexao por
vias hidroldgicas, sdo distantes geneticamente e, provavelmente, compdem espécies
distintas (Elias-Gutierrez et al., 2008), enquanto os exemplares brasileiros, mesmo com
quatro vezes a distancia geografica, formam um Unico haplotipo na planicie de inundacao

do alto Rio Parana.

Como as bases de dados ainda consideram esses complexos de especies como um
anico taxon, com uma ampla distribuicéo, alguns estudos, como o0s ecoldgicos, podem
repassar informacgdes incorretas. Uma ferramenta atual e amplamente difundida na
macroecologia, ¢ a modelagem de nicho ecoldgico, sendo essencial para compreender
melhor os padrdes de distribuicdo das espécies e como as mudancas nos padrbes
climaticos podem afetar diferentes populagdes em uma determinada area (Peterson and
Soberén 2012). No entanto, esse tipo de analise pode ser bastante arriscada com 0s
individuos zooplanct6nicos, uma vez que ja sdo conhecidos grandes complexos de
individuos em regifes climaticas muito distintas (Elias-Gutierrez et al. 2008, Bekker et
al. 2016). Fazer a extracdo dessas coordenadas de ocorréncia em bases de dados sem um
filtro taxondmico adequado, pode levar a um modelo ndo real com diferentes espécies
que sdo geograficamente isoladas. E assim, prever, por exemplo, cenarios futuros de
distribuicdo das espécies em uma determinada area, frente as mudancas climaticas, pode

ser equivocado.
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Os resultados apontaram que o clado sul-americano forma um grupo irmdo com
Diaphanosoma heberti e ndo com D. birgei. Esses resultados sdo um grande alerta para
estudos futuros envolvendo revisGes taxondmicas de Ctenopoda nas regides Neartica e
Neotropical, evidenciando a lacuna que existe no real conhecimento da diversidade de
claddceros (Forro et al. 2008). Ao interpretar as relagcdes filogenéticas dentro de
Diaphanosoma, Dumont et al. (2021) sugeriram a separagdo em duas linhagens com
status de género: Diaphanosoma s.s. e Neodiaphanosoma. Conforme esperado pela
morfologia, Diaphanosoma sp. nov. pertence a linhagem de Diaphanosoma s.s., embora
0 status de Neodiaphanosoma seja questionavel uma vez que ndo existe base

nomenclatural para tal interpretacéo.

A historia taxondmica relacionada a descri¢do de Diaphanosoma sp. nov. € antiga
e envolve o reconhecimento da especie Diaphanosoma leuchtenbergianum Fischer, 1850
como sindnimo da européia D. brachyurum. Posteriormente, Korinek (1981) invalidou as
ocorréncias de D. brachyurum e descreveu a espécie americana Diaphanosoma birgei.
Boa parte deste de historico se deve ao fato de as descri¢cdes serem baseadas em caracteres
subjetivos e variaveis, utilizando apenas o formato e tamanho da cabeca ou padrdes que
se alteram entre as populaces (Korovchinsky 2002). No entanto, mais recentemente,
algumas espécies morfologicamente semelhantes a D. birgei foram descritas na América
do Norte, como D. heberti Korovchinsky, 2002 e D. edmondisoni Korovchinsky, 2016,
mostrando que as espécies anteriormente identificadas como D. brachyurum,
representavam linhagens distintas. Estudos de revisdo taxondmica sdo fundamentais para
o0 avanco da Ciéncia e ajudam a reduzir lacunas Lineanas e Wallaceanas. Contudo, a falta
de cuidado com a taxonomia e com as literaturas descritivas, eventualmente, pode gerar

algumas confusodes de identificagdo, como no recente trabalho de Yang et al. (2025), que
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identificaram parasitas em D. leuchtenbergianum, uma espécie invalida, sendo um erro

bastante grave que evidencia a negligéncia taxonomica.

Com grande interesse taxondmico, os apéndices tordcicos dos cladoceros séo
estruturas ricas em detalhes e que apresentam elevada importancia para sistematica do
grupo, especialmente para Anomopoda (Smirnov 1966; Kotov & Stifter 2006, Kotov
2013). Para Ctenopoda, estas estruturas tém sido negligenciadas sob a perspectiva de
elevada semelhanca dentro de cada género ou familia (Elmoor-Loureiro 2005,
Korovchinsky 2018). Contudo, contrariando esta ideia, os apéndices toracicos descritos
para Diaphanosoma sp. nov. demonstraram uma série de elementos que podem apresentar
impacto na maneira como sdo realizadas as descri¢cGes de especies de Diaphanosoma.
Elementos descritos no primeiro e quarto par de apéndices toracicos de D. edmondsoni
diferem dos padrbes encontrados em Diaphanosoma sp. nov. (figura 8), mas a estrutura
do exopodito do sexto par apresenta a mesma forma geral e os mesmos elementos. Essas
variacdes e similaridades merecem mais atencdo em estudos taxonémicos de Ctenopoda,
assim como sdo detalhadamente descritos em outros grupos de cladéceros (Goulden 1968,
Sousa et al. 2016, Kotov & Taylor 2022). Entretanto, existem poucos estudos que
descrevem estas estruturas em posicdes anatbmicas adequadas ou que representam
morfologia adequada (Paggi and Rocha 1999, Korovchinsky 2016), dificultando muito

as comparacoes.

As espécies que compdem o conhecido complexo de Diaphanosoma birgei
apresentam pequenas variacdes nos espinhos da margem posterior da valva, como aquelas
observadas em D. brachyurum, D. heberti e D. edmondsoni (Korovchinsky 1992;
Korovchinsky, 2002; Korovchinsky, 2016; Korovchinsky, 2018), variando apenas o
namero dos denticulos ou o formato e tamanho de forma sutil. O pds-abdémen de

Diaphanosoma sp. nov., devido a presenca de denticulos anais, diferencia de D. heberti,
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enquanto que as antenas, especificamente o formato do espinho na regido mais distal do
basipodito da antena diferencia Diaphanosoma sp. nov. de D. brachyurum. O pos-
abdémen e o espinho do basipodito da antena sdo estruturas que ndo apresentaram
variagdes populacionais. Em Diaphanosoma sp. nov. as variagdes interpopulacionais
foram observadas para os individuos analisados no Pantanal, Mato Grosso, em que
apresentaram uma variacdo de 1-5 denticulos em cada grupo na valva, sendo diferente da
lagoa Fechada, Mato Grosso do Sul, regido tipo da espécie, com uma variacdao de 1-3
denticulos, com raras ocorréncias de 1-4. A variagdo conhecida para D. birgei era de 2-3
denticulos na descricdo original (Korinek, 1981). Em estudos posteriores a essa descri¢éo,
foi encontrada uma variacdo de 1-3 denticulos em populacdes da regido Neartica

(Korovchinsky 1992; Korovchinsky, 2018).

A localidade tipo de Diaphanosoma sp. nov., lagoa Fechada, € sazonalmente
estudada desde os anos 2000 (Lansac-To6ha et al. 2009, Bonecker et al. 2013, Bonecker
et al. 2020, Silva et al. 2024), com relatos frequentes de ocorréncia e abundancia da
espécie, que até o presente estudo era identificada como D. birgei. Esta informacéo sugere
a ideia de uma elevada estabilidade temporal pela frequéncia de ocorréncia que as
populacdes do género Diaphanosoma possuem em lagos e lagoas, como foi demonstrado
por Korovchinsky (2016) na descricdo de D. edmondsoni, que teve sua ocorréncia
confirmada por 59 anos no Lago Washington. Esse tipo de abordagem demonstra a
importancia de estudos de longa duracéo, que permitem uma visdo bem mais aprofundada

no processo de descricdo taxondmica e sobre a biologia das espécies.

2.7 Conclusao
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Descreve-se uma nova espécie de Diaphanosoma Fischer, 1850 exclusiva para a
regido Neotropical, evidenciando que o complexo de espécies que compdem 0 grupo
Diaphanosoma birgei Korinek, 1981 se estende por todo o continente Americano. Ao
contrério do que se pensava, 0s exemplares sul-americanos de Diaphanosoma sp. nov.
sdo geneticamente mais proximos de Diaphanosoma heberti Korovchinsky, 2002, do que
de D. birgei, demonstrando relacdes filogenéticas e evolutivas que deverdo ser
investigadas em estudos posteriores. Além dos critérios moleculares e taxonémicos que
fundamentam a descri¢do de uma nova espécie valida, a amplitude climética, apesar da
sobreposicao, indica uma adaptacéo fisiologica para suportar regides climaticas distintas.
Esperamos que o este estudo instigue novos trabalhos taxonémicos integrativos

relacionados a complexos de espécies conhecidos para Ctenopoda.

APENDICE A- Cédigo de acesso genético

Tabela S1 InformacGes adicionais sobre o cddigo de acesso ao Genbank e os locais de ocorréncia
das amostras utilizadas nas analises filogenéticas.

Téaxon ID da sequéncia | Pais de origem Nuamero de
acesso

Diaphanosoma cf. birgei APZ80496.1 Brasil KU315486.1

Diaphanosoma birgei WO0X01358.1 Canada OP830074.1

Diaphanosoma birgei WO0X01469.1 Canada OP830185.1

Diaphanosoma birgei ACD86175.1 Canada EU702144.1

Diaphanosoma birgei ACD86174.1 Canada EU702143.1

Diaphanosoma birgei ACD86173.1 Canada EU702142.1

Diaphanosoma birgei ACD86172.1 Canada EU702141.1
Diaphanosoma birgei AAC2537 Canada COAPP499-13
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Diaphanosoma brachyurum UQH74205.1 Polonia ON479233.1
Diaphanosoma brachyurum UQH74204.1 Polonia ON479232.1
Diaphanosoma brevireme ACDS86179.1 México EU702148.1
Diaphanosoma brevireme AVA17432.1 Brasil KY659309.1
Diaphanosoma dubium WLV74903.1 China OR453138.1
Diaphanosoma dubium WLV74923.1 China OR453158.1
Diaphanosoma cf. heberti AVP51616.1 México MG449962.1
Diaphanosoma cf. heberti ACD86194.1 México EU702163.1
Diaphanosoma spinulosum AGJ51462.1 México KC617335.1
Diaphanosoma spinulosum AGJ51463.1 México KC617336.1
Latonopsis australis QNU09055.1 México MT888352.1

Fonte: Sampaio (2025).
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3 Uma nova perspectiva sobre a posicao filogenética e a biogeografia de
Moina minuta Hansen, 1899 (Crustacea: Moinidae)

RESUMO

O género Moina é considerado um dos mais especiosos entre os claddceros, sendo
comparado com Daphnia, mas a sua histéria evolutiva ainda é pouco explorada,
principalmente para a regido Neotropical. O presente estudo explorou a morfologia de
fémeas partenogenéticas e obteve a primeira sequéncia da regido COIl de Moina minuta
na regido Neotropical, e assim pode contribuir para compreender melhor as relacGes
evolutivas do grupo, quando comparado com espécies do velho mundo. Os resultados
apontaram M. minuta como uma espécie menos derivada quando comparada com
espécies da Europa e Asia, dando suporte a teoria que os grupos se diferenciaram ha mais
tempo do que o esperado, e passaram por um processo de evolucao independente. Com o
uso dos dados morfoldgicos integrados aos moleculares, foi possivel fundamentar
hipdteses propostas anteriormente sobre o processo de reversdo dentro do género,
principalmente envolvendo o complexo de espécies M. salina-M. mongolica. Esperamos
que este estudo estimule novas pesquisas de taxonomia integrativa de moinideos para a
regidao Neotropical, permitindo a fundamentacéo de hipoteses biogeogréaficas.

Palavras-chave: Biodiversidade; Filogeografia; Genética; Novo Mundo.
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A new perspective on the phylogenetic position and biogeography of
Moina minuta Hansen, 1899 (Crustacea: Moinidae)

ABSTRACT

The genus Moina is considered one of the most speciose among cladocerans, comparable
to Daphnia, yet its evolutionary history remains poorly explored, especially in the
Neotropical region. This study examined the morphology of parthenogenetic females and
obtained the first COl sequence of Moina minuta from the Neotropical region,
contributing to a better understanding of the group’s evolutionary relationships when
compared to Old World species. The results indicated that M. minuta is a less derived
species compared to those from Europe and Asia, supporting the theory that these groups
diverged earlier than previously expected and underwent an independent evolutionary
process. By integrating morphological and molecular data, the study was able to support
previously proposed hypotheses about the reversal process within the genus, particularly
involving the M. salina—M. mongolica species complex. We hope this study encourages
further research on integrative taxonomy of moinids in the Neotropical region, providing
a foundation for biogeographic hypotheses.

Keywords: Biodiversity; Phylogeography; Genetics; New World.
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3.1 Introdugéo

A Superordem Cladocera Latreille, 1829 é composta por mais de 700 espécies validas
divididas em quatro ordens (Smirnov, 2017). A distribuicdo do grupo é considerada
cosmopolita e os organismos participam ativamente do fluxo de energia pelo seu impacto
ecoldgico na intensa pressao de pastagem sobre o fitoplancton (Allan, 1976). Ademais,
as especies ocupam os diferentes compartimentos aquaticos, vivendo na regido pelagica,
bentdnica e litoranea, e transitam entre eles através dos processos de migracao vertical e
horizontal (Bledzki & Rybak, 2018). Nesses compartimentos também se alimentam de
outros recursos, ndo sendo exclusivamente herbivoras, o que lhes confere uma ampla
amplitude de nicho ecoldgico. No Brasil, pais caracterizado pelo clima tropical e pela
abundancia de ambientes de agua doce (Alvares et al. 2013), os cladoceros sédo 0s
organismos plancténicos mais estudados, tanto em aspectos ecologicos, quanto
taxonébmicos, mas com uma grande lacuna na caracterizagdo molecular das espécies
(Castilho-Noll et al. 2023).

Com o uso de ferramentas integrativas nos estudos com os grupos plancténicos, o
conceito ecologico de que os organismos microscopicos estdo distribuidos em todos os
locais (Baas-Becking, 1934) esta ficando obsoleto (Elias-Gutiérrez et al. 2008; Xu et al.
2009; Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2023). Com a construcdo de arvores
filogenéticas utilizando dados moleculares somado a estudos morfoloégicos, o processo de
identificacdo de complexos de espécies foi otimizado (Bekker et al. 2016; Liu et al. 2018;
Makino et al. 2023), uma vez que esses organismos amplamente distribuidos foram
identificados como espécies morfologicamente semelhantes, mas geneticamente isoladas
(Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008). Na regido Neotropical, especialmente no
Brasil, estudos filogenéticos com dados moleculares de espécies cripticas de cladoceros
sdo extremamente escassos (Abreu et al. 2010; Castilho et al. 2015; Garibian et al. 2021),
evidenciando uma grande urgéncia de estudos para o futuro (Elmoor-Loureiro et al.
2023).

O género Moina Baird, 1850 ¢ um dos mais especiosos que compdem a ordem
Anomopoda (Goulden, 1968; Bekker et al. 2016; Neretina et al. 2024) e surgiu ha
aproximadamente 217 milhdes de anos, no periodo Triassico, mantendo conservada as
suas caracteristicas morfologicas (Van Damme et al. 2022). Hudec (2010), apds um
extenso estudo taxondémico, mas regionalmente limitado, definiu o subgénero Exomoina

com base em critérios morfoldgicos, o qual foi posteriormente foi elevado a nivel de



66

género por Dumont et al. (2013) com o uso de dados moleculares. No entanto, esses
passos foram bastante precipitados e criticados pela limitagdo da area de estudo do género
e pelo uso de poucos dados moleculares (Kotov, 2013; Bekker et al. 2016; Neretina et al.
2024). Com grande extensdo geografica, estudos moleculares recentes sugerem um
grande complexo de espécies em moinideos da América do Norte e Central (Elias-
Gutiérrez et al. 2008), Europa e Eurésia (Bekker et al. 2016) e Asia (Ni et al. 2019), sendo
inexistente uma caracterizacdo molecular de espécies sul-americanas, impedindo uma

discussdo mais fundamentada sobre o grupo.

A espécie Neotropical Moina minuta Hansen, 1899 foi descrita inicialmente seguindo
critérios taxondmicos com pouca relevancia para os padrdes atuais e posteriormente foi
redescrita por Goulden (1968), com a primeira descricdo de um macho e de uma fémea
efipial de M. minuta realizadas por Paggi (1973). Apés o extenso trabalho de reviséo de
Goulden (1968) para a familia Moinidae Goulden, 1968, as espécies Moinodaphnia
brasiliensis Stingelin, 1904 e Moina minima Spland, 1926 foram sinonimizadas com M.
minuta, separando esses organismos da familia Daphniidae. Alguns caracteres variaveis,
como o tamanho do olho e a sua posi¢ao relativa, eram mais semelhantes com os trabalhos
de Stingelin (1904) e Spland (1926) do que com os descritos por Goulden (1968) para M.
minuta (Paggi, 1973). No entanto, caracteristicas de extrema relevancia taxonémica
(autapomorfias), como as estruturas do primeiro apéndice toracico e do pds-abdémen,
seguiam o descrito por Goulden (1968) e Paggi (1973). Estas variacdes morfologicas e
todo o seu complexo processo de descricdo, carecem de dados moleculares e estudos
taxonébmicos robustos para reforcar estas variacdes taxonémicas como variagOes

populacionais.

De modo geral, para os metazoarios, a abordagem mais comumente empregada em
estudos de taxonomia molecular, é a utilizacdo de um fragmento do gene mitocondrial
Citocromo c¢ Oxidase subunidade | (COIl). Essa estratégia tem se mostrado eficaz na
distincdo de espécies morfologicamente semelhantes (Lynch & Jarrell, 1993; Hebert et
al., 2003; Meyer & Pauley, 2005; Bucklin et al., 2010; Dumont et al., 2021). O primeiro
estudo a utilizar a taxonomia molecular como ferramenta para a resolugdo de
problemas filogenéticos em Chydoridae, com base nas sequéncias dos genes

mitocondriais COl e 16S rDNA, além do gene nuclear 18S rDNA, revelou uma nova
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relacio filogenética entre os géneros das subfamilias Eurycercinae, Saycinae,

Chydorinae e Aloninae (Sacherova & Hebert, 2003).

Portanto, neste estudo, (i) sequenciamos a regido COI de Moina minuta Hansen, 1899,
contribuindo com o conhecimento da diversidade genética de Cladocera para a regido
Neotropical, (ii) investigamos a validade do género Exomoina Hudec, 2010 por meio de
dados moleculares, (iii) avaliamos a morfologia de fémeas partenogenéticas de M. minuta

e (iv) apresentamos insights sobre a historia evolutiva do género Moina Baird, 1850.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Area de estudo

A planicie de inundacdo do Alto rio Parana (PR/MS) (22°40" - 22°50' S; 53°10’ -
53°24" W), em territorio brasileiro, abrange aproximadamente 802,150 km? (Figura 1).
Localizada entre os reservatorios de Porto Primavera (SP) e Itaipu (PR), esse ecossistema
é formado por uma heterogeneidade de ambientes aquaticos com seus diferentes graus de
conectividade, caracterizado como rios, canais, ressacos, lagoas temporéarias e
permanentes (Agostinho et al. 2004; Souza-Filho, 2009).

3.2.2 Delineamento de amostragem

A amostragem foi realizada na lagoa Fechada, localizada na sub-bacia do rio Baia,
no estado de Mato Grosso do Sul (Figura 1), em marco de 2024, juntamente com as
amostragens do projeto Pesquisa Ecoldgica de Longa Duragdo (PELD/CNPQ): A planicie
de inundacéo do alto rio Parana (PELD-PIAP).
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Figura 1. Mapa da area de estudo na planicie de inundacéo do Alto rio Parana, com a localizacédo
do local de amostragem.

3.2.3 Amostragem, identificacdo e analise taxondémica

Uma amostra foi coletada de forma composta nas regides pelagicas e litoraneas,
proximo a macrofitas aquaticas na lagoa, por arrasto vertical e horizontal, com rede de
plancton (68 um). Imediatamente, os organismos foram concentrados com auxilio de uma
rede de mesma malhagem e fixados com etanol absoluto (Exodo Cientifica®, COD:
AEQ7145RA) resfriado. A amostra foi acondicionada em freezer por uma semana e
mantida a 5°C posteriormente, conforme estabelecido por Prosser et al. (2013) e Elias-
Gutiérrez et al. (2018).

Em laboratorio, foram triados individuos de Moina minuta Hansen, 1899,
identificados de acordo com Goulden (1968); Paggi (1973) e EImoor-Loureiro (1997),
acondicionado individualmente em eppendorf com 10 Ml de agua Milli-Q e congelado
para posterior sequenciamento. Para a caracterizacdo morfoldgica, os espécimes foram
colocados em gotas de glicerina sobre laminas de vidro, cobertos com laminulas e

analisados sob microscéopio Optico de contraste de fase Olympus BX41, para melhorar a
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visualizagdo de estruturas anatémicas (valvas; antenas, anténulas, p6s-abdémen e
apéndices torécicos) e depois dissecados m auxilio de alfinetes e colocados em laminas
com glicerina. A enumeracdo das cerdas sobre 0s apéndices toracicos foram organizadas
de acordo com o critério de homologia estabelecido para Anomopoda (Kotov 2000a,
2000b; Kotov et al 2005). llustragdes foram realizadas com auxilio de cadmara-lucida e
transformadas em arquivos digitais usando mesa digitalizadora e um software livre e de

cddigo aberto para edicdo de graficos vetoriais, Inkscape.

O acesso ao patriménio genético dos individuos analisados foi autorizado pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado — SisGen n® AO7E682.

Abreviacdes nas figuras e texto: ejh — ganchos ejetores; en — endito; ep — epipodito; ex —
exopodito.

3.2.4 Extracéo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento

A extracdo do DNA de organismo inteiro foi realizada utilizando o kit em colunas
QlAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®), conforme o protocolo sugerido pelo
fabricante. Apds a extracdo, 0 DNA foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop™
Lite (Thermo Fisher Scientific®).

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizado um
termociclador ProFlex™ 3 x 32-well PCR System da Applied Biosystems®. A reacdo
para a amplificacdo do DNA dos cladoceros foi realizada com 1,25 U de Supreme
NZYTaq II DNA polymerase (5 U/ulL, NZYtech), Reaction buffer 10x (2,5 uL), 2,5 mM
de MgCl12, 0,1 mM de cada dNTP, 0,25 uM de cada primer especifico para a regido
mitocondrial do citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl), DNA molde (10 ng) e agua
Milli-Q para um volume final de 25 pL. Os primers utilizados e as condi¢es de PCR

estdo apresentados na Tabela 01.

Tabela 01. Marcador molecular e primer Zplank com as sequéncias (5’-3") e as condi¢fes para a
amplificacdo do DNA dos espécimes de Moina minuta na planicie de inundacdo do Alto rio

Parana.
Marcador Primers (5'-3") Condicdo PCR Referéncias
1 ciclo de 5 min a 95°C, 40

ZplankF1 t1 ciclos de 30 s a 94°C Prosser et al.

col (TCTASWAATCATAARGATATTGG) (desnaturacdo), 30 s a 42°C (2013)
ZplankR1 t1 (anelamento) e 30 sa 72°C | Bekker et al.

(TTCAGGRTGRCCRAARAATCA) (extensdo), seguido por 1 (2016)

ciclode 10 mina 72°C
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(extensdo), seguido por 1
ciclode 6 mina 72°C

Os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose 1% e o tamanho
dos fragmentos foi estimado com a utilizagdo de um marcador de peso molecular
conhecido (DNA Ladder 100 pb). Os produtos obtidos da amplificacdo do DNA foram
purificados seguindo protocolo descrito por Rosenthal et al. (1993). O sequenciamento
foi realizado em sequenciador automatico ABI 3500 da Applied Biosystems® e
utilizando o kit BigDye® Terminator.

3.2.5 Anédlise dos dados

As sequéncias obtidas foram ajustadas manualmente pelo software BioEdit v7
(Hall, 1999). O alinhamento foi realizado utilizando o programa MEGA11 (Kumar et al.
2016), a partir do algoritmo de alinhamento multiplo CLUSTAL W. A ferramenta
BLASTnN foi usada com o objetivo de comparar as sequéncias obtidas com aquelas
disponiveis no GenBank®. Foram adicionadas nas analises sequéncias de organismos do
género Moina Baird, 1850, apenas de suas regides tipo e de trabalhos publicados
disponiveis no GenBank® (APENDICE B), para comparar com as sequéncias de Moina
minuta Hansen, 1899 obtidas da planicie de inundacdo. Como grupo externo foi

adicionada uma sequéncia de Moinodaphnia macleayi (KC617721).

Para realizar o calculo da distancia K2P foi utilizado o programa MEGA7. O
modelo de substitui¢do nucleotidica selecionado pelo software 1Q-TREE (Trifinopoulos
et al. 2016) foi 0 HKY + G4 (Hasegawa et al. 1985). A reconstrucdo filogenética foi
realizada utilizando o MEGA11 pelo método de maxima verossimilhanga com 1000

reamostragens de bootstrap.

3.3 Resultados

Para Moina minuta Hansen, 1899 ndo ha sequéncias genéticas disponiveis nos
bancos de dados para compara¢do. No entanto, os seis individuos sequenciados s&o
geneticamente distantes de todas as outras espécies do género disponiveis no BOLD e
GenBank® com distancias K2P variando de 13,9 a 21,1% (APENDICE B). Também
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pode-se observar na arvore génica (Figura 2) o posicionamento basal de M. minuta,
quando comparado a espécies do velho mundo.

Moina macrocopa (KC617134)
N '—I—| _._{ .
Tree scale: 0.1 Moina macrocopa (KC617133)

E Moina macrocopa macrocopa (KX168550)
Moina macrocopa macrocopa (KX168588)
1 Moina lipini (KX 168526)

I Moina lipini (KX168562)

— Moina cf. salina (KX168541)
L Moina cf. salina (KX168578)

Moina of. brachiata (KX168521)
. |-Moina cf. brachiata (KX168508)
Moina cf. brachiata (KX168577)

Moina cf. brachiata (KX168522)
- Moina weismanni (LC503906)
| Moina weismanni (LC503907)
|Maina micrura (MH708065)
| Moina micrura (MH708069)

Moina minuta
Moina minuta
Moina minuta

Moina minuta
Moina minuta
Moina minuta
Moinodaphnia macleayi(KC817721)

Figura 2. Arvore génica construida pelo método de maxima verossimilhanca com as espécies de
Moina disponiveis em bases de dados e com as sequéncias de Moina minuta da regido
Neotropical. Os circulos pretos indicam valores de bootstrap > 0,8.

As espécies Moina cf. brachiata Jurine, 1820 e Moina cf. salina Daday, 1888
demonstraram uma posicéo filogenética esperada no cladograma (Bekker et al., 2016; Ni
et al., 2019), ndo agrupando os individuos pelo baixo suporte para a sequéncias avaliadas,

mas evidenciando a sua proximidade com um processo de especiacdo recente.

Por mais que as espécies que Hudec (2010) atribuiu ao género Exomoina estejam
proximas no cladograma, os valores de distancia genética entre elas ainda sdo bastante
elevados (APENDICE B). No caso de Moina minuta, os exemplares de Moina cf. salina
foram os individuos que apresentaram os maiores valores de distancia genética. (para
dados de distancia, ver APENDICE B). A posicdo filogenética e os valores de distancia

evidenciam que nao ha suporte algum para a subdivisdo do género Moina.

3.3.1 Sistematica



72

Classe Branchiopoda Latreille, 1817
Ordem Anomopoda Sars, 1865
Familia Moinidae Goulden, 1968
Género Moina Baird, 1850

Moina minuta Hansen, 1899
(figuras 3, 4 e 5)

Localidade tipo: de acordo com Hansen, (1899); Goulden, (1968), Foz do rio Tocantins,
bacia Araguaia-Tocantins, Para, Brasil.

Material tipo: holotipo considerado inexistente. Goulden (1968) analisou espécimes
coletados na Guatemala e os depositou no Museu Britanico de Historia Natural, contudo,

ndo designou lectotipos e paralectotipos por ndo utilizar material da série tipo.

Material examinado: Vinte e cinco fémeas partenogenéticas da Lagoa Fechada,
(22°51°24°5,53°36°01”°0), rio Baia, Mato Grosso do Sul, Brasil. Mar¢o de 2024, Coletor:

Matheus Juan Alarcon Sampaio.

Descricdo da fémea partenogenética adulta
Aspecto geral (figura 3 — A-C). Corpo alongado comprimento variando entre 700-920
um, relacdo altura/comprimento variando entre 1,4-1,9. Fémeas ovadas apresentam o

corpo marcadamente alto (para dados morfométricos, ver tabela 2).

Tabela 2. Dados morfométricos obtidos a partir de Moina minuta Hansen, 1899 da Lagoa Fechada
com variacdo de tamanho (Range), valor médio, desvio padréo (SD) e coeficiente de variacdo

(CV).

N | Range (um) | Média (um) | SD (um) | CV (%)
Comprimento
15 | 920-700 769,2 58,3 7,6
(Hm)
Altura do ponto
- 15 | 655-355 466,9 83,0 17,8
médio (um)
Altura maxima
15 | 695-355 490,8 92,0 18,7
(Hm)




73

iment
Comprimento | )| 300 195 285 8 375 131
cabeca (um)
Largura cabeca
15 | 305_175 2331 357 153
(Lm)

Carapaca (figura 3 - D).

Margem ventral com por¢do mediana sutilmente concava, apresentando cerdas e

denticulos; as cerdas séo rigidas com aspecto de espinho, até 14 cerdas presentes; 0s

denticulos estdo organizados em até 8 grupos dos quais 0 mais proximal ndo apresenta

diferenciacdo morfoldgica entre os denticulos; um espaco livre de cerdas ou espinhos

separando o primeiro grupo de denticulos (indicado na Figura 3-D); 0s outros grupos

apresentam um denticulo mais robusto seguindo por denticulos que diminuem em

tamanho em sentido proximal; um espaco livre de cerdas e denticulos separa a margem

posterior da valva. Margem
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Figura 3. Moina minuta fémeas da lagoa Fechada. A) aspecto geral. B) visdo ventral. C) visdo
dorsal. D) estruturas que compdem a valva em sua regido ventral, postero-ventral e posterior. E)
forma geral da regido cefalica, com enfoque na anténula e labro. F) olho composto e anténula.
Escalas A, Be C de 100 pme D, E e F de 50 pm.
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posterior apresentando um grupo de espiculas. Margem dorsal marcadamente arqueada.
Angulo posterior dorsal projetado, largo e com épice arredondado. Cabeca (figura 3)
arredondada representando aproximadamente 1/3 do tamanho corporal, depressao

supraocular pode ser sutil ou bem marcada.

Estruturas cefalicas (figuras 3 E-F e 4 A).

Olho composto com diametro variando de 41-50 um, ocelo ausente. Rostro (figura
3). N&o proeminente. Labro (figura 3) reduzido, cerca de trés vezes mais comprido do
que largo, duas vezes menor do que basipodito da antena Il, regido proximal robusta,
regido distal com uma reentrancia e cerdas espessas em sua margem. Anténula — Al
(figura 3). Alongada, cerca de 3,3 vezes mais comprida do que larga; corpo antenular
recoberto por finas e curtas cerdas. Cerda sensorial similar em comprimento ao corpo
antenular. Nove cerdas olfativas na extremidade distal. Antena — A2 (figura 4).
Basipodito robusto; cerdas da coxa de tamanhos diferentes, a mais distal cerca de 0.7 do
comprimento da cerda mais proximal; por¢éo distal apresentando duas cerdas sensoriais
sendo uma delas curta e delgada; cerda sensorial distal similar em comprimento com a
cerda proximal da coxa. Ramo de comprimentos distintos. Exopodito menor do que o
endopodito, com quatro segmentos; segundo segmento com um espinho cerda de 3.9
vezes menor do que o comprimento do proprio segmento; terceiro segmento com uma
cerda apical, plumosa, cerda de duas vezes menor que as cerdas apicais do quarto
segmento; quarto segmento com um espinho de relativamente mais longo do que o
espinho do segundo segmento, trés cerdas plumosas de comprimentos similares presentes.
Endopodito com trés segmentos; primeiro segmento cerca de 1.3 vezes maior do que o
segundo segmento, com uma cerda curta e plumosa com comprimento de 0.2 da cerda
apical do segundo segmento; segundo segmento apresentado uma longa cerda plumosa;
terceiro segmento apresentando um agrupamento de finas e curtas cerdas laterais, trés

cerdas apicais plumosas. Férmula antennal (exo/endo): spines 0101/001, setae 0033/113.

Apéndices toracicos (figuras 4 B-E e 5 A-E): Seis pares de apéndices toracicos.

Primeiro apéndice (figura 4 B-C). Epipodito ndo estudado. IDL (en4) com trés cerdas,
duas cerdas apicais longas e plumosas (a-b) e uma cerda lateral marcadamente curta (1).
Endito 3 com uma cerda longa e plumos. Endito 2 com duas cerda plumosas de

comprimentos similares (c-d). Endito 1
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Figura 4. Moina minuta fémeas da lagoa Fechada. A) forma geral da antena. B) primeiro par de
apéndice toracico. C) enfoque no IDL do primeiro par de apéndice toracico. D) segundo par de
apéndice toracico. E) enl do segundo par de apéndice toracico. Escalas A, B, C, D e E de 50 pm.
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com trés cerdas plumosas de comprimentos similares (f-h). Ganchos ejetores de

comprimentos similares, ornamentados com espinhos a partir da metade distal.

Segundo apéndice (figura 4 D-E).

Epipodito apresentando um pequena projecdo distal. Exopodito alongado
apresentando uma longa cerda plumosa apical e uma cerda de homologia desconhecida
(?). Endito 5 com duas longas cerdas plumosas de comprimento similares (a-b). Endito 4
com uma Unica cerda longa e plumosa (c). Endito 3 com uma Unica cerda longa e plumosa
(d). Endito 2 apresentado trés cerdas, cerda (e) plumosa, cerda (f) marcadamente curta e
geniculada, uma cerda sem homologia definida (?). Endito 1 (gnatobase) com dois grupos
de cerdas; grupo anterior com quatro cerdas (1-4), cerdas (2-4) apresentando
comprimento e morfologia similares e a cerda 1 com comprimento maior que as demais;

grupo posterior com nove cerdas (g-0).

Terceiro apéndice (figura 5 A-B).

Epipodito oval. Exopodito subquadrangular apresentando quatro cerdas distais (1-
4) e duas laterais (5-6), todas plumosas. Cerdas 1,3-4 de comprimentos similares. Cerda
2 cerda de 0.8 do comprimento da cerda 1. Cerda 5 marcadamente curta, cerca de 9 vezes
menor do que a cerda 6. Cerda 6 marcadamente mais longa do que as outras cerdas.
Porcao Interna distal apresentando dois enditos; endito distal com uma anterior cerda (1)
e uma cerda posterior (a); proximo endito com uma cerda anterior (2) e duas cerdas
posteriores (c-d). Os outros enditos estdo fundidos formando uma placa filtradora que

apresenta inimeras cerdas.

Quarto apéndice (figura 5 C-D).

Epipodito subquadrangular. Exopodito subquadrangular apresentando quatro
cerdas distais (1-4) e duas laterais (5-6), todas plumosas. Cerdas 2-4 e 6 com comprimento
similares. Cerdas 1 e 5 marcadamente menores do que as outras cerdas; cerda 1 cerca de
2,2 vezes maior do que a cerda 5. Por¢éo Interna distal apresentando trés enditos; endito
5 com uma cerda posterior menor (1) e uma cerda anterior maior (a); endito 4 com uma

cerda anterior (2) e duas cerdas posteriores (b-c); endito 3 com uma cerda anterior (3) e
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Figura 5. Moina minuta fémeas da lagoa Fechada. A) terceiro par de apéndice toracico. B) cerdas
da regido posterior do endito do terceiro par de apéndice toracico. C) quarto par de apéndice
toracico. D) cerdas da regido posterior do endito do quarto par de apéndice torécico. E) quinto par
de apéndice toracico. G e F) estruturas abdominais e pds-abdominais. Escalas A, B, C, D, E, F e
G de 50 pm.
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quatro cerdas posteriores (d-g). Os outros enditos estdo fundidos formando uma placa

filtradora que apresenta inimeras cerdas.

Quinto apéndice (figura 5-E).

Epipodito alongado, oval. Exopodito com formato ovalado e recoberto de sétulas,
duas cerdas presentes (1-2); cerda (1) cerca de trés vezes menor do que a cerda 2. Lobo
interno aproximadamente trés vezes mais comprido que largo, com sétulas preenchendo
a sua superficie mais distal, com a presenca de duas cerdas, cerda (1°) cerca de trés vezes

maior que a cerda (2°).

Estruturas Abdominais e pos-abdominais (figura 5 F-G).

Processo abdominal relativamente curto. Pos-abdémen (figura 5). Alongado,
porcdo pos-anal em forma de cone. Porcéo pds-anal relativamente longa e marcadamente
arredondada, apresentando espiculas laterais. Margem ventral relativamente reta. Por¢éo
pos-anal com 4-5 dentes conicos de base espessa, recobertos de sétulas laterais, um Gnico
dente bifido assimétrico, aproximadamente duas vezes maior que os dentes cOnicos.
Garra € pouco menor que a por¢do pos-anal do pos-abdomen, apresentado de pequenas
espiculas na face ventral de sua base (Figura 5 F-G); pécten esta organizado em dois
grupos sendo o grupo proximal com 6-9 espinhos robustos de base larga, segundo grupo

formado por seguidos espiculas finas e curtas.

Macho e fémea efipial: descritos em Paggi (1973).

Diagnose diferencial (figuras 3, 4 e 5).

A espécie Moina minuta apresenta uma caracteristica muito marcante, que é a
auséncia de uma cerda rigida no endito 3 do primeiro par de apéndice toracico,
caracteristica esta, que s foi descrito no complexo M. mongolica-M. salina (Goulden,
1968; Smirnov, 1976; Alonso et al., 2019), sendo, sem duvida, uma das caracteristicas
mais importantes para o diagndstico da espécie. Além disso, considerando espécies que
sdo registradas para a regido Neotropical (ElImoor-Loureiro, 1997), o dente bifido do pos-

abdbmen é essencial para a diagnose da espécie. Dente bifido assimétrico e a auséncia de
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uma seta rigida anterior no endito 3, j& separa M. minuta de todas as outras espécies que
ocorrem no Brasil, sendo Moina rostrata McNair, 1980, Moina reticulata Daday, 1905,
Moina dumonti Kotov, Elias-Gutiérrez & Granados-Ramirez, 2005 e Moina micrura
Kurz, 1874. Além disso, é importante ressaltar que M. micrura representa um extenso
complexo de espécies distribuido pelo planeta (Elias-Gutierrez et al., 2019) que precisa
ser investigado para a regido Neotropical. Como a Unica espécie descrita até 0 momento
com essa caracteristica para o novo mundo € a M. minuta, esta ndo deve ser confundida
com o complexo M. mongolica-M. salina, principalmente pela distribuigdo do grupo, mas
algumas caracteristicas marcantes no pds-abdéomen, como descrito por Goulden (1968),
distinguem estas espécies, principalmente a forma geral e o primeiro pecten de espinhos
robustos presente em M. minuta, semelhante ao visto em Moina brachiata Jurine, 1820.
ApoOs o trabalho de Elias-Gutiérrez et al. (2019), certamente os exemplares de
identificados como Moina macrocopa Straus, 1820 precisam ser revisados para a regiao
Neotropical, podendo representar um grande complexo de espécie que se estende para a
América do Sul. Ainda na regido Neotropical existe a ocorréncia de Moina eugeniae
Oliver, 1954. Moina minuta difere de M. macrocopa na morfologia da seta do IDL; difere
de M. eugeniae pela presenca de um denticulo bifurcado no p6s-abdomen (Goulden
1968). Existe a possibilidade da ocorréncia de mais uma espécie do género, contudo,
Moina platensis Birabén, 1917 deve ser considerada como uma espécie inquirenda
(Neretina et al 2020).

Distribuicdo e biologia.

A regido tipo da espécie é localizada na foz do rio Tocantins, bacia Araguaia-
Tocantins, Para, Brasil. No entanto, é uma espécie que é amplamente relatada na regido
Neotropical (Goulden, 1968; Paggi, 1973; EImoor-Loureiro, 1997).

Ainda s@o poucos 0s estudos que se dedicaram a compreender a biologia de Moina
minuta. O que se sabe, até 0 momento, é que a espécie apresenta uma menor
susceptibilidade a sofrer danos fisiolégicos com residuos de mineracdo de bauxita em
comparacdo a Diaphanosoma birgei Korinek, 1981 (Bozzeli, 1998), mas revela um
impacto significativo de danos sofridos por agroguimicos, como a atrazina (Moreira et
al., 2013). Além disso, a sua biologia reprodutiva e crescimento demonstram um impacto

significativo em relacdo a sazonalidade, com altera¢des na quantidade de ovos produzidos
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e no tamanho maximo e minimo dos individuos (Keppeler & Hardy, 2002), com taxas de
crescimento muito aceleradas com a adicdo de nutrientes (Vieira et al., 2011).

3.4 Discussao

O presente estudo trouxe o primeiro sequenciamento do marcador COI de Moina
minuta Hansen, 1899, resultando em uma nova perspectiva sobre aspectos filogenéticos
do género Moina Baird, 1850. Conforme a descri¢do do subgénero Exomoina por Hudec
(2010) e a sua elevacdo a nivel de género por Dumont et al. (2013), o extenso trabalho
descritivo de Alonso et al. (2019) classificou, com base em caracteres taxondmicos,
Moina lipini Smirnov, 1976 como Exomoina, Moina micrura Uéno, 1939 como Moina
s.s. e Moina weissmani Ishikawa, 1896 como Moina s.s., excluindo destes grupos as
espécies M. minuta, Moina brachiata Jurine, 1820 e Moina salina Daday, 1888 por
apresentarem caracteristicas marcantes, como as estruturas presentes no primeiro par de
apéndice toracicos. No entanto, a ideia de subdividir o género Moina foi amplamente
criticada e vista como um passo precipitado sem a base de estudos amplos sobre a
morfologia, genética e histdria evolutiva do grupo (Kotov, 2013; Bekker et al., 2016;
Neretina et al., 2020; Neretina et al., 2024).

Mais de 100 anos apos o trabalho “The Natural History of the British
Entomostraca” (Baird, 1850), que propds o género Moina Baird, 1850, Goulden (1968)
descreveu a familia Moinidae, agrupando os géneros Moina e Moinodaphnia Herrick,
1887, separando esses géneros da familia Daphniidae O.F. Mller, 1785 por uma série de
caracteristicas taxondmicas, como as estruturas dos apéndices toracicos, anténulas e do
pos-abddmen. Mas foi s6 com o trabalho do Paggi (1973), que detalhou a morfologia de
M. minuta, com a descricdo da fémea efipial e do macho, que foi possivel obter um melhor
detalhamento morfoldgico da espécie, mas ainda com uma grande lacuna na descricédo
dos apéndices toracicos e do labro. Quando Hudec (2010) propds o subgénero Exomoina,
foi baseado em critérios morfoldgicos, tais como: o segmento basal do labro deve ser
ciliado na superficie, semelhante ao visto em Ilyocryptus Sars, 1862; garra pos-abdominal
com a presenca de trés fileiras de cerdas em sua superficie dorsal; fémeas efipiais com
dois ovos e machos com o exopodito do P1 desenvolvidos. Quando analisadas as

caracteristicas morfologicas presentes em M. minuta, ela forma um grupo com todas as
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outras espécies que compdem o género Moina, sendo, inclusive, a espécie mais distante

das atribuidas a Exomonoina, mas ainda dentro de um mesmo clado.

No caso de M. minuta, investigada no presente estudo, a espécie apresenta
caracteristicas sinapomorficas bastante claras compartilhadas entre 0s outros taxons que
compdes o género (Goulden, 1968, Smirnov, 1976). No entanto, ndo nos parece certo
deixar de incluir esta e outras espécies de comparagdes com taxons que compdem o
género Moina s.s. por apresentar autapomorfias, como a auséncia de uma seta rigida em
M. minuta, como foi sugerido por Alonso et al., (2019). A redescricdo de Moina
wierzejskii Richard, 1895 (Neretina et al., 2020) evidenciou a problematica por tras da
separacdo do género Moina, uma vez que ficou bastante claro que este tdxon ocupa
posicOes intermediarias entre Moina s.s. € Exomoina, com labro semelhante ao de
Ilyocryptus; efipio com dois ovos, mas com auséncia de exopodito no macho. Estas
caracteristicas que seriam diagndsticas para Exomoina, como a quantidade de ovos no
efipio, podem, na verdade, representar uma série de caracteristicas que se derivaram por
homoplasia (Neretina et al., 2020), sem relacGes claras de parentesco ou ancestralidade.
Por mais que as caracteristicas morfolégicas sejam cruciais, ndo podemos deixar que
considerar processos evolutivos independentes, que muitas vezes apresentam uma forte
incompatibilidade entre morfologia e filogenética (Van-Damme et al., 2022). Certamente
mais estudos taxondmicos integrativos sdo necessarios para uma melhor compreensédo do
processo evolutivo da familia Moinidae, mas nos parece completamente equivocada a
ideia de que ha alguma subdivisdo no género Moina com base nos critérios taxonémicos

artificiais estabelecidos por Hudec (2010).

Os agrupamentos formados no cladograma seguiram os mesmos padrdes de outros
estudos pretéritos que investigaram a familia Moinidae com o uso de dados moleculares
(Bekker et al., 2016; Ni et al., 2019) e morfologicos (Neretina et al., 2024). Conforme o
definido por Ni et al. (2019), em um extenso estudo evolutivo, o grupo de M. cf. brachiata
e M. cf. micrura divergiu, em média, hd 90,6 milhGes de anos, sendo um grupo menos
derivado do que M. lipini e M. cf. macrocopa, que divergiu em cerca de 58,3 milhdes de
anos. A posicdo de M. minuta pode trazer uma nova perspectiva sobre 0 processo
evolutivo do género Moina, evidenciando que os taxons sul-americanos podem ter
divergido ha mais tempo do que se esperava (Neretina et al., 2020). Infelizmente a
escassez de dados moleculares, descrigdes morfologicas detalhadas e estudos fdsseis

ainda sdo um grande obstaculo para uma melhor compreensdo do processo evolutivo dos
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claddéceros (Van Damme & Sinev, 2013), impossibilitando uma discussdo mais

aprofundada sobre a posicao dos taxons sul-americanos.

As autapomorfias presentes no primeiro par de apéndices toracicos, apesar do seu
grande interesse para o processo de descricdo e diagnose do grupo (Goulden, 1968;
Smirnov, 1976), como a presenca ou auséncia de uma seta rigida no endito 3, parecem ter
sofrido reversdo em alguns tdxons do género Moina (McNair, 1976). A questdo é, este
complexo presente no velho mundo, compdem uma gama de tdxons que compartilham
uma caracteristica autapomorfica bastante marcante nos moinideos (Alonso et al., 2019),
a auséncia de uma seta rigida no penultimo segmento do primeiro apéndice toracico. No
entanto, tais tdxons representam uma posicao intermediaria entre os exemplares de M.
macrocopa e M. brachiata, sendo muito distante de M. minuta, evidenciando uma
possivel perda secundaria desta seta rigida em espécies que compdem este complexo no
velho mundo. A hipdtese de McNair (1976) de que M. minuta seria um estagio mais
derivado dentro do género Moina, principalmente por caracteristicas morfolégicas das
antenas, machos e fémeas efipiais, além de pertencer ao novo mundo, demonstrou néo ter
sustentacdo molecular. No entanto, ele estava correto em afirmar que, mesmo
compartilhando uma caracteristica tdo marcante com M. mongolica (auséncia de uma seta
rigida no endito 3), estas especies seriam filogeneticamente distantes. Os moinideos
certamente possuem uma extensa e complexa historia evolutiva que merece mais atencao

em estudos posteriores, principalmente considerando espécies do novo mundo.

3.5 Conclusao

O estudo trouxe uma nova perspectiva sobre o processo evolutivo do género
Moina Baird, 1850 com a primeira sequéncia da regido COIl de Moina minuta, Hansen
1899 da regido Neotropical. Os dados obtidos indicam que ndo ha suporte molecular para
a subdivisdo do género Moina, tal acdo foi bastante precipitada, principalmente pela falta
de conhecimento amplo sobre a histéria evolutiva do grupo. Por meio dos dados
moleculares e da filogeografia, foi sugerido que M. minuta representa uma linhagem
menos derivada dentro das espécies conhecidas para o velho mundo, deixando mais claro

a relacdo de homoplasia do primeiro par de apéndice torcico presente no grupo.
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Certamente novas espéecies de moinideos devem ser investigadas para 0 novo mundo

antes da confirmacdo de qualquer hipdtese biogeografica.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo ampliam significativamente o conhecimento sobre a
diversidade e evolugdo dos Ctenopoda Neotropicais. A descricdo de uma nova espécie de
Diaphanosoma Fischer, 1850 revela que o complexo Diaphanosoma birgei Korinek,
1981 possui distribuicdo abrangente em todo o continente Americano, mas com linhagens
evolutivamente diferenciadas. Surpreendentemente, analises moleculares indicaram que
0s exemplares sul-americanos ndo estdo mais proximos de D. birgei, como previamente
assumido, mas sim de Diaphanosoma heberti Korovchinsky, 2002, apontando para
relagdes filogenéticas mais complexas e padrdes evolutivos ainda pouco compreendidos
dentro do grupo. Embora apresentem sobreposicdo de nicho, suas diferencas em
amplitude climatica indicam adaptaces fisiologicas importantes, reforcando o papel da
selecdo ambiental na diversificacdo do clado. Paralelamente, o estudo trouxe uma nova
perspectiva para 0 género Moina Baird, 1850, ao gerar a primeira sequéncia COI de
Moina minuta Hansen, 1899 da regido Neotropical. Os dados moleculares indicaram que
a recente subdivisdo do género carece de suporte filogenético robusto, revelando que tais
mudancas taxonémicas foram precipitadas diante do limitado conhecimento sobre a
historia evolutiva do grupo. As evidéncias demonstram que M. minuta representa uma
linhagem menos derivada em comparacdo as espécies do Velho Mundo, além de
esclarecer que a homoplasia observada no primeiro par de apéndices toracicos deve ser
interpretada com uma filogenia mais abrangente. Com o desenvolvimento do
conhecimento genético de forma integrada para claddceros na regido Neotropical,
investigada pela primeira vez para o Brasil, permitiu uma visdo profunda sobre o

endemismo continental Sul-Americano, expandindo o conhecimento da biodiversidade.
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Tabela S1 Informagdes adicionais sobre o codigo de acesso ao Genbank e os locais de ocorréncia
das amostras utilizadas nas analises filogenéticas.

Taxon ID da sequéncia | Pais de origem | Namero de
acesso

Moina cf. brachiata AOX13408.1 Mongdlia KX168508.1
Moina cf. brachiata AOX13421 1 RUssia KX168521.1
Moina cf. brachiata AOX13422.1 Ucrania KX168522.1
Moina cf. brachiata AOX13477 1 RUssia KX168577.1
Moina lipini AOX13426.1 Rssia KX168526.1
Moina lipini AOX13462.1 Russia KX168562.1
Moina macrocopa AGL10468.1 México KC617133.1
Moina macrocopa AGL10469.1 México KC617134.1
Moina macrocopa macrocopa AOX13450 1 RUssia KX168550.1
Moina macrocopa macrocopa AOX13488.1 RUssia KX168588.1
Moina micrura QBX99013.1 R—?—Eﬂggga MH708065.1
Moina micrura QBX99017.1 R—?—Eﬂggga MH708069.1
Moina cf. salina AOX13441.1 RUssia KX168541.1
Moina cf. salina AOX13478.1 Cazaquistio | KX168578.1
Moina weismanni BBO25515.1 Japio LC503906.1
Moina weismanni BBO25516.1 Japio LC503907.1
Moinodaphnia macleayi AGL10826.1 México KC617721.1

Fonte: Sampaio (2025)
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NOTA INFORMATIVA COMPLEMENTAR - Lista de artigos publicados,

submetidos e trabalhos apresentados em eventos durante o Mestrado.

Outras disciplinas eletivas e topicos especiais:

- Modelagem da Biodiversidade: Teoria de Nicho e Distribuicdo Potencial de
Espécie.

- Biogeografia: teorias e aplicagdes.

- Direito Ambiental.

- Conceitos basicos para 0 uso do R.

- Diversidade de Protozooplancton: Ferramentas Modernas com Vistas a uma
Taxonomia integrativa.

- Ecologia e Sistematica de Copépodes de Agua Continentais.

- Meta-Analise Aplicada a Ecologia.

- Foundation of Population and Community Ecology.

- Geoprocessamento para Ecologia.

- Marcadores Geneético-Moleculares e sua Aplicagio em Estudos de
Biodiversidade.

- Ecologia e Manejo de Reservatorios.

Participacdo em congressos, simposios e demais eventos:

- 1 Simpdsio de Zooplancton Neotropical.

- 1 Workshop PGB-UEM.

- 111 Simp6sio do Plancton de Aguas Continentais.

- First International Symposium On The Ecology Of Continental Aquatic
Environments.

- 9% Seminario das Instituicdes de Ensino Superior do Paranapanema.

- 37th SIL International Congress on Limnology.

Trabalhos apresentados em congressos:
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Apresentacao oral realizada no 37th SIL International Congress on
Limnology: SAMPAIO, M. J. A.; MINILLO, A. ; MASCARENHAS, M. S. ;
SUAREZ, Y. R. . Cytotoxic evaluation in Saccharomyces cerevisiae under the
effect of the anti-inflammatory diclofenac.

Apresentacdo de banner realizada no 37th SIL International Congress on
Limnology: SAMPAIO, M. J. A.; SUAREZ, Y. R. ; BONECKER, C. C.; LIMA,
E. O. ; SOUZA-SILVA, A. C. . Impact of urbanization on the structuring of

zooplankton metacommunity and beta diversity in tropical streams, Brazil.

Participacdo em comissfes organziadoras de evento:

Dia Mundial Da Limpeza.

33.° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica e 13.° Encontro Anual de Iniciagéo
Cientifica Junior.

Pint of Science 2024.

Pint of Science 2025.

XXIX EPGPEA - Encontro de P6s-Graduandos em Ecologia de Ambientes

Aquaticos Continentais.

Participacdo em eventos de extensao:

Mostra Cientifica "Maringa Verde”.

Prefeitura nos bairros.

Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia. Conversa com o cientista sobre a
biodiversidade no Bioma da Mata Atlantica.

Conversa com o cientista e um dia na Universidade. Taxonomia e importancia
ecoldgica do zooplancton.

UEM na Arena Sustentavel Maringa. Ecologia de zooplancton.

Expoinga pelo NAPI servicos ecossistémicos.

XXXIV Ciclo de Debates em Ecologia de Agua Doce. 2023.

XXXV Ciclo de Debates em Ecologia de Agua Doce. 2025.

Mostra cientifica “Parque do ingd”.

Pint of Science 2024.
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- Pint of Science 2025.
- Limpeza voluntéria de residuos solidos do Parque do Buracdo, Maringa, PR.
- Limpeza voluntéria de residuos solidos de areas de fundo de vale em Maring4,

PR, no Dia Mundial da Limpeza.

Demais participacdes e producdes:

- Publicagdo em revista de extensédo: Divulgacao da ciéncia desde a sala de aula:
novos projetos. Revista Bioka, 09 out. 2024.

- Curso de curta duragao ministrado: SAMPAIO, M. J. A.; SCOARIZE, M. M.
R. Visita ao fundo de vale do corrego Nazareth.

- Participagdo em minicurso: Analise multivariada sobre o zooplancton.

- Participagdo em minicurso: indices de diversidade do zooplancton.

- Participagdo em campanhas de coleta: Realizou atividades de campo em trés
campanhas de coleta do PELD-PIAP, alem de analisar as amostras e realizar
analises estatisticas para o projeto.

- [Estagio realizado: Realizou um estdgio com duracdo de duas semanas na
Universidade Federal de Jatai sob a supervisdo do Prof. Dr. Francisco Diogo
Rocha Sousa, com enfoque em taxonomia de claddceros.

- Supervisdo e monitoria: realizou a supervisdo e auxiliou diversos estagiarios que
passaram um periodo para aprofundar o conhecimento sobre zooplancton no PEA-
UEM.



