Exposicao a agentes perturbadores naturais e
antropogénicos: consequéncias na diversidade genética de
populacoes de dafnideos

A perda de diversidade genética devido a contaminagao antropogénica pode aumentar o
risco de extingdo das populagdes expostas aquando sujeitas a ulteriores agentes de
perturbacdo. O presente estudo pretendeu investigar o efeito de dois agentes
perturbadores na diversidade genética de uma populagcdo laboratorial do cladécero
plancténico dulgaquicola Daphnia longispina: predagao (dois niveis de intensidade) e
contaminagdo por metais. Para tal, foram seleccionados cinco clones (sensu linhagens
obtidas por partenogénese) de D. longispina, com diferentes sensibilidades a
concentragdes letais de um efluente rico em metais. Estes clones foram expostos
conjuntamente a presenca isolada de cada um dos dois agentes perturbadores e a
presenga simultdnea de ambos (predacdo + metais). A densidade populacional foi
monitorizada ao longo de toda a experiéncia, e, no final, foi determinada a frequéncia de
cada clone nos diferentes tratamentos através da analise de perfis aloenzimaticos.
Verificou-se que os clones mais sensiveis desapareceram das populagdes apds serem
expostas a contaminagao por metais, quer na presenca de predagéo, quer, sobretudo, na
sua auséncia. Esta experiéncia constitui mais uma evidéncia de ocorréncia de erosao
genética em populacdes expostas a contaminagdo quimica. Os resultados obtidos
corroboram, ainda, a “hipotese do disturbio intermédio”: niveis intermédios de agentes
perturbadores promovem a manutengao da variabilidade genética de uma populagao.

Palavras-chave
diversidade genética
predacao

metais

resisténcia

Daphnia longispina

ciéncia e ambiente para todos

volume 1 ®nuimero 1®p 67-78

Isabel Lopes'”
Nelson Martins?
Donald J Baird®
Rui Ribeiro®

'CESAM e Departamento de Biologia da

Universidade de Aveiro.

2IMAR, Instituto do Mar, Departamento de

Zoologia da Universidade de Coimbra.

3Environment Canada, Canadian Rivers

Institute, Department of Biology, University
of New Brunswick, New Brunswick, Canada.

.ilopes@ ua.pt

ISSN 1647-323X



ecologia e evolugao

D INTRODUCAO

O estudo dos efeitos de exposicao quimica na diversidade genética de populagbes naturais tem vindo a
receber grande atencdo em Ciéncia. Este tipo de contaminacdo pode provocar alteragées na diversidade
genética de populagdes naturais, principalmente através do efeito de gargalo e/ou de seleccdo natural (van
Straalen e Timmermans, 2002). No primeiro caso, a perda de diversidade genética ocorre devido a um
aumento na mortalidade e/ou a efeitos adversos na reproducao dos individuos que constituem a populacao.
O segundo caso ocorre devido a eliminacao de fenétipos sensiveis na populacao, e, consequentemente, ao
desaparecimento ou diminuicdo drastica na frequéncia dos alelos correspondentes (Theodorakis, 2003).
Esta perda de diversidade genética pode reduzir a resiliéncia (sensu tempo decorrido até a populagao
retomar o equilibrio apds ter sofrido uma perturbacdo) das populagcées naturais aquando expostas a
ulteriores agentes perturbadores (Bagley et al., 2002; Theodorakis, 2003). Paralelamente a contaminacao
quimica, agentes perturbadores naturais (competicdo, predacao,...) podem também provocar efeitos
adversos nas populacdes. Assim, a capacidade de populacdes naturais persistirem em ambientes
contaminados pode depender em muito dos efeitos combinados resultantes da interaccdo de agentes
perturbadores naturais e antropogénicos.

O presente estudo visou investigar os efeitos provocados pela exposicao isolada e combinada a dois
agentes perturbadores: predacdo nao selectiva e um pulso de um efluente de drenagem acida rico em
metais (EDA), na diversidade genética de uma populacao, simulada em laboratério, de um microcrustaceo
plancténico, o cladécero Daphnia longispina O.F. Miller. Os dafnideos sao particularmente vantajosos neste
tipo de estudos porgque podem ser mantidos em laboratério cumprindo ciclos de reproducao exclusivamente
assexuada por partenogénese ameiética, o que permite manter, ao longo de varias geracoes, linhagens
geneticamente constantes (clones).

Na literatura cientifica, ja foram publicados estudos que descrevem a influéncia de agentes perturbadores
naturais, como a predacao, nos efeitos adversos provocados por agentes perturbadores antropogénicos.
Por exemplo, Beketov e Liess (2006) observaram que os efeitos adversos causados pelo pesticida
esfenvalerato em populacdes do microcrustaceo Artemia sp. eram mais intensos na presenca de predacao.

Pelo exposto, torna-se imprescindivel a compreensao dos efeitos provocados pela exposicao combinada a
agentes perturbadores naturais e antropogénicos nos ecossistemas. Este conhecimento permitira uma
maior capacidade para avaliar os efeitos de exposicdo a agentes perturbadores multiplos na avaliacdo de
risco ecoldgico'.

! Sensu avaliagdo da probabilidade de ocorréncia e intensidade de efeitos ecolégicos adversos, como resultado da
exposicdo a um ou mais agentes de perturbagéo.
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D MATERIAL E METODOS

Foram seleccionados 5 clones de D. longispina (designados por C1 a C5 de acordo como o seu perfil
aloenzimatico — isto &, perfil de bandas obtidas em géis de acrilamida para varias enzimas?). A sensibilidade
destes clones a contaminagcao por metais foi previamente testada. A sua selec¢ao para o presente estudo
baseou-se no facto de apresentarem um intervalo largo de sensibilidade a contaminacdo por metais
(diminuicao de sensibilidade de C1 a C5). Cada clone foi mantido individualmente em laboratério no meio
artificial ASTM (2002), com suplemento vitaminico e extracto de algas Marinure 25 (Glenside, Stirling, UK)
(Baird et al., 1989), sob condicbes controladas de temperatura (25 °C) e fotoperiodo (14:10 horas,
luz:escuro). Os organismos foram alimentados diariamente com a alga verde unicelular Pseudokirchneriella
subcapitata (Kor$hikov) Hindak (3 x 10° células mL™" d”', correspondente a 1.0 x 10° células dafnideo™ d™).
O meio de cultura (ASTM) foi mudado a cada 2 dias. Todos os organismos usados nas experiéncias eram

provenientes de terceiras ninhadas nascidas nestas culturas.

Foram realizadas duas experiéncias diferentes: (i) experiéncia de ciclo de vida, com o intuito de caracterizar
os parametros do ciclo de vida de cada clone e poder inferir sobre as suas taxas de crescimento
populacional comparando-as com as taxas de crescimento observadas na experiéncia de microcosmos; (ii)
experiéncia de exposicdo aos agentes perturbadores em microcosmos® com o intuito de avaliar os efeitos
de exposicao a predacao nao selectiva (isto €, predacédo nao diferenciada por tamanho dos individuos da

populacao) e contaminacao quimica isoladamente e em combinacao.

Experiéncias de ciclo de vida

Os parametros do ciclo de vida de cada clone foram monitorizados através da realizacao de experiéncias de
ciclo de vida. Estas experiéncias consistiram na exposicdo individual de 10 neonatos (com idades
compreendidas entre 6 a 24 horas), de cada clone, em frascos de vidro de 42 mL preenchidos com 30 mL
de meio ASTM e sob as mesmas condi¢des de renovagado de meio, alimentacéo, temperatura e regime de
fotoperiodo que as descritas na secgédo anterior. Cada um dos 10 individuos de cada clone foi observado
diariamente até a sua morte, tendo sido registados: o tempo decorrido até a libertagdo da primeira ninhada,
0 nimero de neonatos libertados por ninhada e a longevidade. Estes par@metros permitiram calcular a taxa
de crescimento populacional para cada clone através de sucessivas aproximagcdes a equacao de Lotka
(Pianka, 2000)*:

Zolltm,e_r'"t =1

2 Aloenzimas sdo enzimas cujas partes constituintes sdo transcritas por mais do que um alelo. Assim, no caso de uma
aloenzima codificada por 2 alelos (A e B) poderdo existir individuos heterozigéticos, ou seja produzem 3 tipos de
aloenzimas, uma com as 2 partes codificadas pelo alelo A, outras com as duas partes codificadas pelo alelo B e outra
com uma parte codificada pelo alelo A e outra parte codificada pelo alelo B. Os homozigéticos apenas terdo um tipo de
aloenzima que tera as duas partes codificadas por um dos alelos. Eletroforese em gel € uma técnica de separacao de
moléculas que envolve a sua migragdo num gel, durante a aplicagdo de um potencial eléctrico. As moléculas sao
separadas de acordo com o seu tamanho, pois as de menor massa irdo migrar mais rapidamente que as de maior
massa. Esta técnica resulta num gel onde se podem observar varias bandas, cada uma correspondendo a uma
determinada molécula. No caso das aloenzimas estes padrdes de bandas permitem identificar individuos geneticamente
diferentes, isto €, que apresentam um padrao de presenca de aloenzimas diferente entre si.

% Simulagdo de sistemas biolégicos em pequenas escalas. No presente caso o microcosmo consiste na representacéo
de populagdes do cladocero Daphnia longispina constituidas por cinco clones diferentes.

* Em 1925, Lotka provou que uma populacdo fechada (isto é, sem migragdo) com mortalidade e idade especifica de
fertilidade constantes teriam eventualmente uma taxa de crescimento constante. Esta taxa foi denominada por Lotka
como taxa de crescimento intrinseco natural, aqui designada por taxa de crescimento populacional.
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em que I representa a idade especifica de sobrevivéncia, m; 0 nimero de neonatos no dia te ta idade em
dias.

Experiéncias de microcosmos

As experiéncias de microcosmos foram realizadas em frascos de vidro circulares com 16 cm de altura e 9,5
cm de diametro, colocados numa sala com temperatura controlada entre 24 e 26°C e fotoperiodo 14:10
horas (luz:escuro). Sobre os microcosmos, foram colocadas |Ampadas florescentes de luz branca e fria (100
umol photons m? s™') de modo a uniformizar a intensidade de luz a que estariam expostos durante o

decorrer da experiéncia.

A experiéncia foi iniciada com 8 microcosmos com 1 L de meio ASTM e teve a duracédo de 52 dias. Em cada
microcosmo foram introduzidos 2 neonatos (com idades entre 6 e 24 horas) de cada um dos 5 clones, num
total de 10 (2 neonatos x 5 clones) neonatos por frasco (Figura 1). Durante 20 dias, os organismos
cresceram e reproduziram-se sob as condi¢cdes acima referidas, com renovagcao de metade do meio a cada
dois dias e alimentagdo diaria com 1.5 x 10° células mL™ de P. subcapitata (7.5 x 10° células dafnideo™ dia”
") e, a partir do dia 20, com 3 x 10° células mL™". No periodo compreendido entre o dia 10 e o final da
experiéncia (dia 52), a densidade de dafnideos em cada frasco foi monitorizada cada 2 dias através da
analise de 6 amostras de 12 mL recolhidas ao acaso em cada um dos microcosmos. Os organismos
recolhidos nos 12 mL foram contados na totalidade e re-introduzidos no respectivo microcosmo, o qual foi
também re-preenchido com ASTM para o volume inicial (1 L). Além das densidades, foi também
monitorizada a composicdo clonal nos dias 20 (antes da aplicacdo de predacao) e 52 (no final da
experiéncia). No dia 20, comecaram a ser simulados os dois niveis de predacao nao selectiva (10% - baixa
predacao, BP; e 20% - alta predacao, AP) em 4 dos 8 microcosmos iniciais, deixando 4 frascos restantes
sem predacao (controlo - C). De modo a simular os niveis de predacdo BP e AP, foram recolhidos,
respectivamente, 100 mL e 200 mL de cada um dos 4 microcosmos, com um tubo de sucgdo (garantindo
assim a simulacao de predacao nao diferenciada de dafnideos). O volume inicial (1 L) do microcosmo foi re-
estabelecido adicionando meio ASTM (sem organismos). Foram aplicados 10 epis6dios dos dois niveis de
predacao com intervalos de 2 dias, até ao dia 38. Neste dia (38), o conteldo de cada microcosmo de 1 L foi
dividido em quatro partes iguais usando um fraccionador de Folsom (Figura 2). Cada uma destas partes
(250 mL) foi transferida para frascos de vidro de 400 mL, resultando num total de 32 frascos (16 C,8 BP e 8
AP). Estes microcosmos (250 mL) estabilizaram durante 2 dias, e, no dia 40, foi simulado um pulso de
contaminag&o quimica, adicionando uma amostra de um efluente de drenagem &cida rico em metais® (EDA;
pH de 2,46 e conductividade de 4,78 mS cm™) proveniente de uma mina de pirite. Adicionaram-se 7 mL
deste efluente, correspondentes a uma diluicdo de 2,80% do efluente, a 8 frascos do controlo (C), 4 frascos
BP e 4 frascos AP. De modo a simular a recuperagao do sistema, o meio de cada frasco foi parcialmente
renovado com meio ASTM, aplicando um factor de diluicao de 1,7x todos os dias até ao final da experiéncia.
Os dois niveis de predagao nos respectivos microcosmos foram mantidos com intervalos de 2 dias até ao
final da experiéncia (dia 52) (Figura 1).

® A produco deste tipo de efluente de drenagem &cida resulta da oxidagdo de minérios que contém sulfuretos, aquando
da actividade mineira. Na presenga de oxigénio e agua os sulfuretos sdo oxidados dando origem, entre outros, a
elevadas concentragdes de ides H*. Estes ides provocam um decréscimo acentuado do pH das dguas promovendo a
mobilizagdo de metais presentes no minério para a coluna de agua. Geralmente estes efluentes sédo drenados para
corpos hidricos (lagos, rios, etc.), comprometendo seus ecossistemas.
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FIGURA 1: Representacao esquematica do desenho experimental das experiéncias realizadas em microcosmos com 0s
cinco clones do cladécero Daphnia longipina (adaptado de Lopes et al., 2009) expostos a 2 niveis de predacao (BP e
AP), a um pulso de um efluente de drenagem acida (EDA) e a combinagéo destes dois agentes e perturbacao (BP+EDA

e AP+EDA).

Identificagdo dos clones

A identificagcdo de cada clone no dia 20 e no final da experiéncia
(dia 52) foi realizada através de extracgdes de tecido, seguidas de
determinagdes do correspondente perfil aloenzimatico, seguindo
as metodologias propostas por (Hebert e Beaton, 1993). As
enzimas analisadas foram: glucose-6-fosfato isomerase (EC
5.3.1.9), peroxidase (EC 1.11.1.7) (Milone et al.,
fosfoglucomutase (EC 2.7.5.1). A identificacdo da composicédo
clonal permitiu determinar frequéncias observadas para cada clone
(sensu proporgao de individuos de cada clone relativamente ao
tamanho total da populacdao) e a diversidade clonal em cada

tratamento.

D RESULTADOS

Experiéncias de ciclo de vida

2003) e

longispina

(imagem

FIGURA 2: Fotografia de um Fracciona-
dor de Folsom usado para separar as
amostras de populagbes de Daphnia

obtda em:
http://www.aquaticresearch.com/folsom_

plankton_splitter_files/Mvc-002f.jpg).

Registaram-se diferengas significativas, entre os 5 clones, quer no nimero total de neonatos libertados

durante a experiéncia quer na taxa de crescimento populacional (r;). Os clones C1 e C5 libertaram

significativamente mais neonatos do que o clone C4; enquanto os clones C2 e C3 exibiram,

respectivamente, o menor e maior valor de r,,, (Figura 3).
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FIGURA 3: Médias aritméticas (+ desvio-padréo) dos valores de fecundidade total e da taxa de crescimento
populacional (rm) calculadas para cada clone de Daphnia longispina com base nos parametros de ciclo de
vida.

Tratamento sem agentes perturbadores

Na auséncia de perturbacao por predacao (BP ou AP) ou por contaminagcao quimica (EDA), as densidades
populacionais aumentaram exponencialmente até ao dia 18, atingindo um patamar de 11767 = 277
organismos L™ (média + desvio + padrdo) (Figura 3). Como este valor foi proximo do valor esperado
calculado para os dias 16 e 17 (1031 e 1385 organismos L, respectivamente), foi considerado como a
capacidade de carga do sistema (tamanho maximo estavel da populagdo que um habitat pode suportar
durante um longo periodo de tempo). Relativamente as frequéncias clonais observadas no dia 20, ndo se
registaram diferengas significativas comparativamente aos valores esperados (calculados com base nos
parametros do ciclo de vida de cada clone): 19, 13, 27, 14 e 27% para os clones C1 a C5, respectivamente.
Os clones C2 (15%) e C4 (11%) apresentaram frequéncias clonais baixas, enquanto os clones C1 (28%) e
C3 (28%) as frequéncias mais altas (Figura 4). Apesar das frequéncias clonais serem similares, a
diversidade clonal no dia 20 (0.729) foi significativamente diferente da esperada (estimada com base nos
parametros do ciclo de vida) (0.780).

Nao se registaram diferencgas significativas entre frequéncias clonais observadas nos dias 20 € 52. No final
da experiéncia (dia 52), similarmente aos resultados do dia 20, os clones C1 e C4 exibiram as frequéncias
mais baixas enquanto os clones C1 e C5 as frequéncias mais altas, no controlo (Figura 4).

No dia 52 registaram-se diferencgas significativas entre as frequéncias observadas e esperadas (frequéncias
esperadas: 19, 13, 27, 14, e 27%, para os clones C1 a C5, respectivamente). Mais ainda, a diversidade
clonal foi significativamente mais baixa no final da experiéncia (dia 52) comparativamente a quando a
populacao atingiu o patamar de crescimento (dia 20) (11% de reducao) e também mais baixa do que o valor
esperado (0.895) (diferenca entre a média da amostra e da populacao).
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Predacéo nao selectiva - dias 20 a 52

A aplicagcdo de 10 e 20% de predacdo nao selectiva (BP e AP, respectivamente) ndo afectou
significativamente a densidade das populacées (Figura 4); 18 dias ap6s o inicio da simulagao de predacao
(dia 38) nao foram observadas diferencas significativas entre as densidades observadas (Figura 4). Em
ambos o0s niveis de simulacdo de predacdo, a distribuicdo das frequéncias clonais nao diferiu
significativamente do controlo no final da experiéncia (dia 52) (Figura 4). No entanto, no tratamento AP foi
observada uma pequena diferenga na composicao clonal, os clones C4 e C1 foram, respectivamente, o
mais € o menos abundante (Figura 5). Apesar das frequéncias clonais serem semelhantes, foi registada
uma diversidade clonal significativamente mais alta nos dois niveis de predacao, relativamente ao controlo,
no final da experiéncia (dia 52). Estas diferengas nao foram observadas aquando da comparacgao da diver-
sidade clonal entre o controlo de dia 20 e as populacdes expostas aos dois niveis de predacédo no dia 52.
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FIGURA 4: Densidades populacionais médias de Daphnia longispina registadas ao longo da experiéncia de
microcosmos para os varios tratamentos (adaptado de Lopes et al., 2009).

Pulso de drenagem acida (EDA) - dias 40 a 52

A aplicagédo do pulso de EDA causou uma mortalidade elevada, com subsequente reducao significativa da
densidade populacional 24 horas apds o pulso (Figura 4). A tendéncia de reducao da densidade reverteu-se
no dia 44 (Figura 4), e apenas 12 dias apds o pulso de EDA (dia 52 - num periodo aproximadamente
equivalente a 2 geragdes) as densidades populacionais iniciais foram recuperadas na totalidade (Figura 4).
No entanto, a densidade populacional manteve-se significativamente mais baixa relativamente ao controlo
no final da experiéncia (dia 52) (Figura 4).

A aplicacdo do pulso de EDA provocou o desaparecimento dos clones mais sensiveis (C1 e C2) das
populacdes expostas somente a EDA. As frequéncias dos clones C4 e C5 subiram para quase o dobro do
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controlo no dia 52, e a frequéncia do clone C3 baixou comparativamente ao controlo do dia 52 (Figura 5).
Relativamente a populagao controlo, no dia 52, o tratamento com EDA apresentou uma composi¢ao clonal
significativamente diferente e indices de diversidade clonal significativamente mais baixos (Figura 5). Estas
diferencas significativas também foram observadas aquando da comparacao da diversidade clonal entre o
controlo do dia 20 e as populacées expostas a EDA no final da experiéncia (dia 52) (Figura 5).

Agentes perturbadores combinados — dias 40 a 52

Aquando da aplicacao simultdnea dos dois agentes de perturbacao (predacdo e EDA), o pulso de EDA foi
claramente o factor mais importante a influenciar a densidade e distribuicdo dos clones. Mais ainda, a
predacao nao selectiva adicional a que os organismos estiveram expostos, nao afectou significativamente a
recuperacgao de densidades apds o pulso de EDA (Figura 4). O clone C2 desapareceu completamente em
todos os tratamentos com aplicagcdo de EDA, enquanto o outro clone sensivel (C1) apenas desapareceu
nos tratamentos com EDA como agente perturbador Unico € no tratamento AP + EDA (Figura 5). Em todas
as combinagdes de tratamentos, a frequéncia dos clones foi significativamente diferente do controlo do dia
52. No entanto, os valores de diversidade clonal apenas foram significativamente mais baixos no tratamento
AP + EDA. A frequéncia dos clones diferiu entre os tratamentos; por exemplo, no tratamento com EDA,
apesar das frequéncias serem similares entre EDA e predacao + EDA, o clone C4 tornou-se dominante no

Ultimo tratamento.

o
P

37%
26%

20%
17%

13%

Controlo

30%
BP + EDA

AP + EDA

9% i

FIGURA 5: Frequéncias (%) observadas dos cinco clones de Daphnia longispina expostos em
microcosmos aos varios tratamentos (adaptado de Lopes et al., 2009).
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D DISCUSSAO

Tratamento sem agentes perturbadores

Os clones C2 e C4 revelaram ser 0s menos aptos, uma vez que partindo todos da mesma frequéncia (20%)
no dia 0, as suas frequéncias diminuiram até atingirem um valor minimo no dia 20, permanecendo estaveis,
na auséncia de agentes perturbadores, até ao final da experiéncia (dia 52). Este resultado era esperado
uma vez que estd em concordancia com os resultados obtidos na experiéncia de ciclo de vida, onde estes
dois clones apresentaram as taxas de crescimento populacionais mais baixas. No entanto, no final da
experiéncia (dia 52), a frequéncia observada para o clone C3 (13%) nao foi concordante com o valor
esperado (27%), visto este clone exibir a taxa de crescimento populacional mais elevada de entre os cinco
clones. Assumindo que todos os clones seriam competidores equivalentes, esperava-se obter, no final da
experiéncia (dia 52), frequéncias iguais a 19, 27, e 27% em vez das observadas 28, 13 e 26% (para os
clones C1, C3 e C5, respectivamente). De acordo com Weider (1992), esta falta de concordancia entre as
frequéncias clonais observadas e esperadas pode ser devida a uma relacao inversa entre habilidades
competitivas e taxas de reproducéo, isto €, os melhores competidores (ex. por comida) tendem a ter taxas
de crescimento populacionais mais baixas e vice-versa. Esta hipétese foi sugerida como uma explicacao
para a manutencao da diversidade clonal em populacdes partenogenéticas (como Daphnia): se 0 sucesso
reprodutivo fosse o Unico factor a determinar a aptidao do individuo, entdo a populacao seria rapidamente
dominada por um ou dois clones (0s mais aptos, isto € com maior sucesso reprodutivo). Aparentemente, o
clone com o potencial reprodutivo mais elevado (C3) foi o mais afectado pela perturbacao induzida por
competicao, dando, assim, suporte a hipétese sugerida por Weider (1992).

Agentes perturbadores isolados

Apds 32 dias de exposicao (do dia 20 ao dia 52), nos tratamentos com perturbacéao por predacao (BP e AP),
nao se registaram alteracdes significativas nas densidades populacionais, indicando que o patamar de
densidades estaria préximo da capacidade maxima de crescimento da populacao, isto é, os clones nao
atingiram o seu potencial maximo de reproducao. Durante o mesmo periodo, as frequéncias clonais
sofreram alteracdes ligeiras, ndo significativas, no nivel de predacdo mais elevado (AP). No final da
experiéncia (dia 52), a diversidade clonal das populacdes expostas aos dois niveis de predacao foi
significativamente mais elevada que a do controlo (0.728 e 0.720 versus 0.647, respectivamente). No
decorrer da experiéncia nao foram observadas alteragées significativas na diversidade clonal nos dois niveis
de predacao (de 0.729, no dia 20, para 0.728 e 0.720, respectivamente). Estes resultados, suportam a
hipétese do disturbio intermédio, a qual tem sido sugerida como uma explicacdo para um aumento na
diversidade da populacado ou da comunidade a niveis de distirbio baixos ou médios (Shea et al., 2004). De
acordo com esta hipotese, distlrbios pequenos ou médios sao importantes na manutencdo de niveis
elevados de diversidade em populagdes ou comunidades.

Tal como esperado, o pulso de EDA provocou uma reducao significativa nas densidades populacionais e
uma alteracao drastica nas frequéncias clonais, uma vez que os clones mais sensiveis desapareceram das
populacdes. De acordo com os dados de sensibilidade de cada clone e do ciclo de vida, o clone C5 (com a
menor sensibilidade e com uma das maiores taxas de crescimento populacional) dominou as populagées. O
clone C4, apesar de ter exibido a menor taxa de crescimento populacional, foi o segundo clone mais
abundante no tratamento com EDA, provavelmente devido a sua elevada resisténcia a EDA.
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Ward & Robinson (2005) reportaram uma reducao na diversidade clonal quer no controlo quer em cenarios
de contaminacao por metais no microcrustaceo planténico congénere Daphnia magna Straus. Estes autores
observaram em média uma reducdo de 53% na diversidade apés 8 geracbes cultivadas em condigdes
controlo, de 68% apds 8 geragcdes cultivadas em concentracdes elevadas de cadmio e de 19% em
condi¢gdes de simulagdo de predacao com intensidade 50%. No presente estudo, foi encontrado um padrao
similar, isto € uma reducao significativa na diversidade do controlo (sem disturbio), uma grande reducao sob
condi¢cdes de pressao selectiva forte (disturbio elevado), e pequenas ou nenhumas reducdes sob condigcdes
de agente perturbador selectivo (pequeno a médio distarbio). Uma vez que as metodologias € a métrica
para calculo dos indices de diversidade usados neste estudo foram diferentes dos aplicados por Ward &
Robinson (2005) (diversidade clonal versus indice de diversidade genética), ndo foi possivel uma
comparacao directa dos indices. Comparando a diversidade clonal no dia 20 com a diversidade no final da
experiéncia (dia 52), ndo se encontrou um decréscimo na diversidade clonal com predacao ndo selectiva e
a reducao de diversidade sob condicbes controlo foi menos marcada (11%) do que nos cenarios de
exposicao a EDA (17 e 43%).

Agentes perturbadores combinados

Durante a exposicao a acgcao combinada dos dois agentes perturbadores, EDA foi claramente o factor que
maior influéncia exerceu na distribuicdo dos clones. A diversidade clonal (0.667 e 0.605) obtida apds
exposicdo simultdnea a EDA e BP foi similar ao valor de diversidade clonal obtido no controlo no final da
experiéncia (0.647). Estes resultados podem ser explicados pelo facto de que apds a accao conjunta de
AMD e BP, o clone C1 permaneceu na populacado, apesar de em frequéncias mais baixas do que no
controlo. Mais ainda, dado este clone ter apresentado a maior densidade no tratamento BP, coloca-se a
hipétese de que, apds o pulso de EDA, alguns organismos de C1 sobreviveram e recuperaram rapidamente
dada a sua elevada taxa de crescimento populacional.

Foi demonstrado por Morgan e Buckling (2004) que a combinacao de uma pressao selectiva letal com uma
pressao nao selectiva elimina a relacao directa entre perturbacéo e diversidade. Estes autores observaram
que na bactéria Pseudomonas fluorescens Migula, o aumento da diversidade (induzido por um disturbio de
intensidade media provocado por um agente perturbador ndo selectivo: diluicdo das culturas) era
contrariado por: (i) um aumento na frequéncia dos individuos com maior aptiddo na presenca de uma
agente perturbador selectivo (presenca de bacteriéfagos) e por (ii) menor competicao e taxas de reproducao
na sua auséncia, mantendo a diversidade no estado de equilibrio. No presente estudo, a pressao selectiva
diminuiu a diversidade (em vez de a aumentar, tal como no estudo anteriorimente referido), pelo que é
colocada a hipdtese de que niveis baixos de pressdao nao selectiva (tratamento de baixa predacao)
ajudaram a populacao a atingir valores de diversidade clonal (0.667 and 0.605) semelhantes aos do controlo
no final da experiéncia (0.647).

As diferentes densidades dos clones nos diferentes cenarios de perturbacdo sdo concordantes com os
resultados obtidos por Weider (1992), que observou que clones diferentes de D. magna apresentavam
diferentes densidades, dependendo da frequéncia e da intensidade da predacao simulada, e que padrbes
alternados de frequéncia clonal ocorreram durante o decurso de uma experiéncia similar. Weider (1992)
constatou ainda que o resultado final da competicdo interclonal é dependente, ndo s6 da taxa de

crescimento natural, mas também de diferentes aptidées competitivas em ambientes diferentes.
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Comparando a sensibilidade dos clones aqui estudados a diferentes quimicos, foi observado que os clones
mais resistentes a niveis letais de EDA eram também os mais resistentes a concentragées letais de cobre
(com o mesmo ranking de aumento de resisténcia: C1, C3, C4 e C5). No entanto, os dois clones mais
resistentes (C4 e C5) a estes contaminantes, eram os mais sensiveis a concentracdes letais do metal
céadmio e de hidrogenibes (ides H). Mais ainda, um dos clones mais resistentes a cadmio (C1), também um
dos mais resistentes a ides H', era o mais sensivel a EDA e cobre. Resultados semelhantes foram obtidos
por Baird et al. (1991) com clones da espécie D. magna. Estes resultados tém implicacées importantes na
avaliacdo de risco ecoldgico e em conservagdo. E globalmente aceite que a resiliéncia dos ecossistemas
depende da diversidade especifica presente nos diferentes grupos funcionais (Naeem, 1997). Isto é, se
varias espécies, pertencentes ao mesmo grupo funcional, desaparecerem, mas pelo menos uma sobreviver
dentro deste mesmo grupo funcional, entdo o ecossistema pode manter essa sua funcdo especifica. A
espécie sobrevivente aumentara em frequéncia e ocupard o espaco deixado pelas espécies que foram
eliminadas/desapareceram. Este mesmo principio pode ser aplicado a nivel populacional. Uma populagéo é
constituida por varios individuos que exibem diferentes niveis de sensibilidade a varias substancias
quimicas (ex. Barata et al., 2002; Lopes et al., 2005). Quando um téxico contamina o habitat, os genotipos
mais sensiveis podem desaparecer da populacdo, permanecendo apenas aqueles que sao mais tolerantes
aquele tipo especifico de contaminacao. Devido a possivel existéncia de contrapartidas associadas a uma
maior resisténcia relativamente a um tdxico (ex. investimento de energia para mecanismos de
destoxificacdo), os gendtipos resistentes podem ser mais sensiveis a outros agentes perturbadores (Shirley
e Sibly, 1999; Xie e Klerks, 2004), e, quando isto ocorre, a resiliéncia da populacao geneticamente erodida é
reduzida drasticamente. Por outras palavras, se ndo existir co-toleranica (sensu o mesmo mecanismo
confere tolerancia a varios contaminantes) ou tolerancia multipla (sensu a tolerancia varios contaminantes é
conferida por varios mecanismos especificos) a varios contaminantes nos genétipos que permanecerem na
populacao, entao pulsos sucessivos de concentragoes parcialmente letais de diferentes quimicos pode levar
ao desaparecimento da populacdo, mesmo que o intervalo de tempo entre os pulsos de contaminacao seja
suficiente para a populagéo recuperar os niveis iniciais de densidade.

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste estudo parecem apoiar a hipotese do disturbio intermédio e constituem mais
uma evidéncia de ocorréncia de erosdo genética em populacdes expostas a contaminagcao quimica. Estes
factos evidenciam a necessidade de efectuar a avaliacdo da perda de diversidade genética em populagcoes
naturais aquando a realizag@o de analises de risco ecoldgico. Tal como foi demonstrado por este trabalho, a
avaliacao de alteragbes nas densidades populacionais nao é suficiente para avaliar os efeitos ecologicos
que os contaminantes podem provocar no ambiente e informagao referente a tolerdncia miltipla e co-
tolerancia é altamente importante para a prevencao da extincdo de populacbes em ecossistemas
perturbados.
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