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RESUMO

Efeitos do fungicida tebuconazole num modelo hospedeiro-parasita em cenarios realistas

A interacdo entre a poluicdo e a doenca é um campo de investigacdo ainda pouco explorado; no
entanto, o contexto ambiental pode tornar mais ou menos provavel a ocorréncia e a dispersao de
parasitas ou agentes patogénicos. Os fungicidas usados na agricultura sdo aplicados diretamente
no ambiente e, por isso, colocam sob pressao muitos microrganismos nao-alvo (nomeadamente
fungos parasitas ou patogénicos) que ocorrem naturalmente nos ecossistemas agricolas. O
tebuconazole (fungicida azodlico) tem um efeito antiparasitico comprovado a baixas concentracoes
no que toca a supressdo da infecdo no modelo Daphnia spp. (crustaceo de agua doce) x
Metschnikowia bicuspidata (levedura parasita). Numa tentativa de clarificar a relevancia
ecoldgica e a reversibilidade dos efeitos antiparasiticos do tebuconazole e de compreender que
fases do ciclo de vida do microparasita M. bicuspidata sao mais suscetiveis a este agroquimico,
testou-se a influéncia do tempo de exposicao a varias concentracdes deste fungicida. Para isso,
expds-se em laboratorio este modelo hospedeiro x parasita ao tebuconazole de forma continua
ou em exposicdes de duracdo variavel (4 a 12 dias). Verificou-se que a presenca de esporos no
corpo do hospedeiro foi mais elevada nos tempos de exposicdo mais reduzidos e a
concentracdes mais baixas. Ndo foram observados sinais de infecdo em periodos de exposicao
mais longos. Estes resultados confirmam que o tebuconazole tem um papel protetor (ou
antiparasitico) para a saude dos hospedeiros, sendo eficaz mesmo a concentracdes reduzidas (<
13.5 ug/L) e em exposicdes relativamente curtas (< 8 dias). Isto ¢ demonstrativo da acédo do
tebuconazole na prevencdo da esporulacdo de M. bicuspidata, de uma forma dependente da
concentracdo e do tempo de exposicdo. O mesmo padrdo foi observado para a mortalidade dos
hospedeiros que ndo apresentavam sinais de infecéo (i.e., sem presenca de esporos na cavidade
corporal). Os dados de mortalidade sugerem que o parasita é capaz de causar dano no
hospedeiro mesmo sem haver esporulacéo e que o efeito protetor do tebuconazole também é
valido na fase de crescimento vegetativo de M. bicuspidata. Os resultados obtidos demonstram
gue o efeito deste agroquimico sobre um fungo ndo-alvo — e sobre a relacdo hospedeiro-parasita
na qual este intervém — ocorre em cenarios ecologicamente relevantes (baixas concentracdes e

tempos de exposicdo de apenas alguns dias).
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ABSTRACT

Effects of the fungicide tebuconazole on a host-parasite model in realistic scenarios

The interaction between pollution and disease is a research field that is still poorly explored;
however, the environmental context may influence the occurrence and dispersion of parasites or
pathogens. Fungicides used in agriculture are directly applied to the environment and thus
pressure many non-target microorganisms (notably parasitic or pathogenic fungi), which naturally
occur in agroecosystems. Tebuconazole (an azole fungicide) has a proven antiparasitic effect at
low concentrations by suppression of the infection in a Daphnia spp. (freshwater crustacean) x
Metschnikowia bicuspidata (parasitic yeast) model. To clarify the ecological relevance and
reversibility of the antiparasitic effects of tebuconazole and to understand which phases of the life
cycle of M. bicuspidata are most susceptible to this agrochemical, the influence of exposure time
at various concentrations of this fungicide was tested. For this, the model host x parasite system
was exposed in the laboratory to tebuconazole continuously or in exposures of variable duration
(4 to 12 days). The presence of spores in the host body was higher at the shorter exposure times
and at lower concentrations. At longer exposure timings, no signs of infection were observed.
These results confirm that tebuconazole has a protective (or antiparasitic) role on host health and
is effective even at reduced concentrations (< 13.5 pg L') and at relatively short (< 8 days)
exposures. This is demonstrative of the action of tebuconazole in preventing sporulation of M.
bicuspidata, which is dependent on concentration and exposure time. The same pattern was
observed for the mortality of hosts that did not show signs of infection (i.e., no spores present in
the body cavity). Mortality data suggest that the parasite can cause damage to the host even
without sporulation and the protective effect of tebuconazole is also valid in the vegetative growth
phase of M. bicuspidata. The results show that the effects of this agrochemical on a non-target
fungus - and the host-parasite relationship in which it participates — can happen in ecologically

relevant scenarios (low concentrations and short exposure times).
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1 INTRODUGAO

Ao longo dos anos, as atividades humanas tém exercido uma enorme pressao sobre os
ecossistemas, pondo em causa 0s recursos para as geracOes futuras. Em particular, é
preocupante a pressao antropica sobre os recursos de agua doce. A agua doce & um dos
recursos mais importantes para 0s humanos, uma vez que providencia uma série de servicos
como a rega, pesca, producado de energia, eliminacdo de residuos, entre outros (Dudgeon et al.,
2006; Strayer & Dudgeon, 2010). Ainda mais preocupante € o facto da pressao humana ser feita
nas escassas reservas de agua potavel, configurando um cenario de multiplos agentes de stress
(Vorosmarty et al., 2010). Desde sempre, a humanidade tem-se instalado muito perto dos cursos
de agua porque estes providenciam uma série de bens essenciais e de servicos. No entanto,
esta riqueza tem-se tornado cada vez mais escassa devido a pressao demografica. Cerca de
97,5% da disponibilidade mundial de agua encontra-se nos oceanos (agua salgada improépria
para consumo), 2,5% encontram-se em regides polares ou subterraneas, e somente 0,007% da
agua disponivel é propria para consumo. Estes nuimeros demonstram a preciosidade deste
recurso, que se localiza em parte nos rios, lagos e pantanos (National Geographic 2017). A agua
potavel disponivel no nosso planeta é essencial para o bem-estar humano mas também o é
como suporte da biodiversidade, uma vez que os ecossistemas de agua doce suportam cerca de
40% da diversidade global de peixes e 25% da diversidade global de vertebrados (Dudgeon et al.,
2006). Alteracdes na biodiversidade dos ecossistemas aquaticos podem comprometer o
provisionamento dos servicos dos ecossistemas acima referidos e que sdo essenciais a nossa
existéncia (Cardinale et al., 2006). Por isso, & essencial preservar este recurso vital - e 0s seus
bens e servicos associados — de pressdes antropicas como, por exemplo, a poluicao.

A poluicao dos ecossistemas aquaticos pode alterar a dindmica das comunidades que ai
habitam, incluindo a sua composicao e as funcdes desempenhadas pelos seres vivos (Knillmann
et al.,, 2013). As principais fontes de poluicao estdo relacionadas com atividades industriais,
agricolas e domésticas (Scheren, Zanting, & Lemmens, 2000), nomeadamente, por descargas
de residuos toxicos, esgotos domeésticos, lixiviacao de fertilizantes e pesticidas agricolas, entre
outros. Dentre as principais fontes de poluicao referidas, a agricultura é das poucas que lanca

intencional e repetidamente compostos quimicos no



ambiente (nomeadamente pesticidas). Estes poluentes sao utilizados para prevencao de doencas
e melhoria das culturas, praticas comuns e imprescindiveis para esta atividade (McGrath, 2004).
A presenca destes poluentes no meio aquatico tem efeitos adversos para 0 mesmo e
comprometem a saude do ecossistema (Zubrod et al., 2014). Embora exista uma enorme
pressao legislativa, que tem levado a substituicio de compostos nocivos por outros
ambientalmente mais favoraveis, o uso disseminado de muitas substancias pode acarretar
efeitos secundarios e subtis sobre os ecossistemas aquaticos. E importante compreender esses
efeitos em cenarios de exposicao ecologicamente relevantes.

Os efeitos dos poluentes ndo ocorrem isoladamente; os organismos aquaticos enfrentam
estes agentes abidticos ao mesmo tempo que enfrentam agentes de stress bidtico, como os seus
competidores e inimigos naturais (predadores e parasitas). Existem varios estudos que
documentam a existéncia de interacfes complexas entre agentes de stress bioticos e abioticos
nas comunidades aquaticas (Buser, Spaak, & Wolinska, 2012; Folt et al., 1999; Hanazato &
Dodson, 1995; Sih, Bell, & Kerby, 2004). Este tipo de interacdes pode alterar a sensibilidade dos
organismos aquaticos aos contaminantes e modificar os processos ecolégicos (Coors & De
Meester, 2008; Hanlon et al., 2015; Loureiro et al., 2013). A doenca ¢ um exemplo de um
processo que resulta de uma interacdo bidtica, e cujo resultado pode ser influenciado pelas
condicdes ambientais, nomeadamente a poluicdo. A doenca desempenha um papel fundamental
do ponto de vista evolutivo, uma vez que promove uma rapida evolucao do hospedeiro e
parasita/agente patogénico (Wolinska & King, 2009); do ponto de vista ecoldgico, os parasitas
sdo reguladores das dinamicas populacionais e influenciam a estrutura da comunidade dos
hospedeiros (Marcogliese, 2004).

A existéncia de uma relacdo entre poluicdo e doenca no ambiente aquatico ja €
considerada desde os anos 80 (Mix, 1986; O'Connor & Huggett, 1988; Sindermann et al.,
1982). A ocorréncia de stress relacionado com a poluicdo juntamente com a presenca de
microrganismos patogénicos pode tornar mais provavel (Snieszko, 1974) o aparecimento de
surtos de doencas, uma vez que os contaminantes podem afetar a prevaléncia, intensidade e a
patogenicidade de um parasita (Khan & Thulin, 1991), direta ou indiretamente (via interferéncia
na suscetibilidade do hospedeiro). Contudo, sabe-se que a doenca pode, também, ser
desfavorecida pela presenca de contaminantes (Hanlon et al., 2015). Incluem-se nesta categoria
0os compostos desenhados para combater pragas (parasitas ou agentes patogénicos), e que

apresentam potencial para afetar comunidades naturais de organismos nao-alvo que habitam os



ecossistemas vizinhos as exploracdes agricolas. Entre estas armas quimicas incluem-se as
substancias anti-helminticas (McCarter, 2004; Wood, Liu, & Weller, 1996), anti-fungicas
(Denning, 2003; Wood, Como, & Dismukes, 1994) e anti-bacterianas (Gilbert et al., 2010; Evans,
1993). A utilizacdo massiva destes compostos levou a sua presenca ubiqua no ambiente, onde
podem atuar sobre outros parasitas (que ndo os agentes de doenca em humanos ou animais e
plantas de cultivo), com consequéncias ecologicas ainda ndo totalmente compreendidas (Cuco et
al., 2017 a). Dentre estes compostos, destacam-se os fungicidas usados na agricultura, pela sua
aplicacao diretamente no ambiente, o que coloca sob pressao muitos agentes patogénicos,
parasitas fungicos e fungos ndo-alvo que ocorrem naturalmente nas areas envolventes as
exploracdes agricolas. A presente dissertacdo pretende abordar esta problematica, na perspetiva
de uma melhor compreensdo acerca da pressdo exercida pelos pesticidas (nomeadamente os

fungicidas, ver abaixo) sobre um modelo hospedeiro-parasita comum em sistemas lacustres.

1.1. Contaminagdo ambiental por fungicidas
Nas ultimas décadas, a intensificacdo de atividades humanas como a agricultura e a
industria fez com que a ocorréncia de contaminantes nos ecossistemas aquaticos seja frequente
e que o seu impacto no ambiente seja cada vez mais preocupante. A necessidade de controlar
as doencas durante o estabelecimento e desenvolvimento das culturas, de aumentar a sua
produtividade e de melhorar a qualidade e o tempo de armazenamento das colheitas levou a um
excessivo uso dos compostos quimicos nos agroecossistemas (McGrath, 2004). Segundo
EUROSTAT (2016), foram vendidas quase 400 000 toneladas de pesticidas nos 28 paises
pertencentes a Unido Europeia (EU), em 2014. Dentre estes, os fungicidas e os bactericidas
foram os mais vendidos (cerca de 44%), seguidos dos herbicidas (cerca de 33%) e, por fim, os
inseticidas, acaricidas e outros produtos (cerca de 23%). Em metade dos paises da EU, os
fungicidas e bactericidas dominaram as vendas de pesticidas, alcancando 1/3 das vendas
efetuadas. Em Portugal, no ano de 2015, a tendéncia nao foi diferente. Foram vendidas
12 889,2 toneladas de pesticidas em territorio nacional, sendo que as vendas foram dominadas

pelos fungicidas (64%) (EUROSTAT, 2016; INE, 2015).
Nos ambientes aquaticos, a contaminacao por pesticidas € um frequente agente de
stress abiotico (Pedersen, Yeager, & Suffet, 2006; Wittmer et al., 2010) e pode causar efeitos

negativos nas populacdes e nos processos do ecossistema (Zubrod et al., 2014). A entrada



destes contaminantes nestes ambientes depende do tipo de uso. Os pesticidas utilizados na
agricultura entram nos ambientes aquaticos de varias formas, nomeadamente através da difusao
das aplicacdes em spray (Barth et al., 2009), de fluidos das estacdes de tratamento de aguas
residuais (Bermudez-Couso et al., 2007) e da lixiviacdo dos solos onde sdo usados (Wittmer et
al.,, 2010). A lixiviacao (transporte em aguas de escorréncia, superficial ou subterrénea) é
particularmente importante, e esta intimamente relacionada com os eventos de precipitacao
(Moe et al., 2013). Os eventos de chuva ndo sdo constantes ao longo do ano, alternando picos
de precipitacdo com alturas em que esta € quase nula. Entdo, & previsivel que haja também
picos nas concentracdes dos pesticidas no ambiente aquatico (Handy, 1994). Podemos assim
concluir que a exposicao dos organismos a estes compostos ocorre num cenario intermitente.

Os fungicidas sdo compostos quimicos biocidas ou organismos biologicos que matam ou
inibbem o crescimento e a reproducdo (esporulacdo) de fungos (McGrath, 2004). Estes
compostos matam os fungos pelo dano que causam nas suas membranas celulares,
desativando enzimas criticas ou proteinas e pela interferéncia em processos chave como a
respiracdo ou a producdo de energia (Hutson & Miyamoto, 1999). Atendendo ao papel
fundamental dos fungos na natureza, como decompositores (Hieber & Gessner, 2002),
microparasitas (Rasconi, Jobard, & Sime-Ngando, 2011) ou simbiontes (Asplund & Wardle,
2016; van der Heijden et al., 1998), é expectavel que a presenca de fungicidas de origem varia
(medicamentos, agroquimicos, produtos de uso pessoal; Richter et al., 2013) ponha em risco a
integridade dos ecossistemas aquaticos. Em parte, este risco deve-se ao potencial que estas
substancias tém em causar efeitos nos processos mediados por fungos, como a decomposicédo
ou a doenca. Nos testes padronizados para avaliar os efeitos ecologicos de fungicidas sao
normalmente usados organismos como 0s peixes, girinos, crustaceos, ou microalgas (Ankley,
2005; Junges et al., 2012; Zubrod et al., 2014), pelo que pouco se sabe acerca da sensibilidade
das comunidades microbianas naturais. Contudo, sabe-se que estes contaminantes as
conseguem alterar, influenciando a estrutura da teia alimentar bem como as funcdes associadas
(Montuelle et al., 2010; Rasmussen et al., 2012). Varios autores tém vindo a demonstrar que os
fungos nao-alvo sao vulneraveis a contaminacdo ambiental por fungicidas, o que conduz a
alteracdes nas dinamicas populacionais (Cuco et al., 2017a; Dijksterhuis et al., 2011), na
composicdo das comunidades (Boxall, 2004) e nos processos mediados por estes

microrganismos (Zubrod et al., 2011).



Dentre os fungicidas, destacam-se os compostos azolicos, compostos anti-fingicos
altamente eficientes cujo modo de acao se baseia na inibicao da biossintese de ergosterol (Kahle
et al., 2008), constituinte essencial da membrana citoplasmatica dos fungos (Hof, 2001). O
défice dai resultante compromete o crescimento e a reproducéo dos fungos, reduzindo as taxas
de infecdo nas populacdes de hospedeiros (Klix, Verreet, & Beyer, 2007). Estes compostos séo
empregues em varios tipos de culturas (Tabela 1) para combater doencas como o oidio, mildio,
alternariose, cercosporiose, helmintosporiose, entre outras (DGAV, sem data). Estas doencas séo
causadas por fungos ou por outros agentes que possuam ergosterol nas suas membranas, como
0s oomicetos (grupo de organismos anteriormente classificados no grupo dos fungos). O
composto tebuconazole, por exemplo, é utilizado em varias culturas (e.g., na videira e na oliveira;
Tabela 1) para combater doencas causadas por fungos e oomicetos como a podriddo negra
(fungo Guignardia bidwell), o mildio (oomiceto Plasmopara viticola), o oidio (fungo Unicula
necator) e o olho de pavao (fungo Cycloconium oleaginum) (Bayer, 2009). A aplicacdo dos
fungicidas, na maioria das vezes, necessita de ser feita antes de a doenca ocorrer

(preventivamente) ou ao primeiro aparecimento dos sintomas (McGrath, 2004).

Tabela 1 - Lista de culturas (ordenada alfabeticamente) onde s&o aplicados compostos azélicos e onde é

aplicado especificamente o tebuconazole (sombreado).

Culturas onde sao aplicados compostos azélicos

Abdbora Espargo
Alcachofra Feijoeiro
Alho Ginjeira

Alho francés Macieira
Ameixeira Marmeleiro
Aveia Melancia
Bananeira Meloeiro
Batateira Milho
Beringela Morangueiro
Beterraba sacarina Nectarina




Cebola QOliveira

Cenoura Pepino
Centeio Pereira
Cevada Pessegueiro
Cerejeira Pimenteiro
Citrinos Tomateiro
Cornichons (picles) Trigo
Courgette Triticale
Damasqueiro Videira
Ervilheira

A presenca de tebuconazole nos ecossistemas aquaticos tem vindo a aumentar
(Montuelle et al., 2010), uma vez que este fungicida esta a ser usado para combater as doencas
e pragas anteriormente combatidas pelo carbendazim, cujo uso foi proibido (Comissdo Europeia
1107/2009). Devido ao seu uso intensivo, os efeitos deste contaminante nas comunidades
microbianas nao-alvo tém sido estudados quer nos solos, quer nos ambientes aquaticos (Mufioz-
Leoz et al., 2011; Zubrod et al., 2011), sendo que as comunidades mais suscetiveis parecem
ser os fungos (Artigas et al., 2012; Bundschuh et al., 2011; Cuco et al., 2017a; Rasmussen et
al., 2012). Apesar da sua permanéncia nas aguas ser relativamente curta (tempo de meia vida
de 28 dias), este composto persiste nos solos por mais de 597 dias (Kegley et al., 2014), o que
vai fazer com que a sua presenca nas aguas seja recorrente (ja que é lixiviado dos solos).
Normalmente, as concentracdes de tebuconazole detetadas no ambiente sdo baixas (menos de
10 pg L-1). Contudo, podem ser detetadas grandes concentracdes apos grandes chuvadas (200

ug L-1) (Zubrod et al., 2014).

1.2. Poluicdo e dispersao de doencas
Pode definir-se doenca como o conjunto dos efeitos negativos que afetam a saude de
um determinado organismo hospedeiro causado por um agente patogénico ou parasita
(Scholthof, 2007). A prevaléncia de um certo parasita &€ a proporcao de individuos hospedeiros
infetados e da-nos uma medida de quao frequente ¢ a doenca (Cuco, 2016). Por sua vez,

patogenicidade é a capacidade do parasita infetar um hospedeiro e causar dano, e engloba os



termos agressividade (capacidade do parasita invadir e se estabelecer no hospedeiro) e
viruléncia (grau de dano causado pelo parasita no hospedeiro) (Thomas & Elkinton, 2004). Existe
uma certa incoeréncia entre a definicdo de parasita e agente patogénico. Varios autores afirmam
que agentes patogénicos sdo aqueles que provocam especificamente uma doenca ao seu
hospedeiro (Alberts et al., 2002; Dangl, Horvath, & Staskawicz, 2013; Lysenko et al., 2005). Do
ponto de vista ecoldgico, um parasita € um organismo que passa a maior parte ou toda a sua
vida em associacdo com um individuo hospedeiro, aproveitando-se deste para se alimentar e
reproduzir (Price et al., 1986), provocando-lhe danos, como por exemplo o desenvolvimento de
doencas ou até mesmo a sua morte (Price, 1980). Entdo, de acordo com esta definicdo,
podemos assumir no ambito do presente trabalho que parasita e agente patogénico sao
semelhantes do ponto de vista ecologico (usando a mesma definicdo alargada de parasita
utilizada por Wolinska & King, 2009).

Os parasitas ou agentes patogénicos e a sua viruléncia tém um papel fulcral nas
dindmicas hospedeiro-parasita (May & Anderson, 1979) e na estrutura das comunidades, uma
vez que podem causar a morte dos seus hospedeiros ou reduzir a sua fecundidade, bem como
produzir efeitos evolutivos via selecdo dependente da frequéncia (Wolinska, Lively, & Spaak,
2008). Por isso, pequenas alteracdes na prevaléncia ou na viruléncia de um parasita como
resultado da interacdo com outros agentes de stress ambientais podem alterar significativamente
a ecologia e evolucdo das interacdes hospedeiro-parasita (Coors & De Meester, 2008). A
viruléncia de um certo parasita pode depender dos genotipos do hospedeiro e do parasita
(Carius, Little, & Ebert, 2001), das rotas de transmissao (Restif & Kaltz, 2006) ou das condicdes
ambientais, nomeadamente, a presenca de contaminantes como os pesticidas (Coors & De
Meester, 2008).

O ambiente ¢ um agente determinante para a doenca (Scholthof, 2007; Wolinska &
King, 2009), pelo que a doenca e a sua dispersdo serao afetadas pelas condicdes ambientais,
nomeadamente a presenca de contaminantes (Cuco et al., 2017 b; Hanlon et al., 2015). Esta
interacado entre hospedeiro (e sua suscetibilidade), parasita (e sua viruléncia) e o ambiente ¢
conhecida na literatura com o triangulo da doenca (Francl, 2001; Scholthof, 2007). A interacao
entre a poluicdo e os parasitas pode ter varias consequéncias no que toca a dispersao de
doencas: por um lado, os contaminantes podem causar efeitos negativos nas populacbes de
hospedeiros favorecendo a dispersao da doenca mas, por outro lado, estes agentes de stress

quimico podem ter efeitos positivos para o hospedeiro desfavorecendo a dispersao ou viruléncia



dos parasitas (Lafferty & Kuris, 1999). Os hidrocarbonetos do petroleo, por exemplo, parecem
favorecer o parasitismo de espécies de ciliados, nematodes e monogenes e desfavorecer o
parasitismo por acantocéfalos e digenes (Khan, 1987). Um mecanismo potencial para este
favorecimento da doenca em ambientes contaminados pode passar pela reducdo da capacidade
de resposta imunologica dos hospedeiros em resultado da presenca de poluentes, uma hipotese
que permitiria explicar a maior suscetibilidade do hospedeiro a alguns parasitas (Coors & De
Meester, 2008; Mcdowell et al., 1999). Por exemplo, a principal defesa dos peixes contra
parasitas das guelras é a producdo de muco (Khan, 1987). Com a poluicdo petrolifera ou a
resultante dos efluentes de fabricas de celulose, industriais e termais, a prevaléncia de parasitas
ciliados aumenta (Esch et al., 1976; Khan, 1990; Lehtinen, 1989) aumentando a suscetibilidade
dos peixes, uma vez que as condicdes toxicas comprometem o seu sistema imunitario e a
producdo de muco (Khan, 1990). As chuvas &cidas, resultantes da poluicdo atmosférica,
também afetam os parasitas e os seus hospedeiros (Leavitt et al., 1999), sendo que a
prevaléncia de monogenes e digenes diminui com a acidez, enquanto a dos acantocéfalos pode
aumentar (Lafferty, 1997). Marcogliese e Cone (1996) verificaram que a riqueza de parasitas da
enguia amarela era proporcional a acidez do meio. A eutrofizacdo (resultante de entradas de
azoto e fésforo associados a agricultura, residuos de esgotos, deposicdo atmosférica, entre
outros) parece também contribuir para o aumento da infecdo e a patologia de parasitas (Johnson
& Carpenter, 2007; Lafferty & Holt, 2003; McKenzie & Townsend, 2007). Johnson et al. (2007)
estudaram os efeitos da eutrofizacdo na dispersado da doenca em anfibios causada pelo parasita
Ribeiroia ondatrae e concluiram que o aumento de nutrientes promovia indiretamente a doenca
nos anfibios através do aumento da densidade de hospedeiros intermédios (gastropode)
infetados e pelo aumento da producdo de estddios de dispersdo dos parasitas nesses
hospedeiros. Estas evidéncias ilustram os efeitos complexos do triangulo da doenca, com
particular enfoque na influéncia da poluicdao aquatica sobre a ocorréncia e viruléncia dos
parasitas.

Alguns poluentes podem ser tdxicos para os parasitas € ndo o serem para 0S Seus
hospedeiros. Neste caso, verifica-se a relacao oposta a descrita nos casos de estudo acima
(favorecimento do hospedeiro e diminuicdo da prevaléncia ou viruléncia da doenca). E o caso de
alguns agentes quimicos, como o selénio, por exemplo, que € mais toxico para as ténias do que
para os seus peixes hospedeiros (Riggs, Lemly, & Esch, 1987). Os poluentes podem ser

particularmente toxicos para fases livres de parasitas (Evans, 1982). Siddal e Des Clers (1994)



verificaram que os metais presentes em lamas reduziam a sobrevivéncia dos estadios de
cercaria e miracidio, o que levava a uma baixa prevaléncia do digene Zoogonoides viviparous em
caracois. Estudos realizados com microparasitas verificaram também este efeito antiparasitario
de alguns contaminantes. Por exemplo, Hanlon et al. (2015) constataram que, em locais
relativamente pristinos (pouco afetados pelos humanos), o fungo Batrachochytrium dendrobatidis
causava danos severos nas populacoes de girinos, ao passo que em locais contaminados por
pesticidas a viruléncia deste parasita era consideravelmente diminuida. Conclui-se, portanto, que
o efeito da poluicdo nas relacdes hospedeiro-parasita é dependente do contexto (ora beneficia o
hospedeiro, ora beneficia o parasita), o que justifica a importancia da investigacdo sobre este

tema, no sentido de contribuir para o debate acerca da interacao entre poluicao e doenca.

1.3. Interag&o parasitismo x fungicidas

Os efeitos da interacdo entre parasitas e fungicidas tém vindo a ser estudados e
demonstrados por alguns autores. Hanlon et al. (2012, 2015) desenvolveram estudos com
anfibios e seus parasitas, verificando que, em laboratorio, a exposicdo de girinos de Lithobates
sphenocephalus ao fungicida tiofanato de metilo facilitou o crescimento deste anfibio, uma vez
que este composto eliminava totalmente o parasita Bafrachochytrium dendrobatidis (Hanlon et
al., 2012). Contudo, os mesmos autores (Hanlon et al., 2015) demonstraram que a exposicao
ao mesmo fungicida em mesocosmos aquaticos resultou em mortalidade total dos girinos, como
consequéncia de uma cascata trofica desencadeada pelo fungicida que reduziu a sobrevivéncia
dos anfibios. Blanar et al. (2010) verificaram que a exposicao a zinco e a cobre (metais com
propriedades biocidas, também utilizados como fungicidas) reduzia a sobrevivéncia e a
fecundidade dos juvenis de ectoparasitas do salmao atlantico sem prejuizo para o hospedeiro.
Cuco et al. (2017 b) demonstraram que os sinais da infecao de um fungo unicelular (levedura)
microparasita foram suprimidos por concentracdes ambientalmente relevantes (a partir de 6.25
ug L-1) de um fungicida azélico (tebuconazole), no modelo hospedeiro-parasita Daphnia spp. x
Metschnikowia bicuspidata. Na maior parte destes casos, a aplicacao de fungicidas beneficiou o
hospedeiro na medida em que afetou negativamente os seus parasitas. Este tipo de fenomenos
podera ser mais frequente do que o até agora reportado, mas nado sdo ainda claras as
consequéncias a longo prazo para as populacdes de hospedeiro e parasita. Também néao é claro,

ainda, o impacto dos fungicidas em fungos aquaticos nao-alvo, uma vez que a maioria da



literatura, até ao momento, se tem focado nas comunidades de hifomicetos aquaticos
(Bundschuh et al., 2011; Flores et al., 2014; Zubrod et al., 2015). Desta forma, a informacao
existente acerca dos efeitos destes contaminantes nos modelos hospedeiro-parasita e até
mesmo na saude humana € escassa, 0 que torna estudos como o da presente dissertacao
essenciais para uma melhor compreensdo desta matéria. E importante, também, perceber a
existéncia ou ndo de um emparelhamento do tempo de exposicdo/aplicacado dos fungicidas com
os estadios de desenvolvimento do agente patogénico/parasitas (uns podem ser mais ou menos
sensiveis que outros) para uma melhor avaliacdo do efeito interativo da poluicdo e doenca em
cenarios de exposicao intermitente aos tdxicos. Todos estes aspetos dever ser levados em conta

guando se desenham experiéncias como as apresentadas neste estudo.

1.4. Daphnia e os seus parasitas

0 modelo experimental constituido por Daphnia e seus parasitas é utilizado para estudar
interacdes epidemioldgicas, evolutivas e genéticas entre parasitas e hospedeiros (Ebert, 2008).
Este modelo tem como vantagens o facto de ser possivel controlar a identidade e variabilidade
genética do hospedeiro e o facto destes crustaceos terem diversos parasitas (ver abaixo) que
podem ser mantidos em culturas com os hospedeiros (Ebert, 2008). Neste modelo, o fator com
um efeito mais significativo no resultado da infecdo é a compatibilidade genética entre os
gendtipos do hospedeiro e do parasita (Ebert, 2008). Existe uma forte variacdo da resisténcia a
parasitas por diferentes clones dos hospedeiros (Ebert, 1994; Mitchell et al., 2005). Por outro
lado, também existem fatores ndo genéticos que podem determinar o sucesso do parasitismo.
Os que se destacam sdo a dependéncia da dose das infecdes (Regoes et al., 2003), os efeitos
maternais (Mitchell & Read, 2005) e o ambiente abidtico, particularmente a temperatura (Ebert,
2005; Yan & Larsson, 1988) mas também os contaminantes (Civitello et al., 2012; Coors et al.,
2008; Cuco et al., 2017 a).

Os organismos do género Daphnia sdo crustaceos transparentes com dimensdes entre 1
e 5 mm que podem ser encontrados em agua doce em todo globo (Ebert, 2008). Alimentam-se
de fitoplancton (principalmente microalgas planctonicas) que filtram da coluna de agua e, por
sua vez, servem de alimento para os peixes e alguns invertebrados. Desempenham um papel
preponderante no controlo da produtividade primaria (como filtradores) e da transparéncia da

agua (Lampert, 2006). Sdo, por isso, considerados organismos chave na transferéncia de
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energia nas teias alimentares aquaticas (Castro, Consciéncia, & Goncalves, 2007; Cuco et al.,
2016). Sao capazes de ajustar o seu desenvolvimento e o seu metabolismo face as condicdes
ambientais (Castro, Consciéncia, & Goncalves, 2007) e, por isso, as suas respostas a
perturbacées podem ter um impacto nos processos dos ecossistemas (Antunes, Castro, &
Goncalves, 2004; Fischer, Pomati, & Eggen, 2013). E possivel manter linhagens de Daphnia em
laboratdrio por tempo indefinido (Ebert, 2008) e a sua estratégia reprodutiva permite o controlo
de fatores genéticos e ambientais (Cuco et al., 2016). Estes organismos reproduzem-se por
partenogénese ciclica (Ebert, 2005), alternando entre reproducéo sexuada e assexuada (Fig. 1),
consoante as condicdes do meio. Quando as condicdes sdo favoraveis, Daphnia produz
descendentes fémeas geneticamente idénticas (Miner et al., 2012). Contrariamente, quando as
condicdes sao desfavoraveis, produz ovos dormentes revestidos por uma capsula resistente,
denominada ephippium (Lampert, 2006).

Os organismos do género Daphnia sdo crustaceos transparentes com dimensdes entre 1
e 5 mm que podem ser encontrados em agua doce em todo globo (Ebert, 2008). Alimentam-se
de fitoplancton (principalmente microalgas plancténicas) que filtram da coluna de agua e, por
sua vez, servem de alimento para os peixes e alguns invertebrados. Desempenham um papel
preponderante no controlo da produtividade primaria (como filtradores) e da transparéncia da
agua (Lampert, 2006). Sao, por isso, considerados organismos chave na transferéncia de
energia nas teias alimentares aquaticas (Castro, Consciéncia, & Goncalves, 2007; Cuco et al.,
2016). Sao capazes de ajustar o seu desenvolvimento e o seu metabolismo face as condicdes
ambientais (Castro, Consciéncia, & Goncalves, 2007) e, por isso, as suas respostas a
perturbacées podem ter um impacto nos processos dos ecossistemas (Antunes, Castro, &
Goncalves, 2004; Fischer, Pomati, & Eggen, 2013). E possivel manter linhagens de Daphnia em
laboratério por tempo indefinido (Ebert, 2008) e a sua estratégia reprodutiva permite o controlo
de fatores genéticos e ambientais (Cuco et al., 2016). Estes organismos reproduzem-se por
partenogénese ciclica (Ebert, 2005), alternando entre reproducéo sexuada e assexuada (Fig. 1),
consoante as condicées do meio. Quando as condicdes sdo favoraveis, Daphnia produz
descendentes fémeas geneticamente idénticas (Miner et al., 2012). Contrariamente, quando as
condicbes sao desfavoraveis, produz ovos dormentes revestidos por uma capsula resistente,

denominada ephippium (Lampert, 2006).
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Fig. 1 - Ciclo de vida de Daphnia (Branchiopoda: Cladocera). Adaptado de Ebert (2005).

Daphnia é parasitada por muitos organismos de diversos grupos taxonomicos, entre os
quais bactérias, fungos, oomicetos, nematodes, céstodes e microsporideos (Ebert, 2005). Estes
seres causam infecdes cronicas que, se ndo forem combatidas no 1° ou 2° dia apds a infecao,
podem causar danos diversos no hospedeiro (Ebert, 2008). Por exemplo, enquanto um
microsporideo do epitélio intestinal reduz o tempo de vida e a fecundidade do hospedeiro, outros
parasitas (como por exemplo, Pasteuria ramosa) provocam danos muito mais severos como a
extincdo local quase total da espécie de hospedeiro em questao (Ebert, Zschokke-Rohringer, &
Carius, 2000). Alguns destes parasitas podem ser mantidos em laboratério, incubando-os dentro
do hospedeiro e cultivando o hospedeiro de forma ciclica (ver acima).

O fungo unicelular Metschnikowia bicuspidata € um microparasita de Daphinia (Naumov,
2011) que usa a energia do corpo do hospedeiro para se reproduzir (Hall et al., 2009). O ciclo
de vida desta levedura tem inicio quando os ascésporos haploides, em forma de agulha (Fig. 2),
sao filtrados pelos hospedeiros. O formato dos esporos permite que estes penetrem a parede do
tubo digestivo do seu hospedeiro, germinando de seguida no interior da cavidade corporal de
Daphnia. A levedura reproduz-se entdo assexuadamente na hemolinfa de Daphnia, formando
células vegetativas esféricas (haploides). Apos o crescimento vegetativo, da-se a esporulacéo

pouco antes da morte do hospedeiro, que cobre a cavidade corporal de Daphnia com ascosporos
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(visiveis microscopicamente; Fig. 2). Apos a morte do hospedeiro, os ascosporos sao libertados
para 0 meio (transmissdo horizontal do parasita), dando inicio a um novo ciclo de infecao e
transmissao. Os efeitos negativos causados por este fungo nas populacées de hospedeiros
dependem do tamanho e do timing das epidemias. Quando estas epidemias sdo grandes o
suficiente, podem moldar a composicao das populacdes de hospedeiros (Hall et al., 2011). A
ocorréncia deste tipo de doenca tem um papel fundamental nas dindmicas ecologicas de
populacdes naturais de Daphnia (Duffy & Sivars-Becker, 2007; Hall et al., 2011). Uma vez
infetados, a esperanca de vida dos pequenos crustaceos diminui, j& que o parasita mata o

hospedeiro ao fim de 2 a 3 semanas. Até morrer por acdo do parasita, o hospedeiro continua

capaz de se reproduzir mas a sua fecundidade pode diminuir nos estadios tardios da infecao

(Ebert, 2005; Hall et al., 2006).

50 pm

Fig. 2 - Estadios da infecao por M. bicuspidata em Daphnia galeata x longispina (retirado de Cuco et al.
2017 a). A - dafnia nao infetada; B — primeiros sinais do desenvolvimento da infecdo (o corpo fica opaco
com a presenca de ascosporos); C — sinais tardios do desenvolvimento da infecao (cavidade corporal
completamente preenchida com ascosporos); D - detalhe de ascosporos libertados por hospedeiros

mortos.

Varios estudos foram realizados com o intuito de compreender a influéncia dos
contaminantes no modelo Daphniaparasita. Coors e De Meester (2008) testaram potenciais
interacOes entre trés fatores de stress (predacao, parasitismo e exposicao ao inseticida carbarilo)
e concluiram que a exposicao ao carbarilo interagiu sinergicamente com o parasita no que
respeita a sobrevivéncia (isto é, aumentou a suscetibilidade do hospedeiro ao parasita),
sugerindo uma atividade imuno-moduladora do inseticida. Buser et al. (2012) encontraram
mudancas significativas na composicao taxondémica e clonal em populacbes experimentais de

Daphnia causadas pelo parasita Metschnikowia sp. e também pela exposicao a um inseticida
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(diazinon). Cuco et al. (2017 a) demonstraram o efeito antiparasitico do fungicida tebuconazole a
baixas concentracdes no modelo Daphinia spp. x Metschnikowia bicuspidata. Posteriormente,
estes autores verificaram uma supressao drastica da infecao conforme o cenario de exposicao ao
tebuconazole, sendo necessaria uma concentracao ligeiramente superior para conseguir obter o
mesmo efeito nos casos em que este era aplicado tardiamente (Cuco et al. 2017b). Neste
trabalho, Cuco et al. (2017b) hipotetizaram que o tebuconazole inibe a esporulacdo de M.
bicuspidata, uma vez que este fungicida foi eficaz na prevencao de sinais de infecao (presenca
de esporos no hospedeiro) mesmo quando aplicado tardiamente. Tendo em conta estes
resultados, é importante perceber se efetivamente o tebuconazole so6 inibe a esporulacdo ou se
tem influéncia noutra fase do ciclo de vida do parasita, para uma melhor compreensdo dos

efeitos causados por este fungicida no modelo estudado.

1.5. Objetivo do estudo

O objetivo deste estudo foi testar a influéncia do tempo de exposicdo a varias
concentracdes do fungicida tebuconazole (um fungicida azolico), numa tentativa de clarificar a
relevancia ecoldgica e a reversibilidade dos efeitos antiparasiticos observados por Cuco et al.
(2017a; 2017b). Para isto, o modelo que sera utilizado serd o sistema hospedeiro-parasita
(Daphnia galeata x longispina - Metschnikowia bicuspidata). Deste modo, pretende-se comparar
0 sucesso da infecdo e a viruléncia do parasita quando o modelo biolégico ndo estd exposto ao
tebuconazole, quando esta exposto de forma continua (exposicdo acompanha todo o ciclo de
vida do parasita), e quando a exposicdo é curta (4 dias), média (8 dias) ou longa (12 dias).
Assim, sera possivel esclarecer quais 0s cenarios mais relevantes em termos da anteriormente
observada supressao da infecdo, bem como compreender quais 0s momentos do ciclo de vida

do microparasita (ver ponto 2.1.2) mais suscetiveis a este agroquimico (ver metodologia).
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2 METODOLOGIAS

2.1. Modelo bioldgico
2.1.1. Hospedeiro (Daphnia galeata x longispina)

O hospedeiro utilizado neste estudo foi um microcrustaceo zooplancténico que pertence
a familia Daphniidae e ao género Daphnia (ordem Cladocera). O complexo Daphnia longispina
inclui as espécies D. longispina (sensu Petrusek et al., 2008), D. lacustris, D. cucullata, D.
galeata, D. umbra, D. mendotae, D. dentifera e D. thorata, bem como os seus hibridos. Na
Europa, D. longispina, D. galeata e D. cucullata sdo as espécies mais frequentes e € comum
coexistirem e hibridizarem, sendo que os seus hibridos produzem descendéncia viavel; as
espécies parentais e seus hibridos apenas sao distinguiveis geneticamente (Petrusek et al.,
2008). Neste estudo, 0 modelo utilizado foi o clone AMM_12 (Daphnia galeata x longispina), um
hibrido isolado do lago Ammersee (Alemanha) e ja usado em estudos anteriores (Buser et al.,
2012; Cuco et al., 2017 b; Yin et al., 2011).

Segundo Ebert (2008), todas as espécies do género Daphnia produzem a sua primeira
ninhada (até 20 ovos) entre os 7 e os 15 dias, a 20°C, dependendo da quantidade e qualidade
do alimento. A sua taxa de crescimento é também proporcional a qualidade e quantidade de
alimento. Depois da primeira postura, estes organismos produzem ovos a cada 3-4 dias,
coincidindo com a muda do exosqueleto (carapaca). O 6timo de temperatura para Daphnia varia
entre os 20 e os 25°C, podendo, contudo, crescer numa gama entre os 2 e os 30°C. O seu
modo de reproducdo e a pequena dimensdo apresentam-se como vantagens para a sua
manutencdo e manipulacdo em laboratdrio. O facto de produzir linhagens clonais permite a sua
manutencao durante varias geracdes, controlando a sua variabilidade genética. Dapfinia tem um
ciclo de vida curto e um elevado numero de neonatos por ninhada, o que permite a obtencédo de
um elevado numero de individuos para iniciar ensaios laboratoriais. A capacidade destes
organismos responderem rapidamente a alteracdes ambientais é uma vantagem em testes de

avaliacdo da saude dos ecossistemas (Lampert, 2006).

2.1.2. Parasita (Metschnikowia bicuspidata)
O género Metschnikowia, originalmente descrito por Metschnikoff como Monospora
(Metschnikoff, 1884), esta dividido em trés grupos de espécies que formam ascdsporos em
forma de agulha: o primeiro compreende as espécies aquaticas, o segundo as espécies

terrestres, e o terceiro as espécies que produzem ascésporos grandes (Naumov, 2011).
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Produtora de ascésporos de pequena dimensado, M. bicuspidata pertence ao primeiro grupo
(Naumov, 2011). Este género, e em particular M. bicuspidata, encontra-se distribuido
mundialmente (Moore & Strom, 2003). Para este trabalho, obtivemos suspensdes de ascdsporos
deste parasita, que foram gentilmente cedidas por Justyna Wolinska (IGB — Berlim), permitindo o
estabelecimento de culturas nos laboratérios do Dep. Biologia da UM (ver ponto 2.3). Os
ascosporos originais vieram de uma cultura laboratorial implementada a partir de um isolado do
lago Ammersee.

A levedura M. bicuspidata ¢ um endoparasita e, por isso, necessita de estar dentro da
cavidade corporal do hospedeiro para conseguir reproduzir-se (Hall et al., 2009); até hoje, nao
foi possivel manter a totalidade do seu ciclo de vida em laboratério. Isto implica que, para a
manutencao de culturas em laboratorio e producdo de ascosporos, seja necessaria uma cultura
de hospedeiros infetados para garantir a transmissao ciclica do parasita. Os hospedeiros
infetados provenientes dessa cultura sdo usados como fonte de ascosporos para as experiéncias
(ver ponto 2.3). Em laboratdrio, & possivel manipular hospedeiros infetados bem como manter o
controlo da eficiéncia da transmissdo e da dose que deve ser administrada, o que é importante

guando se pretende testar outras variaveis (Ebert et al., 2000).

2.2. Manutencao de Daphnia em laboratorio

A manutencao de Daphnia em laboratorio requer um meio de cultura e fontes de
alimento adequados, e depende de rotinas laboratoriais programadas. Apesar de os meios de
cultura naturais serem mais realistas, apresentam inimeras desvantagens no cultivo de animais
de agua doce. Em contraste, os meios de cultura sintéticos originam varios problemas pela sua
artificialidade. Os meios semissintéticos representam um compromisso que, no caso de
Daphnia, se tem revelado extremamente satisfatorio (Loureiro et al., 2011); por esse motivo, foi
essa a escolha para este trabalho. Relativamente a fonte de alimento, a maioria dos
investigadores que usa este modelo biolégico utiliza microalgas verdes, nomeadamente
Scenedesmus sp. e Ankistrodesmus sp. (Gomez et al., 2012), Scenedesmus obliquus (Hesse et
al., 2012), Raphidocelis subcapitata (Cuco et al., 2016), ou Chlorella vulgaris (Grintzalis et al.,
2017). Para tal, torna-se necessario também cultivar estes organismos microscépicos, que tém

requisitos proprios.
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2.2.1. Meios de cultura

Neste trabalho experimental utilizaram-se dois tipos de meios de cultura: um para o
cultivo de Daphnia (COMBO-Daphnia) e outro para o cultivo de microalgas (COMBO-a/gag), os
quais derivam de um meio combinado (COMBO) para cultivar microalgas e zooplancton (Kilham
et al., 1998). O meio COMBO ¢ utilizado para o cultivo de varios organismos de agua doce. E um
meio sintético ja que é definido quimicamente e requer concentracdes fixas de varios ides
fundamentais que sao adicionados, em solucdo, a dgua desmineralizada, de osmose reversa ou
agua ultrapura. A sua receita original deriva do meio Elendt M4/M7 (meio étimo para cultivar
Daphnia a longo termo) e do meio WC de Guillard (receita original utilizada para culturas de
microalgas de agua doce), sendo que o seu racio molar Ca:Mg (1.7:1) é mais realista (Naddy et
al., 2002; Welsh et al., 2000) do que de outras aguas reconstituidas (ex: “ASTM hard water”,
descrito por ASTM, 1980; USEPA, 2002) e nao prejudica o crescimento de microalgas (Kilham et
al., 1998). Para o cultivo de Daphnia, surgiu uma variante (H-H COMBO) com um teor mais
elevado de calcio, magnésio e bicarbonato (dureza aproximada 110-115 mg CaCO3 L-1), que
permite cultivar e realizar experiéncias em peixes, microalgas e zooplancton (Baer & Goulden,
1998). A variante aqui descrita (COMBO-Daphnia) conjuga os componentes basicos do meio H-H
COMBO com um extrato organico e uma solucdo de selénio. O selénio ¢ um suplemento
extremamente importante para a manutencdo de Daphnia (Keating & Dagbusan, 1984) e o
extrato organico proporciona oligoelementos essenciais a saude das culturas no longo termo
(Loureiro et al., 2011).

Os componentes basicos do meio COMBO-Daphinia sdo as solucdes de CaCl2.2H20,
MgS04.7H20, NaHCO3 e KCI e uma solucdo combinadas das vitaminas cianocobalamina (B12),
biotina (H) e tiamina-HCI (B1), que devem ser adicionados a agua desionizada (Tabela 2). O
aditivo organico utilizado é um extrato da alga Ascophyllum nodosum que é adicionado
diretamente nos frascos de cultura, numa proporcao de 4 mL por L de meio. A concentracao da
suspensao do aditivo referido foi sempre normalizada através do acerto da sua absorvancia a
400 nm, numa diluicdo de 1:10 (com agua desionizada), para valores entre 0.600-0.630. O
meio de cultura foi preparado em grandes volumes (tipicamente 20 L; ver ANEXO 1) e misturado
através de agitacao ou arejamento, de forma a promover a distribuicdo uniforme dos sais em
solucdo e a estabilizacdo do pH (entre 7 e 8).

Para o cultivo de microalgas, foi utilizada a variante COMBO-a/gae cuja composicao é

idéntica a do meio COMBO original, com pequenas alteracdes e inclusao de tampéo TES (pKa a
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20°C = 7.5) (Smith & Foy, 1974). O meio em questao foi autoclavado de modo a eliminar

bactérias ou outros microrganismos que possam interferir o crescimento das microalgas.

Tabela 2 — Componentes basicos e composicao dos meios COMBO-Daphnia e COMBO-a/gae.

Componente Composicao
COMBO-Daphnia COMBO-a/gae
CaCl..2H.0 110.28 mg/L 36.76 mg/L
MgS0..7H:0 110.91 mg/L 36.97 mg/L
NaHCO: 126.00 mg/L 12.60 mg/L
KCI 7.45 mg/L -
K:HPO. - 8.71 mg/L
NaNO: - 85.01 mg/L
H:BO: - 1.00 mg/L
Se0: 1.5 ug/L -
sol. combinada de micronutrientes -
o Na.EDTA.2H.0 4360 me/L
o FeCL.6H.0 1.000 mg/L
e CuSO.5H.0 0.001 me/L
e  ZnSO.7H.0 0.022 mg/L
e CoCh.6HO 0.012 me/L
e  MnCL.4H.0 0.180 mg/L
e Na:Mo0..2H.0 0.006 me/L
sol. combinada de vitaminas
e Cianocobalamina (B12) 0.55 pg/L 0.55 pg/L
e Biotina (H) 0.5 pg/L 0.5 pg/L
o Tiamina-HCI (B1) 100 pg/L 100 pg/L
aditivo organico (extrato da alga 4mLL )
Ascophyllum nodosum)
TES - 115 mg/L
2.2.2. Fonte de alimento: suspensao de microalgas Aaphidocelis subcapitata

Para a preparacao da suspensao de microalgas realizou-se a inoculacdo das mesmas
em meio de cultura COMBO-a/gae através de um indculo previamente preparado. A suspensao
de algas foi deixada a crescer durante 7-8 dias (fase de crescimento exponencial); nesse periodo,

0 meio foi permanentemente arejado com a ajuda de um compressor (para evitar a deposicao
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das células e garantir um fluxo permanente de CO-) e exposto a luz para promover o crescimento
das microalgas. O ar providenciado pelo compressor foi filtrado a montante com recurso a um
filtro de seringa de 0.2 um.

Apds este periodo, procedeu-se a centrifugacdo do meio (centrifuga B. Braun Sigma
4K10) a 7500 rpm durante 5 minutos, a 20°C, de forma a concentrar as microalgas. Depois
ressuspendeu-se o sedimento em meio COMBO-Daphnia, obtendo-se assim uma suspensdo
concentrada de R. subcapitata para utilizar como fonte de alimento nas culturas e experiéncias
com Daphnia spp.. Antes de usar, a concentracdo desta suspensao foi normalizada através do
acerto da sua densidade otica a 440 nm, numa diluicao de 1:10 (com meio COMBO-Daphnia),
para valores entre 0s 0.700-0.900 (idealmente acima dos 0.800).

De modo a determinar a quantidade exata de suspensdo que se deveria dar aos
organismos, construiu-se uma reta de calibracao com base na relacdo entre a densidade celular
de microalgas e a densidade otica a 440 nm. Para tal, efetuaram-se diluicbes de varias
suspensdes de microalgas e procedeu-se a medicao da densidade o6tica com um
espetrofotéometro (Thermo Spectronic Genesys 20) e a contagem do numero de células
presentes (de forma a estimar a densidade celular) com uma cadmara de Neubauer. Foram
contadas pelo menos 400 células por amostra. Deste modo, foi possivel obter uma relacao
robusta entre a densidade 6tica e a densidade celular (Fig. 3), que permite estimar a densidade

celular a partir da simples medida de densidade ¢tica das suspensoes algais preparadas.
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Fig. 3 - Relacdo entre a densidade édtica e a densidade celular de microalgas.
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2.2.3. Rotinas de manutencao

As culturas de Daphinia foram mantidas no meio de cultura COMBO-Daphnia (ver
acima), numa sala com a temperatura controlada (19+2°C) e com um fotoperiodo aproximado
de 16 h luz e 8 h escuriddo. As culturas consistiram em grupos clonais de Daphinia, todas com a
mesma idade, mantidas em frascos de vidro de capacidades 250 ou 800 mL. As segundas,
quartas e sextas procedeu-se a troca do meio de modo a nao haver uma acumulacdo de
metabolitos tdxicos. Também nesses dias, procedeu-se a sua alimentacdo com A. subcapitata
numa concentracao de 1,5 x 10scéls mL* (valor baseado em varios estudos, tais como Castro et
al., 2007; Cuco et al., 2016; Goncalves et al., 2007). Entre a terceira e quinta ninhadas efetuou-
se a renovacdo das culturas, isolando novos frascos com neonatos e descartando as
progenitoras, garantindo a manutencao ciclica de culturas jovens e em idade reprodutora em

laboratorio.

2.3.Manutencao de Metschnikowia bicuspidata em laboratdrio

As suspensdes de ascosporos de M. bicuspidata foram o ponto de partida para o
estabelecimento de culturas em laboratdrio e para iniciar experiéncias. Para a obtencao das
suspensdes de ascosporos do endoparasita foi necessario esmagar hospedeiros infetados em
agua destilada (Cuco et al., 2017 a). De maneira a saber qual a densidade de ascoésporos
presentes na suspensao, procedeu-se a sua contagem com a ajuda de uma cémara de
Neubauer para determinar a quantidade de esporos aquando do procedimento de infecao (ver
ponto 2.5).

As culturas de M. bicuspidata foram mantidas numa cultura de Daphnia infetadas.
Todas as semanas foram adicionados hospedeiros saudaveis a cultura para garantir uma
continua presenca de hospedeiros e assegurar a transmissao do parasita. Os hospedeiros
infetados que vao morrendo ao longo do tempo séo fonte de esporos, permitindo a perpetuacao
da transmissdo. Este procedimento garante que haja sempre hospedeiros infetados para a
preparacdo de suspensdes de ascosporos e para comeco de novos testes. Estas suspensoes
foram guardadas num frigorifico a 4°C, por um periodo maximo de dois meses. Quando
necessario, as suspensdes de esporos produzidas (e ndo usadas em experiéncias) serviram para
infetar novos hospedeiros, como medida de seguranca para garantir a perpetuacao da

transmissao nas culturas laboratoriais.
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2.4. Tebuconazole: obtencao e preparac¢ao

O tebuconazole utilizado nesta experiéncia (Tebuconazole PESTANAL®, n° CAS:
107534-96-3; C1sH2CIN:O; massa molar 307.82 g mol-) foi adquirido a Sigma Aldrich (Munique,
Alemanha). Uma vez que este composto tem uma baixa solubilidade em agua (36 mg L' a
20°C; NCBI sem data), este foi dissolvido em etanol absoluto (Ethanol absolute anhydrous
CARLO ERBA Reagents®, n° CAS: 64-17-5; C.HsOH; massa molar 46 g mol-!), obtendo-se assim
as solucdes que iriam ser utilizadas ao longo da experiéncia. A concentracao final de etanol nos
frascos de teste (ver ponto 2.6) foi igual em todas as réplicas (0.1 mL L). Os trabalhos de Cuco
et al. (2017 b) demonstraram que o etanol (concentracdo maxima de 0.1 mL L) ndo influencia o
desempenho do hospedeiro nem o sucesso do parasita em causar infecao.

Para verificar a validade das concentracées nominais usadas, Cuco et al. (2017 b)
escolheu aleatoriamente duas aliquotas de uma gama de solucdes teste (3.65 pg Lt a 240 pg L-
1) e enviou para serem quantificadas num laboratério de analise independente. A quantificacdo
do tebuconazole confirmou a validade das concentracées nominais, despistando fenémenos de
adsorcdo ou degradacao, tendo-se verificado pequenos desvios (em média, na ordem dos 6 % a

11 %) relativamente as concentragcdes nominais.

2.5. Procedimento de infe¢ao

Agquando das experiéncias, e de forma a ter total controlo e uniformizacéo na infecao dos
hospedeiros (Daphnia), utilizou-se um procedimento de infecdo padronizado (Fig. 4).
Sucintamente, D. galeata x longispina foi exposta a uma concentracdo de 700 esporos mL* de
M. bicuspidata (Lohr, Yin, & Wolinska, 2010) durante 2 dias, ao quinto dia de vida, para
maximizar a probabilidade de infecdo (Hesse et al., 2012). Para garantir uma elevada taxa de
filtracao e, consequentemente, uma elevada taxa de entrada de ascosporos para os hospedeiros,
no dia 5 reduziu-se o volume dos frascos em 50% (de 100 mL para 50 mL), e os organismos
ndo foram alimentados (Hall et al. 2007). No dia 6 ndo se alteraram as condicdes do dia 5. No
dia 7 aumentou-se o volume para 150 mL e retomou-se o regime alimentar de 1.5 x 10 céls mL-

1 de microalgas bem como a periodicidade da mudanca de meio (de trés em trés dias).
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Fig. 4 - Procedimento de infecao de D. galeata x longispina por M. bicuspidata.

2.6. Desenho experimental
2.6.1. Avaliacao da suscetibilidade clonal de Daphnia ao parasita

De maneira a testar a suscetibilidade clonal de Daphnia ao parasita utilizado neste
estudo, realizou-se uma primeira experiéncia preliminar onde se expuseram 4 clones de D.
galeata ou D. galeata x longispina (AMM_10, AMM_12, AMM_47 e AMM_51) a M. bicuspidata.
Para tal, foram colocados 20 neonatos nascidos entre a 3% e 4° ninhadas das culturas
laboratoriais de Daphnia de cada clone em 11 frascos (3 frascos por clone, exceto o AMM_10
por falta de hospedeiros aquando o inicio da experiéncia) com as condicdes o6timas para o
modelo hospedeiro-parasita em questdo (1,5 x 10 céls mL* de A. subcapitata, 16h luz : 8h
escuriddo e 19+2°C; Fig. 5). Ao quinto dia de vida dos organismos procedeu-se a sua infecao
com M. bicuspidata de acordo com o procedimento descrito no ponto 2.5.. As trocas de meio de

cultura, bem como a alimentacédo dos hospedeiros, foram efetuadas 2 vezes por semana.

22



AMM_51

20

AMM_10 AMM_12 AMM_47
20 20 20 20 20 20 20 20
0
2 7 28

[} a2 a2 2
s 1} 1) - ]

150 mL 50 mL 150 mL

Alimento X alimento Alimento

16hL:8h E Esporos

20 20

20°C

Fig. 5 - Desenho experimental e procedimento de infecdo da primeira experiéncia relativa a

suscetibilidade clonal.

Com base nos resultados da primeira experiéncia (ver ponto 3.1 abaixo), fez-se uma
segunda experiéncia (Fig. 6), muito idéntica a primeira, onde apenas se testaram os clones mais

suscetiveis (AMM_12 e AMM_51).
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Fig. 6 - Desenho experimental e procedimento de infecdo da segunda experiéncia relativa a

suscetibilidade clonal.

Em ambas as experiéncias acima descritas, os descendentes das fémeas originais foram
descartados. Estimou-se a proporcdo de organismos infetados (prevaléncia da infecdo) em cada
frasco. Os organismos mortos foram observados ao microscopio invertido (Leica DMIL) para
confirmar a infecdo (presenca de esporos na cavidade corporal). Ambas as experiéncias duraram
28 dias, uma vez que Cuco et al. (2017 a) demonstrou que a infecdo normalmente acontece nas
3 a 4 primeiras semanas de vida do hospedeiro. No final dos testes, os hospedeiros

sobreviventes foram também observados ao microscépio.
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26.2. Influéncia do tempo de exposicdo ao tebuconazole: experiéncia 1
O desenho experimental da experiéncia 1 consistiu na manipulacao de dois fatores, a
concentracdo de tebuconazole e o0 tempo de exposicao a este fungicida, simulando a ocorréncia
de pulsos do fungicida no ecossistema aquatico coincidindo com diferentes fases do ciclo de
infecdo pelo parasita. Desta forma, tentou-se compreender a importancia do tempo de exposicao
e da concentracdo no sucesso da infecao e na viruléncia do parasita no modelo Daphinia sp. x
Metschnikowia bicuspidata.

As concentracdes de tebuconazole utilizadas (baseados no trabalho de Cuco et al. 2017

b) foram:
(i) 13.5 pg L, que esta no limiar da supressao da infecdo (C1);
(ii) 27 g L1, que estd muito acima do limiar da supressao da infecao (C2).

Por sua vez, os tempos de exposicao estudados foram quatro, estando relacionados com
momentos do ciclo de vida do parasita em questao (Fig. 7):
(i) curto (T8 - exposicdo do modelo hospedeiro-parasita durante a germinacdo dos
esporos do parasita);
(ii) médio (T12 - exposicdo do modelo hospedeiro-parasita durante a germinacédo dos
esporos e crescimento vegetativo do parasita);
(iii) longo (T16 - exposicdo do modelo hospedeiro-parasita até a data prevista da
esporulacdo do parasita);
(iv) continuo (TC - exposicdo do modelo hospedeiro-parasita durante a totalidade da
experiéncia).
Aparecimento de sinais de infeco & morte do hospedeiro
Esporulacdo

Crescimento vegetativo

Germinac3o dos esporos

Infecdo
dia0 =~} gia 5 dia 8 dia 12 dia 16 dia 28

: : : : : =

8

T12
Exposicao média: até ao

crescimento vegetativo

T16
Exposicdo longa: até a
esporulacdo

TC

Fig. 7 - Desenho experimental representando os estadios hipotéticos do ciclo de vida de M. bicuspidata (a

amarelo, em cima) a par com 0s cenarios de exposicdo ao fungicida tebuconazole (T8, T12, T16, TC e
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TO, em baixo) — ver texto. As linhas a tracejado nos tempos de exposicdo representam a retirada

progressiva do tebuconazole (ver abaixo).

Em todos os tempos de exposicao, as aliquotas referentes as concentracdes de
tebuconazole foram adicionadas aquando do momento de infecéo, ou seja ao quinto dia de vida
dos organismos. Desta forma, em T8 a exposicao ao agroquimico durou 4 dias, em T12 durou 8
dias e em T16 durou 12 dias. A utilizacdo de diferentes tempos de exposicdo teve como objetivo
simular um cenario de exposicao intermitente, que é o cenario mais realista na natureza. Como
a reducdo das concentracdes nao se da abruptamente no meio natural, optou-se por retirar
progressivamente o tebuconazole aquando do final da exposicdo, sendo que se reduziu a
concentracdo para 50% e O % do valor inicial nos dias a seguir ao término da exposicao. Por
exemplo, para o tratamento T12 e na concentracdo 13.5 pg L, isto significou um perfil de
concentracdo decrescente entre os dias 12 (13.5 ug L), 13 (6.75 pg L) e 14 (0 pg L) do
ensaio.

Para além dos tratamentos referidos, foi ainda realizado um controlo negativo (T0), que
serviu como indicacao do sucesso da infecdo na auséncia de exposicdo ao tebuconazole.

Posto isto, o desenho experimental consistiu em 4 tratamentos x 2 concentracdes x 5
réplicas + 3 réplicas TO = 43 unidades experimentais. Cada unidade experimental consistia num
frasco de vidro com 150 mL de meio de cultura com as respetivas concentracdes de
tebuconazole e um grupo de 10 hospedeiros (Daphnia f€meas). O teste teve inicio com neonatos
(organismos com < 24 h), nascidos entre a 3% e 4* ninhadas das culturas laboratoriais de
Daphnia. As trocas de meio de cultura, bem como a alimentacao dos hospedeiros com 1.5 x 10¢
céls mL* de microalgas, foram feitas de 3 em 3 dias. Ao quinto dia de vida, os hospedeiros
foram inoculados com o parasita e com o téxico, conforme descrito anteriormente (ver acima e
ver ponto 2.5).

Durante toda a experiéncia, os descendentes das fémeas originais foram descartados.
Em cada frasco, estimou-se a proporcao de hospedeiros mortos sem presenca de esporos na
cavidade corporal e a proporcao de hospedeiros infetados — vivos ou mortos — onde se observou
a presenca de esporos do parasita. Os organismos mortos foram vistos no microscopio invertido
(Leica DMIL) para confirmar a presenca de esporos na cavidade corporal. A experiéncia durou
28 dias e, no final do ensaio, os hospedeiros sobreviventes foram também observados ao

MIiCroscopio.
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2.6.3. Influéncia do tempo de exposicao: experiéncia 2

O desenho experimental da experiéncia 2 foi idéntico ao da experiéncia 1, com alteracao
do numero de concentracOes utilizadas, simulando igualmente a ocorréncia de pulsos de
tebuconazole no ecossistema aquatico coincidindo com diferentes fases do ciclo de infecdo. Os
timings de exposicdo mantiveram-se inalterados. O objetivo manteve-se relativamente a
Experiéncia 1, mas o leque de concentracdes foi alargado para possibilitar uma melhor
compreensao da influéncia da interacdo entre o tempo de exposicdo e a concentracdo de
tebuconazole no sucesso da infecdo e na viruléncia do parasita.

As concentracdes de tebuconazole utilizadas (baseados no trabalho de Cuco et al. 2017
b) foram:

(i) 4 pg L (C1);
(il 6 pg L' (C2);
(i) 9ugl (C3);
(iv) 13.5 pg L (C4);
(v) 20.3 pg L' (CH).

Em todos os tempos de exposicdo, as aliquotas referentes as concentracdes de
tebuconazole foram adicionadas aquando do momento de infecdo, ou seja, no quinto dia de vida
dos organismos. Contrariamente ao que se efetuou na experiéncia 1, na presente experiéncia
ndo se optou por retirar progressivamente o tebuconazole aquando do final da exposicao, por
questoes logisticas.

Para além dos tratamentos referidos, foi também realizado o controlo negativo (T0),
servindo como indicacdo comparativa do sucesso da infecdo na auséncia de exposicdo ao
tebuconazole, tal como na Experiéncia 1.

Posto isto, o desenho experimental da experiéncia 2 consistiu em 4 tratamentos x 5
concentracées x 5 réplicas + b5 réplicas TO = 105 unidades experimentais. Todos os
procedimentos experimentais deste ensaio seguiram a mesma légica e 0 mesmo protocolo da
Experiéncia 1. A Experiéncia 2 durou 30 dias, mais dois do que a experiéncia anterior, porque se

verificou um atraso no aparecimento da infecao.

2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos nas experiéncias 1 e 2 foram tratados através de modelos lineares
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generalizados (GLM) de forma a tentar perceber a importancia da interacao e o efeito isolado da
concentracdo de tebuconazole e do tempo de exposicdo. A presenca de esporos na cavidade
corporal e a mortalidade foram analisadas como dados distribuidos binomialmente. Todas as

analises estatisticas foram executadas no software R, versdo 3.4.0 (R Core Team, 2017).
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3 RESULTADOS

3.1. Avaliacao da suscetibilidade clonal de Daphnia ao parasita
Verificou-se que, dos quatro clones em estudo, o mais suscetivel a estirpe de M.
bicuspidata existente no laboratério foi AMM_51, seguido de AMM_12, ja que apresentaram
uma prevaléncia de infecdo (confirmada pela presenca de esporos na cavidade corporal) de 73.3
e 55%, respetivamente (Fig. 8). No que diz respeito a mortalidade (percentagem de hospedeiros
mortos sem presenca de esporos na cavidade corporal), esta foi varidvel (12.5 a 35%) mas sem

relacdo com a proporcdo de hospedeiros com esporos presentes (Fig. 8).
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Fig. 8 - Mortalidade (a esquerda) e presenca de esporos de M. bicuspidata na cavidade corporal de

diferentes clones do hospedeiro (a direita). As barras de erro correspondem ao desvio-padréo.

Com base nos resultados da experiéncia anterior, repetiu-se o desenho experimental
apenas para os clones AMM_12 e AMM_51. Nesta segunda experiéncia preliminar, verificou-se
que era o clone AMM_12 o mais suscetivel ao parasita em questdo (prevaléncia de 32.5%; ver
Fig. 9). Relativamente a mortalidade, verificou-se que esta era maior para o clone AMM_51
(47.5%; ver Fig. 9). Os dados de prevaléncia foram bastante mais reduzidos nesta experiéncia, o

que é pouco satisfatorio e indicador de variabilidade natural no sucesso da infecéo.
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Fig. 9 - Mortalidade (& esquerda) e presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro (a direita)
por M. bicuspidata dos clones de Daphnia mais suscetiveis ao parasita. As barras de erro correspondem

ao desvio-padrao.

3.2. Influéncia do tempo de exposicao ao tebuconazole: experiéncia 1

Os resultados obtidos nesta fase (Fig. 10 e 11) nao foram totalmente satisfatdrios, uma
vez que a presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro obtida no controlo negativo
(auséncia de tebuconazole) foi muito baixa (< 40%), a semelhanca da segunda experiéncia de
suscetibilidade ao parasita (ver acima). Ainda assim, foi possivel observar um efeito do
tebuconazole sobre o parasita (e na supressdo da infecao), porque em todos os tratamentos as
percentagens de presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro foram ainda mais
baixas do que no referido controlo.

Relativamente a presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro (Fig. 10),
verificou-se um efeito significativo do tempo de exposicao (glm binomial: x2 = 24.7; g.l. = 3, 32;
p < 0.001) e da concentracdo de tebuconazole (x2 = 6.7; g.l. = 1, 32; p < 0.01), e de forma
independente (interacao: x2 = 3.5; g.l. = 3, 32; p = 0.32). Desta forma, concluiu-se que a
percentagem de hospedeiros com esporos do parasita na cavidade corporal foi significativamente
superior para os tempos de exposicao mais curtos e para a concentracao mais baixa deste
fungicida. Efetivamente, na concentracdo mais baixa e para os tempos de exposi¢cdo mais curtos
(T8 e T12), a presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro aproximou-se dos valores

observados no controlo negativo (i.e., na auséncia de tebuconazole). Devido ao ajuste do modelo
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nao ter sido o melhor (no tratamento TC, todas as taxas de infecdo foram de 0%), nao foi possivel
testar diferencas significativas entre os tempos de exposicao.
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Fig. 10 - Proporcédo de hospedeiros (D. galeala x longispina) infetados onde se observou a presenca de
esporos do parasita (M. bicuspidata). Os dados sdo apresentados em funcdo do tempo de exposicdo
(curto = T8, médio = T12, longo = T16, ou continuo = TC) e da concentracdo de tebuconazole (C1 = 13.5
pg L C2 = 27 ug LY). Os pontos individuais (a preto) representam as observacdes em cada tratamento,
0s pontos a branco representam a média, as barras de erro representam o intervalo de confianca a 95%
para a média (estimado assumindo ndo-normalidade dos dados, usando uma técnica de boofstrap) e a

linha a tracejado representa a média do controlo negativo (auséncia de tebuconazole).

Quanto a mortalidade do hospedeiro (Fig 11), verificou-se um efeito significativo do
tempo de exposicao (glm binomial: x2 = 25.5; g.l. = 3, 32; p < 0.001), independentemente da
concentracdo de tebuconazole (interacao: x2 = 6.4; g.l. = 3, 32; p = 0.094). Contudo, ndo se
observou qualquer efeito da concentracao (x2 = 2.5; g.l. = 1, 32; p = 0.109). Assim, observou-se
que a mortalidade é significativamente superior nos tempos de exposicdo mais curtos (T8 e

T12), para ambas as concentracdes de tebuconazole (Teste de Dunnett, p<0.05).
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Fig. 11 - Mortalidade (proporcao de hospedeiros mortos sem presenca de esporos na cavidade corporal)
em funcdo do tempo de exposicdo (curto = T8, médio = T12, longo = T16 ou continuo = TC) e da
concentracdo de tebuconazole (C1 = 13.5 pg L, C2 = 27 pg LY. Os pontos individuais (a preto)
representam as réplicas de cada tratamento, os pontos a branco representam a média, as barras de erro
representam o intervalo de confianca a 95% para a média (estimado assumindo n&o-normalidade dos
dados, usando uma técnica de bootstrap) e a linha a tracejado representa a média do controlo negativo

(auséncia de tebuconazole).

Registe-se o facto da tendéncia do grafico da mortalidade ser idéntica ao da presenca de
esporos na cavidade corporal, o que sugere que a mortalidade estara relacionada com a
presenca do parasita, mesmo nado tendo havido esporulacdo em todos os hospedeiros que
morreram. Também se verificou um efeito drastico do tebuconazole na esporulacdo mesmo nas
exposicoes curtas, ja que no grafico da Fig. 10 a proporcao de hospedeiros infetados com
esporos & sempre mais baixa que no controlo negativo, 0 mesmo nao € verdade para a
mortalidade, sobretudo no tempo de exposicao mais curto. No grafico da Fig. 11, verifica-se uma
percentagem de mortalidade natural associada ao controlo positivo de cerca de 20%; esta
mortalidade ndo devera estar relacionada com a infecdo, uma vez que a presenca de

tebuconazole suprime completamente a infecao (Fig. 10).
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3.3. Influéncia do tempo de exposi¢ao ao tebuconazole: experiéncia 2

Os resultados obtidos nesta experiéncia foram ainda menos satisfatorios do que a
primeira experiéncia, na medida em que a presenca de esporos na cavidade corporal do
hospedeiro na auséncia do tebuconazole foi muito reduzida (<15%). Ainda assim, em relacdo a
proporcdo de hospedeiros infetados (onde se observou a presenca de esporos do parasita),
verificou-se uma interacao significativa (x2 = 26.0; g.l. = 12, 80; p = 0.01) entre o tempo de
exposicao e a concentracao. De facto, observou-se que com um aumento do tempo de exposicao
ocorreu uma diminuicdo do numero de hospedeiros que apresentavam esporos, mas esta
diminuicao foi mais evidente para concentracdes mais elevadas (> C3; Fig. 12). A concentracdes
baixas deste agroquimico (< 9 pg L) nado foi observada qualquer influéncia do tempo de

exposicao na proporcao de hospedeiros com esporos na cavidade corporal (Fig. 12).
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Fig. 12 - Proporcao de hospedeiros (0. galeata x longispina) onde se observou a presenca de esporos do
parasita (M. bicuspidata). Os dados sdo apresentados em funcdo do tempo de exposicao (curto = T8,
medio = T12, longo = T16, ou continuo = TC) e da concentracao de tebuconazole (C1 =4 pg L'; C2=6
pg L C3 =9 pg Ly, C4 =13.5 ug L-1; C5 = 20.3 pg ). Os pontos individuais (a preto) representam as
observacbes em cada tratamento, os pontos a branco representam a média, as barras de erro
representam o intervalo de confianca a 95% para a média (estimado assumindo ndo-normalidade dos
dados, usando uma técnica de booftstrap) e a linha a tracejado representa a média do controlo negativo

(auséncia de tebuconazole).

Quanto & mortalidade do hospedeiro (Fig. 13), ndo se verificou qualquer tipo de
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interacao (interacao: x2 = 11.6; g.l. = 12, 80; p = 0.480) nem efeitos significativos do tempo de
exposicao (glm binomial: x2 = 4.3; g.l. = 3, 80; p = 0.228) ou da concentracao de tebuconazole

(x2=3.0; g.l. =4, 80; p=0.554).
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Fig. 13 - Mortalidade (proporcao de hospedeiros mortos sem presenca de esporos na cavidade corporal)
em funcdo do tempo de exposicdo (curto = T8, médio = T12, longo = T16 ou continuo = TC) e da
concentracéo de tebuconazole (C1 =4 pugL; C2=6puglL; C3=9 puglL?; C4=135pugL*; C5=20.3 ug
). Os pontos individuais (a preto) representam as réplicas de cada tratamento, os pontos a branco
representam a média, as barras de erro representam o intervalo de confianca a 95% para a média
(estimado assumindo nao-normalidade dos dados, usando uma técnica de bootstrap) e a linha a

tracejado representa a média do controlo negativo (auséncia de tebuconazole).
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4 DISCUSSAO

A presenca de tebuconazole no ambiente tem a capacidade de inibir a proliferacao de M.
bicuspidata nas populacdes de Daphnia. Do ponto de vista ecoldgico, este fendmeno pode
prevenir a dispersao de doencas ou levar ao término de epidemias no campo (Cuco et al. 2017
b). Isto pode ter sérias consequéncias atendendo ao papel fundamental dos parasitas enquanto
moduladores da diversidade genética e das dinamicas populacionais (Caceres et al., 2014;
Mitchell, Read, & Little, 2004). Os resultados obtidos sugerem que a inibicdo da infecdo causada
pela presenca deste fungicida pode diluir a pressdo seletiva exercida pelos parasitas nas
populacdes de hospedeiros. A contaminacdo por fungicidas pode, também, causar alteracdes na
estrutura das comunidades de fungos ndo-alvo e nas funcdes e servicos dos ecossistemas a eles
associados (McMahon et al., 2012; Zubrod et al., 2015). Por isso, 0os cenarios de exposicdo
dependentes do contexto ambiental permitem avaliar os efeitos de téxicos em cenarios mais
realistas e devem ser considerados na avaliacdo de impacto ambiental dos antifiingicos. Importa
prosseguir esta linha de investigacdo no sentido de investigar se o efeito antiparasitico observado
¢ valido em cenarios ecologicamente realistas, nomeadamente a concentracdes baixas e em
exposicoes curtas.

Os resultados obtidos neste estudo nao foram suficientemente robustos, na medida em
gue a presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro obtida no geral, e nos controlos
negativos em particular, foi muito baixa (<40% quando se esperava uma percentagem de cerca
de 80 a 100% verificada em outros trabalhos; Cuco et al., 2017 a; Cuco et al., 2017 b; Cuco et
al., 2017 c). Todavia, o facto de em todos os tratamentos da Experiéncia 1 (influéncia do tempo
de exposicdo ao tebuconazole) a presenca de esporos ter sido ainda mais baixa que na auséncia
de tebuconazole demonstra que foi possivel documentar o efeito do tebuconazole sobre o
parasita.

O tebuconazole parece ter uma influéncia relevante no que toca a esporulacdo de
espécies de fungos aquaticos (Dimitrov et al., 2014; Zubrod et al., 2011) e o nosso estudo
revelou que este agroquimico, para além de atuar na esporulacdo de M. bicuspidata, atua
também sobre o seu crescimento vegetativo. Esta ideia tinha ja sido defendida por Cuco et al.
(2017 b). Os compostos azdlicos, como o tebuconazole, podem ter um efeito fungicida ou
fungistatico contra fungos patogénicos e fungos aquaticos nao-alvo, atuando na inibicao do
crescimento vegetativo e na esporulacdo (dependendo da espécie; Manavathu, Cutright, &

Chandrasekar, 1998). No nosso caso, o tebuconazole teve um efeito fungistatico sobre o
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parasita (e na supressao da infecdo). Em exposicdes curtas e a concentracdes mais baixas, o
efeito do tebuconazole nao foi eficaz, tendo-se verificado que a presenca de esporos na cavidade
corporal do hospedeiro foi mais elevada nos tempos de exposicao mais curtos (T8 e T12) e nas
concentracdes baixas (9 e 13.5 ug LY). Estes valores de presenca de esporos na cavidade
corporal do hospedeiro foram muito préximos aos obtidos sem tebuconazole, o que sugere que
exposicdes curtas a baixas concentracdes tém o mesmo perfil de resposta que a auséncia de
exposicao ao fungicida. Isto leva a crer que o tebuconazole nao tem influéncia nas varias fases
da infecdo até um certo limiar, traduzido numa combinacdo de concentracdo e tempo de
exposicdo adequados. De facto, verificou-se que numa exposicdo mais longa (T16) ndo houve
sinais de infecdo, isto é, que os hospedeiros ndo apresentaram esporos do parasita na sua
cavidade corporal.

Os dados de mortalidade trouxeram informacédo adicional. O padrdo observado para a
mortalidade foi semelhante ao da presenca de esporos. Contudo, esperava-se que o perfil de
resposta fosse completamente aleatério, uma vez que este parametro contabilizou os
hospedeiros mortos sem esporos na sua cavidade corporal e sabe-se que o tebuconazole nao
causa efeitos em Daphnia a estas concentracdes (Cuco et al., 2016). Mesmo que os efeitos
observados se devessem a eventual toxicidade do tebuconazole sobre Daphnia, entao teriamos
um perfil de resposta em que a mortalidade aumentaria com o aumento do tempo de exposicao
e com a concentracdo de tebuconazole. Contudo, verificou-se exatamente o oposto. Tal como no
grafico da presenca de esporos na cavidade corporal do hospedeiro, a mortalidade foi mais
elevada para tempos de exposicao mais curtos e para concentracdes de tebuconazole mais
baixas. Isto indica que, em ambos os casos (presenca de esporos na cavidade corporal e
mortalidade) o tebuconazole atuou sobre o parasita, tendo uma acdo protetora de diminuicéo
dos danos da infecdo. Conclui-se por isso que a mortalidade observada nos hospedeiros em que
nao se verificou presenca de esporos tera sido devida ao parasita, que causou a morte do
hospedeiro sem ter completado o seu ciclo de vida. A reducdo da mortalidade observada nas
concentracdes mais altas e nos periodos mais longos de exposicao ao tebuconazole significa que
este fungicida atuou em fases mais precoces do ciclo de vida do parasita, nomeadamente no
crescimento vegetativo. Entdo, se por um lado o tebuconazole inibiu a esporulacdo (conforme
demonstrado por Cuco et al. 2017 b) impedindo a transmissdo da doenca para novos
hospedeiros, por outro lado, este agroquimico pareceu também prevenir danos causados pelo

parasita a montante, nomeadamente durante a fase de crescimento vegetativo, em que as
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células parasitas utilizam os recursos da hemolinfa do microcrustaceo (Engelbrecht et al., 2012).

A existéncia de mortalidade na auséncia de outros sinais de infecdo (presenca de
esporos) foi ja observada neste e noutros modelos Daphniaparasita. Nomeadamente, Cuco et al.
(2017 b) demonstraram, para o mesmo modelo hospedeiro-parasita utilizado neste estudo,
auséncia de sinal de infecdo mas presenca de mortalidade quando o tebuconazole foi aplicado
tardiamente. A aplicacdo tardia ndo consegue prevenir os danos a montante causados pelo
crescimento vegetativo de M. bicuspidata em Daphnia havendo, portanto, uma morte dos
hospedeiros sem outros sinais de infecao. Também Buser et al. (2012) e Engelbrecht et al.
(2012) demonstraram efeitos de parasitas na mortalidade sem sinais visiveis de infecdo em
modelos hospedeiro-parasita semelhantes (0. magna x P. ramosa e D. longicephala x M.
bicuspidata, respetivamente). Este tipo de danos no hospedeiro podem resultar em custos como
a energia despendida para combater o parasita ou como a partilha de recursos com os parasitas
(Graham et al., 2011; Little & Killick, 2007). Isto leva-nos a concluir que, apesar da presenca de
esporos na cavidade corporal ser um fator facilitador do diagndstico da doenca, a sua auséncia
ndo ¢ sindnimo de um bom estado de saude dos hospedeiros (Daphnia).

A confirmacdo da infecdo de D. galeata x longispina por M. bicuspidata requer o
aparecimento de esporos nas suas cavidades corporais, 0 que é uma limitacdo ao diagnosticar a
infecdo, e da origem a um certo grau de incerteza em estudos como este. Como pudemos
verificar no caso da mortalidade, o parasita estava presente no corpo do hospedeiro e causou
dano, mas nado foi possivel diagnosticar a sua presenca com absoluta certeza, pois nao foi
observada a esporulacdo. Até ao momento, ndo ha ferramentas que nos ajudem a detetar M.
bicuspidata em Daphnia spp.. No entanto, existem métodos que poderiam ser aplicados no
diagnostico de dano causado pelo parasita antes da esporulacdo ocorrer. Por exemplo, a
utilizacdo de biomarcadores de stress oxidativo (Azevedo et al., 2007; Marcogliese & Pietrock,
2011; Pradhan et al., 2015) tem sido aplicada em diversos estudos, por exemplo, Marcogliese et
al. (2005) verificaram que a peroxidacao lipidica no figado de Perca flavescens foi afetada pela
infecao pelo parasita Aaphidascaris acus em locais poluidos. Uma outra possibilidade seria a de
detetar a presenca do parasita se este conseguir alterar a producao de proteinas ou a estrutura e
diferenciacao de organelos celulares no hospedeiro. Por exemplo, Baudrimount e Montaudouin
(2007) verificaram que a infecdo por Labratrema minimus em Cerastoderma edule modifica a
sintese de metalotioneina, ao passo que Minguez et al. (2009) denotaram uma diferenciacao

sexual e morfologica no que toca a producao de lisossomas em Dreissena polymorpha quando
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exposta a alguns parasitas.

Uma outra abordagem possivel para um diagnostico efetivo e precoce da infecao é a
utilizacdo de sondas genéticas que respondam a presenca de M. bicuspidata. As sondas
genéticas sdo pequenos fragmentos de ADN marcados com uma molécula repérter usadas para
detetar sequéncias complementares de ADN em amostras teste (McCartney et al., 2003). Este
tipo de sondas é utilizado em métodos moleculares de detecao de agentes patogénicos, como
por exemplo, o PCR, o realtime PCR e a hibridizacdo de fluorescéncia /n situ (FISH) (Arvanitis et
al., 2014; Lightner & Redman, 1998; McCartney et al., 2003) A FISH é uma técnica que utiliza
sondas genéticas fluorescentes para identificar areas-alvo nos genomas de agentes patogénicos
que podem ser detetadas por microscopia de fluorescéncia (Arvanitis et al., 2014). Este tipo de
métodos tem sido aplicado em organismos como crustaceos (Lightner & Redman, 1998),
plantas (McCartney et al., 2003) e em humanos (Rolle et al., 2016) e poderia ser utilizado no
modelo Daphnia - M. bicuspidata, permitindo discriminar as dafnias infetadas. Estas propostas
aqui discutidas poderao abrir novos caminhos para outras investigacoes e podem servir de ponto
de partida para a obtencdo de ferramentas aplicaveis ao modelo Daphnia spp. x M. bicuspidata
com o objetivo de providenciar um diagndstico da infecdo na auséncia de esporos na cavidade
corporal do hospedeiro ou num momento mais precoce do desenvolvimento da doenca.

O cendrio de exposicao interativo (fungicida x parasita) usado nas experiéncias é
relevante num contexto ambiental de multiplos agentes de stress. As populacdes de Daphnia
estao sujeitas a varios tipos de pressoes bioticas ao longo do ano, nomeadamente a predacéao e
o parasitismo. Como servem de alimento para pequenos peixes, estes microcrustaceos sao
fortemente predados pelos peixes juvenis apos a desova (Primavera e Verao). A medida que os
peixes vao crescendo, comecam a alimentar-se de organismos de maior porte, pelo que a
pressao exercida pela predacao em Daphnia diminui. Esta diminuicdo da zooplanctivoria é
também promovida pela diminuicdo de temperatura no final do Verdo. Assim, é no Outono que o
parasitismo comeca a ter uma influéncia maior nas populacdes de Daphnia (Caceres et al.,
2006). Até entdo, a predacdo nao deixava que os parasitas se desenvolvessem uma vez que a
pressao dos predadores sobre os hospedeiros se sobrepunha do ponto de vista ecologico, e
reduzia as populacdes de hospedeiro a poucos efetivos. Ora, ¢ também no Outono que a
libertacdo de fungicidas (como o tebuconazole) para o meio aquatico é mais intensa. A aplicacéo
deste tipo de fungicidas, na maioria das vezes, é preventiva (McGrath, 2004), isto &, é feita antes

que se proporcionem as condicoes ideais para os fungos se desenvolverem. Isto faz com que a
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aplicacao destes compostos seja feita antes das primeiras chuvas, ou seja, no final do Verao e
inicio do Outono. Existe, claramente, uma sobreposicao de fatores bidticos (parasitismo) e
abioticos (poluicdo por fungicida) que demonstram que o presente trabalho tem uma elevada
relevancia ecologica do ponto de vista da compreensao de como as pressdes antropogénicas
influenciam a dispersao de doencas no modelo hospedeiro-parasita em estudo.

Adicionalmente, o desenho experimental empregue assumiu um cenario de exposicado
constante ao tebuconazole (a partir do momento em que este entra nos sistemas aquaticos),
face as caracteristicas deste fungicida. Agroqguimicos como o tebuconazole chegam aos
ecossistemas aquaticos por escorréncias superficiais associadas a precipitacdo (Berenzen et al.,
2005; Bereswill et al., 2012; Reinert, Giddings, & Judd, 2002). A mobilidade elevada deste
fungicida nos solos (koc = 1000; Kegley et al., 2014) facilita o seu transporte para o sistema
aquatico. Uma vez no sistema aquatico, o tebuconazole tende a manter-se em concentracées
constantes (Kahle et al., 2008) ja que é um composto resistente a hidrélise e biodegradacéo
(tempo de meia-vida de 28 a 43 dias; Kegley et al., 2014; Lewis et al., 2016), e a sua
degradacao é compensada com entradas regulares vindas dos solos pela aplicacdo na
agricultura. Estas entradas regulares podem coincidir com diferentes fases do ciclo de vida quer
do hospedeiro, quer do parasita, sendo que o tebuconazole pode entrar em contacto com o
modelo em fases distintas da infecdo. Por isso, é importante o uso de cenarios de exposicdo
realistas quando se estudam efeitos de contaminantes e isso foi tido em conta quando o
desenho experimental foi definido.

A utilizacdo massiva dos fungicidas nas atividades humanas faz com que eles exercam
pressdo sobre agentes patogénicos, parasitas fungicos e fungos ndo-alvo que, conjugada com
agentes de stress bioticos, podem ter inumeras consequéncias ecologicas. Por isso, estudos
como o presente trazem informacao importante no que toca a avaliacdo do impacto ambiental

dos antifungicos e devem ser tidos em conta pelas entidades reguladoras e legisladoras.
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6 ANEXOS

Solucdes stock e quantidades necessarias para a preparacao dos meios COMBO-Daphnia e

COMBO-a/gae.
Componente Solugdes stock Preparacéo
COMBO-Daphnia COMBO-algae 20 LCOMBO- 2L COMBO-
Daphnia algae
sol. CaCl..2H:0 36.80 g/1000 mL  36.80 g/1000 mL 60 mL 2mL
sol. MgS0..7H:0 37.00 g/1000 mL  37.00 g/1000 mL 60 mL 2 mL
sol. NaHCO: 12.60 g/1000 mL  12.60 g/1000 mL 200 mL 2mL
sol. KCI 7.45 g/1000 mL 20 mL -
sol. K.HPO. 2.177 g/250 mL 2mL
sol. NaNO: 21.25 g/250 mL 2 mL
sol. HBOs 0.250 g/250 mL 2mL
sol.-mae SeO: 0.035 g/50 mL 43 L -
sol. combinada de 2mL
micronutrientes 1.09 g/ 7100 mL
e Na.EDTA.2H.0 0.250 g/~ 100
e FeCl.6H.0 mL
e CuS0..5H.0 0.0125 g/50 mL
e 7nS0.7H:0 0.275 g/50 mL
e CoCl..6H-0 0.125 g/50 mL
e  MnCL..4H:0 2.25 g/50 mL
e Na:Mo0..2H:0 0.075 g/50 mL
sol. combinada de vitaminas
e Cianocobalamina (B12) 0.0028 g/25 mL  0.0028 g/25 mL 1 mL(*) 1 mL(*)
e Biotina (H) 0.0025 g/25mL  0.0025 g/25 mL
e Tiamina-HCI (B1) 0.5000 g/25mL  0.5000 g/25 mL
aditivo organico (extrato da alga
Ascophyllum nodosum) 0.33g/100mL e E adicionado -

normalizada
através do acerto

da densidade
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otica a 400 nm proporcao de

4 mL/L

TES - - - 024¢g

NOTA: Para preparar a solucdo combinada de micronutrientes é necessario dissolver o EDTA em ~100
mL de dH:O (subir o pH até 7-8 ajuda na dissolucéo), juntar a solucdo de FeClsao EDTA ja dissolvido
evitando a exposicdo a luz e, por fim, juntar 1 mL das restantes solucdes.

(*) = A solucao combinada de vitaminas utilizada nos dois meios € igual sé que mais diluida no caso do
meio COMBO-a/gae uma vez que se preparam 2 L deste meio e 20 L do meio COMBO-Dapfinia. Ambas
as solucdes sao, portanto, congeladas em aliquotas de 1 mL. .

53





