Comunicacao quimica em sistemas predador-presa

alterados: um contributo para a controvérsia

O efeito de infoquimicos produzidos por duas espécies de peixes (gambulzia e perca-sol)
foi avaliado em ensaios de reprodugdo com uma das suas presas preferenciais (o
microcrustaceo Daphnia, ou pulga-de-dgua). Em comparagdo com um controlo sem
infoquimicos, Daphnia longispina respondeu de forma similar aos sinais de ambos os
predadores, produzindo ninhadas mais numerosas e mais cedo, bem como reduzindo o
tamanho corporal das primiparas e dos neonatos. Este decréscimo de tamanho corporal
foi proporcional ao aumento na densidade de peixe (medida indirecta da concentragéo
dos infoquimicos). A redugdo do tamanho corporal (quer nas primiparas, quer nos
neonatos) constitui uma resposta adaptativa a predagao selectiva exercida pelos peixes
(preferem os exemplares de maiores dimensodes). Por outro lado, o incremento da
fecundidade representa um mecanismo compensatorio para fazer face a mortalidade
causada por predadores. Dado que ambas as espécies de peixe foram introduzidas
apenas durante o século XX na fauna Europeia, era expectavel que Daphnia ndo
respondesse aos sinais quimicos destes predadores, ao contrario do que sucedeu. Isto
suporta a teoria de um infoquimico inespecifico, independente da espécie de predador.
Mais, todas as evidéncias apontam para que a natureza do infoquimico esteja
relacionada com a ingestao prévia da presa.
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D INTRODUCAO

A comunicacao entre seres vivos (entre individuos da mesma espécie ou de espécies diferentes) é, em
grande parte, mediada por substancias quimicas que adquiriram um valor adaptativo ao longo do processo
evolutivo (Agosta, 1992; Blum, 1996; Vet, 1999). Aos sinais quimicos que constituem agentes de
comunicagao entre organismos da-se o0 nome de infoquimicos ou semioquimicos. Este dltimo termo deriva
do étimo grego semion, que significa sinal ou marca. Os infoquimicos desempenham um papel fulcral nas
interacgcdes intra- e inter-especificas e o seu valor adaptativo estd particularmente bem estudado nas
interacgcdes entre insectos (Agosta, 1992; Blum, 1996; Suckling e Karg, 1999), e entre plantas e insectos
(Raven et al.,, 1992). Consoante o tipo de relagdo especifica que medeiam, os infoquimicos sao
normalmente classificados em dois grandes grupos: feromonas e aleloquimicos. As feromonas sao
substancias produzidas por determinado organismo com o intuito de despoletarem reaccoes
comportamentais ou fisioldgicas especificas em conspecificos (individuos da mesma espécie) que detectem
o sinal quimico (Agosta, 1992; Blum, 1996). As feromonas sexuais, por exemplo, promovem a atrac¢ao
entre machos e fémeas (inclusive em humanos); outras feromonas podem induzir reaccdes de alarme em
conspecificos ou sinalizar um trilho entre a colénia e uma potencial fonte de alimento, entre outros
comportamentos (ver Agosta, 1992). Os aleloquimicos, por seu turno, sdo substancias que estabelecem
comunicagao quimica entre individuos de espécies diferentes (Blum, 1996; Ruther et al., 2002). A emissao
destes sinais pode beneficiar a espécie emissora (alomonas), a receptora (cairomonas), ou ambas
(sinomonas)’ (Dicke e Sabelis, 1988). O valor adaptativo dos aleloquimicos (alomonas, cairomonas, e
sinomonas) nas relacdes inter-especificas tem sido alvo de destaque na literatura especializada (ver Vet,
1999). Destacam-se, por exemplo, os mensageiros moleculares (sobretudo cairomonas) que medeiam
relagdes predador-presa (predacao) ou hospedeiro-parasita (parasitismo) (Ruther et al., 2002).

No contexto da Ecologia de agua doce, o modelo predador-presa envolvendo os peixes € as pulgas-de-
agua (um grupo de microcrustaceos que ocorre em todo o tipo de habitats de agua parada, desde charcos a
lagos e albufeiras) tem recebido substancial atencdo no ambito da comunicagdo quimica (ver Burks e
Lodge, 2002; Lass e Spaak, 2003). As pulgas-de-agua (Daphnia spp., ver Figura 1A) sdo pequenos
herbivoros (tamanho corporal do adulto 2-4 mm) que vivem na coluna de agua (pertencem ao grupo de
organismos denominado de plancton, por ndo possuirem movimentos natatérios suficientemente fortes para
resistir a deslocacdo das massas de agua). Ai, estes consumidores primarios alimentam-se de seres
fotossintéticos microscépicos (microalgas) e constituem uma fonte de alimento importante para os peixes,
ocupando por isso uma posicdo de charneira na transferéncia de energia na teia alimentar (Hebert, 1978;
Alonso, 1996; Castro, 2007). O seu modo de reproducao principal é a partenogénese, onde fémeas dao
origem a uma prole de fémeas (neonatos), de forma ciclica; ocasionalmente, as pulgas-de-agua produzem
também ovos sexuados e machos para os fecundar. Na presenca de regimes de predacao intensos, as
pulgas-de-agua reagem a presenca de peixes (sinalizada por cairomonas) através de defesas morfologicas
ou comportamentais (assim reduzindo a mortalidade) e defesas reprodutivas (incrementando a sua
fecundidade). Deste modo, é-lhes possivel contrabalancar, até um certo nivel, as perdas causadas pelos
predadores. Estas respostas a predadores sdao mediadas por sinais quimicos hipoteticamente libertados

! Na auséncia de literatura em Lingua Portuguesa sobre o tema, a nomenclatura aqui apresentada — e sua traducéo do
Inglés — seguiram a usada na disciplina de Quimica dos Produtos Naturais (Departamento de Quimica e Bioquimica,
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa), cujos conteldos estdo disponiveis em
http://www.dgb fc.ul.pt/cu/44361.htm (acedido em Junho de 2009).
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pelos peixes planctivoros (Burks e Lodge, 2002; Lass e Spaak, 2003) e todas tém custos para o individuo, a
escala metabdlica, fisioldégica, e reprodutiva. Nao sendo mutuamente exclusivas, qualquer combinacao de
respostas (morfoldgicas, comportamentais, reprodutivas) é possivel mediante um compromisso entre a
estratégia defensiva menos dispendiosa do ponto de vista energético e a mais eficaz, consoante a situacao
(Boersma et al., 1998; De Meester e Weider, 1999; Sakwinska e Dawidowicz, 2005). A semelhanca de
outros casos de comunicacdo quimica (ver Dicke e Sabelis, 1988), subsistem ainda duvidas quanto a
origem, natureza, e percepcéo do sinal quimico que medeia a reac¢ao anti-predador das pulgas-de-agua
(Burks e Lodge, 2002; Lass e Spaak, 2003).

Em Daphnia, as alteragbes morfolégicas induzidas pela presenca de peixes envolvem normalmente uma
diminuicdo do volume corporal da presa, como resposta adaptativa a predadores visuais, que se alimentam
preferencialmente dos individuos com maior tamanho corporal, mais visiveis na coluna de agua (Lass e
Spaak, 2003; Stabell et al., 2003). As defesas comportamentais sao induzidas numa escala temporal muito
curta e envolvem mecanismos de evitamento, fototaxia (deslocamento em funcédo da luz) ou agregacao;
estes mecanismos constituem a base de comportamentos mais complexos como, por exemplo, a migracao
vertical na coluna de agua para as zonas mais profundas, durante as horas de luz, onde se tornam menos
visiveis (Lass e Spaak, 2003). As respostas reprodutivas produzem efeitos a médio prazo e tém implicacdes
na dindmica populacional das pulgas-de-agua. O padrdo mais habitual de resposta a presenca de
predadores (ou a presencga de um infoquimico que assinale a sua presenca) é a diminuicao da idade e
tamanho das primiparas?, normalmente a par com a produgdo de ninhadas com maior nimero de neonatos
de menores dimensdes (e.g. Engelmayer, 1995; Weber, 2003; Hilsmann et al., 2004). O tamanho e a idade
das primiparas sao considerados os caracteres mais afectados pela presenca de predadores (Hilsmann et
al., 2004), e este cenario representa claramente uma resposta adaptativa a predacao selectiva (em termos
de tamanho corporal) exercida pelos peixes. Apesar de comummente aceite, esta teoria ndo esta livre de
controvérsia, gerada por evidéncias inconsistentes presentes na literatura. Por exemplo, nos trabalhos de
Sakwinska (1998) e Michels e De Meester (2004) nao foram observados quaisquer efeitos de infoquimicos
de peixes, sobre as suas presas. Outros autores relataram, inclusivamente, reducdo ou atraso na
reproducdo das pulgas-de-agua na presenca de predadores (Burks et al., 2000; Hanazato et al., 2001), o

que é contraditério com a teoria vigente.

Com o intuito de contribuir para reduzir a controvérsia sobre este tema, levdmos a cabo uma experiéncia
simples num modelo predador-presa, tendo como base a teia tréfica de um lago eutréfico e pouco profundo
(Lagoa da Vela, Figueira da Foz). Para tal, avaliamos as respostas reprodutivas e morfoldégicas de Daphnia
longispina na presenca indirecta (via infoquimicos) dos seus predadores mais importantes neste sistema
lacustre: a gambuzia (Gambusia holbrooki) e a perca-sol (Lepomis gibbosus). Nenhuma destas espécies é
nativa da Europa, e a sua introdugdo na Peninsula Ibérica ocorreu em momentos distintos (Almaga, 1995b).
Na Lagoa da Vela, cré-se que a gambuzia (em inglés, “mosquitofish”) tera sido introduzida no inicio do
século XX com o propésito de controlar as populagdes de mosquitos (vector da malaria); ja a perca-sol foi
registada pela primeira vez no final do mesmo século (J. Vingada, comunicacdo pessoal), sendo na
actualidade a principal espécie de peixe da Lagoa (Castro, 2007). A perca-sol representa um evidente

2 Este termo é aqui aplicado para designar as fémeas que carregam a sua primeira ninhada de ovos (resultantes de
reproducédo assexuada). Os ovos das pulgas-de-agua (Daphnia) sao produzidos nos ovarios e langados num espago
préprio entre a massa visceral e a carapaga (exosqueleto), denominado camara de incubacgéo (ver Figura 1A).
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problema de conservacao em varios lagos e albufeiras da Peninsula Ibérica, onde desempenha o papel de
principal espécie planctivora, tendo conduzido ao desaparecimento da comunidade indigena de ciprinideos
em muitos locais (e.g. ver Aimacga, 1995a). Acrescente-se ainda que a gambuzia € um peixe mais pequeno
do que a perca-sol, e apresenta uma evidente limitagdo no tamanho da sua boca quando pretende ingerir
pulgas-de-agua de maiores dimensdes; o seu impacto sobre o plancton €, por isso, necessariamente

diferente.

Este estudo foi conduzido com o objectivo de avaliar se a gambusia € a perca-sol eram capazes de
despoletar respostas de uma presa (as pulgas-de-agua) através da producao e libertagdo de infoquimicos
(requer um processo adaptativo), apesar de ndo serem originalmente nativos da regidao. Mais, a nossa
experiéncia visava descobrir se as diferencas ecolégicas entre as espécies de predador justificariam
diferente percepcédo do sinal e resposta por parte das pulgas-de-agua (D. longispina).

D MATERIAL E METODOS

Obtencdo e manutencdo dos organismos

As culturas de D. longispina (Figura 1A) foram estabelecidas a partir de um Unico ovo sexuado da Lagoa da
Vela (Antunes et al., 2003), por eclosao e subsequente reproducao assexuada. Deste modo, fica garantida
a identidade Unica do gendtipo em estudo, assim como a repetibilidade (variabilidade das medicdes
efectuadas pelo mesmo experimentador ao longo do tempo) e reprodutibilidade (variabilidade das medicdes
efectuadas por varios experimentadores) dos estudos conduzidos com esta linhagem. A auséncia de
variabilidade genética entre os organismos experimentais € conveniente para o experimentador, ja que lhe
permite esperar respostas semelhantes, quando estes sdo expostos ao mesmo factor e nas mesmas
condicdes. A estratégia reprodutiva e a facilidade de manutencao em laboratério de Daphnia conferiram-lhe
um papel de destaque neste tipo de estudos (ver De Meester, 1996).

As pulgas-de-agua foram cultivadas numa cé&mara fitoclimatica, com fotoperiodo (16 h de luz e 8 h de
escuridao) e temperatura (20 = 2°C) controlados. Os animais foram cultivados (Figura 1B) em grupos de 30-
40 individuos, em frascos de 1 L com &gua reconstituida (192 mg L' de NaHCO;, 120 mg L™ de
CaS0,.2H,0, 120 mg L' de MgSO,, e 8 mg L™ de KCI) (USEPA, 2002), enriquecida com 4 mL L™ de um
aditivo organico® (Baird et al., 1989). O meio era renovado cada segunda-, quarta-, e sexta-feira, e os
organismos alimentados diariamente com uma suspensdao de micro-algas verdes (Pseudokirchneriella
subcapitata, 1,5 x 10° células mL™"), cultivada em meio préprio (Figura 1C). O cultivo de micro-algas para
alimentacdao de crustaceos requer alguns recursos laboratoriais de dificil acesso, apesar de existirem
algumas receitas em websites de aquariofilia; outras alternativas estao disponiveis, como o uso de alimento
seco (e.g. levedura de padeiro liofilizado). Em qualquer dos casos, a padronizacdo da quantidade de
alimento fornecida é importante, podendo ser feita em funcdo da biomassa (fermento, ou seja, levedura)
fornecida ou da densidade celular (microalgas). Os juvenis nascidos entre a terceira e a quinta ninhada,
produzidas assexuadamente (por partenogénese), foram utilizados para renovar a cultura (descartando as

maes adultas) ou nas experiéncias (ver abaixo).

% Este aditivo organico ndo é mais do que um extracto de uma alga marinha (Ascophyllum nodosum), que funciona
como suplemento nutritivo, fornecendo alguns elementos essenciais para o crescimento e reprodugéo das pulgas-de-
agua. E um suplemento padronizado, comercializado como fertilizante.
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Os peixes (Figura 2A-B) foram capturados na Lagoa da Vela com redes de mao e de cerco para terra, e
mantidos em aquarios com agua reconstituida (ver acima) até a realizacdo das experiéncias. Os aquarios
foram colocados sob as mesmas condigdes de luz e fotoperiodo indicadas acima. Durante o periodo de
quarentena (1-2 semanas), os animais foram alimentados com uma dieta que incluia pulgas-de-agua e

larvas de mosquito vivas, alternando com flocos artificiais.

/ 1 mm
FIGURA 1: Cultura e experimentagdo com pulgas-de-agua (Daphnia spp.): A) fémea adulta de Daphnia longispina
carregando ovos assexuados na camara de incubagao (ampliada por estereoscopia); B) frascos de cultura de Daphnia

em sala com temperatura e fotoperiodo controlados; C) cultura de micro-alga verde (alimento para Daphnia); D) ensaio
de reprodugdo com Daphnia a decorrer.

Obtencéo da cairomona (infoquimico)

No dia anterior ao inicio das experiéncias (dia -1), prepararam-se 3 aquarios de 10 L (Figura 2C) nas
mesmas condi¢des indicadas para as culturas (agua reconstituida, luz, e temperatura). Num dos aquarios,
foram colocadas 10 gambuzas adultas (correspondente a uma densidade de 1 peixe L™'; tamanho total
médio: 35 mm; peso fresco médio: 0,34 g); noutro, introduzimos 5 juvenis de perca-sol (densidade de 0,5
peixe L; tamanho total médio: 45 mm; peso fresco médio: 1,1 g). Estes aquarios destinavam-se a obter os
infoquimicos de gambuzia e perca-sol, respectivamente (Figura 2A-C). Experiéncias preliminares haviam
confirmado que 24 h constituiam um periodo de tempo adequado para produzir infoquimicos em
concentracao suficiente para induzir respostas em Daphnia, apesar da origem das cairomonas de peixe
(bactérias, muco, produtos de digestdo) ser ainda desconhecida. O terceiro aquario permaneceu sem
adicao de qualquer peixe, funcionando como tratamento livre de infoquimico (controlo negativo).

No inicio da experiéncia (dia 0), retiramos 2 L de agua de cada aquario; essa agua foi filtrada em vacuo
através de filtros de fibra de vidro (diametro 47 mm; poro 1,2 um) para remover impurezas e restos de fezes,
e foi utilizada como fonte de infoquimicos para a experiéncia (ver abaixo). Para compensar a agua retirada,
foi sempre adicionada igual quantidade de agua reconstituida, preparada de fresco, a cada um dos
aquarios. Antes da remocao de agua para a experiéncia, os peixes foram transferidos para um aquario mais
pequeno, onde lhes foi permitido alimentarem-se durante 5-10 min (enquanto se procedia a troca de agua
dos aquarios). De forma a simular a sua dieta habitual, o alimento fornecido consistiu em pulgas-de-agua e
larvas de mosquito vivas. E importante isolar os peixes na altura da alimentagdo, de forma a minimizar a
potencial formagao de infoquimicos (sinais de alarme) libertados pelas presas (Pijanowska e Kowalczewski,
1997; Slusarczyk e Rygielska, 2004), e que poderiam interagir com o infoquimico do predador.

Ao longo do tempo, procedemos a monitorizacdo do teor de oxigénio (com oximetro portatil, WTW) dos
aquérios e da concentragdo de amobnia (com um kit de fotometria, Hach-Lange). Este procedimento
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justificou-se face as densidades (carga) de peixe utilizadas, que poderiam traduzir-se na acumulacédo de
produtos de excre¢ao e comprometimento da qualidade da agua dos aquarios.

A 4gua do aquério controlo foi usada como tratamento CTL e também para diluir os meios com infoquimicos
(ver abaixo). No tratamento com maior concentragdo de infoquimico, a agua dos aquarios com peixes foi
utilizada sem diluicdo (1,0 gambuzia L™ e 0,50 perca-sol L™); noutro tratamento, foi misturada com igual
quantidade (250 mL + 250 mL) de agua do aquario CTL (0,50 gamblzia L™ e 0,25 perca-sol L™); no
tratamento com menor concentracao de infoquimico, a agua dos aquarios com peixes foi diluida 5 vezes

(0,20 gambuzia L' e 0,10 perca-sol L"), misturando 100 mL com 400 mL de &gua CTL.

FIGURA 2: Predadores de pulgas-de-agua: A) gambuzias adultas (Gambusia holbrooki); B) percas-sol juvenis (Lepomis
gibbosus); C) monitorizagdo do oxigénio dissolvido nos aquarios onde se obteve os infoquimicos para cada uma das
espécies de peixe e controlo.

Ensaios de reproducdo em Daphnia

As experiéncias foram conduzidas durante 14 dias sob as mesmas condicdes de luz e temperatura
descritas acima. Cada tratamento experimental consistiu na exposicao de pulgas-de-agua, individualmente
(1 organismo por frasco), a sucessivas diluicdes da agua de cada um dos aquarios (ver acima), do seguinte
modo: auséncia de infoquimico ou controlo negativo (CTL); infoquimico de gambuzia (0,20; 0,50; 1,0 peixe
L™"); infoquimico de perca-sol (0,10; 0,25; 0,50 peixe L'). Isto totalizou 7 tratamentos x 10 réplicas
(repeticdes do tratamento) = 70 frascos (Figura 1D). O inicio do ensaio (dia 0) ocorreu com a introducao das
pulgas-de-agua; para garantir as mesmas condicdes a partida em todos os frascos, a experiéncia foi
iniciada com neonatos (juvenis com idade inferior a 24 h, obtidos a partir das culturas laboratoriais). O
contetdo de cada frasco (50 mL de agua do tratamento respectivo) foi renovado diariamente com solugdes
frescas, sendo as pulgas-de-agua transferidas com uma pipeta de plastico. E importante escolher um
intervalo de renovacgao curto, ja que a degradacao dos infoquimicos pode ocorrer apenas algumas horas
apdés a sua libertagcdo (Dodson, 1988). Aquando da renovagao da agua dos frascos, foram também
adicionadas as doses pré-definidas de aditivo organico e alimento (suspensdo algal), conforme descrito

acima.

Diariamente, acompanhamos o estado dos organismos, aquando da sua transferéncia para novos frascos.
Ao fim de alguns dias, foi possivel observar a presenca de ovos na camara de incubacao (Figura 1A); para
cada fémea portadora da primeira ninhada de ovos (primipara), mediu-se o tamanho da carapaca (desde o
topo da cabeca a base do espinho caudal). Para determinar o tamanho corporal das fémeas primiparas,
estas foram retiradas dos frascos (com pipeta de plastico) e colocadas numa caixa de Petri em apenas uma
gota de agua, sendo posteriormente medidas a lupa (estereoscépio) com o auxilio de ocular micrométrica;
logo apdés a medicdo, as fémeas foram devolvidas ao frasco respectivo. Estes procedimentos foram
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realizados o mais rapido possivel para minimizar danos nas fémeas ou sua descendéncia. O
acompanhamento diario das fémeas prosseguiu, com o namero de juvenis produzidos nas varias ninhadas
a ser contabilizado em cada frasco individual. Para a primeira ninhada, efectuaram-se ainda medi¢bes do
tamanho corporal dos neonatos, usando um procedimento similar ao empregue no caso das primiparas. No
final do ensaio, foi possivel produzir uma tabela de vida (McCallum, 2000) com registos diarios de
sobrevivéncia e reproducdo. Daqui resultaram estimativas do namero total de neonatos produzidos por

fémea, o numero total de ninhadas produzidas por fémea, e a idade a primeira reproducéo.

Anadlise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados obtidos € um passo fulcral para suportar de forma objectiva (recorrendo a
matematica) as conclusdes da experiéncia. A partir do resultado estatistico observado, sdo depois retiradas
as devidas inferéncias quanto ao seu significado biolégico. Em terminologia estatistica (¢ ao longo deste
artigo), o uso da palavra “significancia” e seus derivados (“significativo”, “significativamente”, etc)
subentende uma associagcao entre variaveis ou uma diferenca entre tratamentos experimentais que, para

além de serem eventualmente observaveis em grafico, tém significado estatistico.

Os parametros obtidos no final do ensaio foram sujeitos a uma andlise de variancia (ANOVA) para averiguar
se as diferentes concentragdes de infoquimicos (expressas em densidade de peixe L) alteraram
significativamente algum desses parametros, comparativamente com o tratamento controlo (CTL). De forma
a avaliar se a resposta de determinada variavel (ou parametro) era dependente da concentracdo de
infoquimico de peixe, utilizou-se uma analise de correlagdo. A associacdo entre duas variaveis, que pode

ser positiva ou negativa, é tanto mais forte quanto mais perto de 1 ou -1 estiver o coeficiente de correlacao.

D RESULTADOS

Durante a experiéncia, nao se registou mortalidade dos peixes no aquario e apenas se registou a morte
ocasional de 2 pulgas-de-agua fémeas, de um total de 70. O teor em oxigénio dissolvido e a concentracao

de ambnia nos aquarios de obtengao de infoquimicos mantiveram-se sempre em niveis satisfatérios.

No final dos 14 dias de ensaio, foi possivel observar diferengas subtis entre os tratamentos com
infoquimicos de peixes e o tratamento CTL (auséncia de infoquimicos). Regra geral, a estratégia das
pulgas-de-agua observada ao longo do ensaio foi semelhante na presenca de infoquimicos de ambas as
espécies de peixes. A Figura 3 ilustra a fecundidade cumulativa registada ao longo do ensaio, onde é
perceptivel que a presenca de infoquimicos de ambas as espécies induziu a produgao de maior nimero de
juvenis, independentemente da concentragdo do infoquimico (ndo foram encontradas correlagoes
significativas entre nenhum dos parametros reprodutivos e a densidade de peixe). De facto, registou-se uma
producdo significativamente maior de neonatos e de ninhadas na presenga de infoquimicos (quando
comparado com o CTL), para todas as densidades de predador (Figura 4; as diferencas estatisticas
relativamente ao tratamento CTL estdo devidamente assinaladas com um asterisco). Mais, foi também
possivel observar que a primeira ninhada foi libertada por quase todas as fémeas expostas a infoquimicos
ao 79 dia, ao passo que no tratamento CTL o nascimento decorreu entre os dias 7-9 (Figura 3). Isto
traduziu-se numa idade a primeira reproducao significativamente menor nas pulgas-de-agua expostas a

infoquimicos de predadores, quando comparadas com o tratamento CTL (Figura 4).
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FIGURA 3: Fecundidade cumulativa (n® cumulativo de neonatos produzidos por fémea) ao longo do tempo de Daphnia
longispina exposta a infoquimicos dos seus predadores (gambuzia e perca-sol). Cada linha representa um tratamento
experimental, representando a auséncia (CTL) ou a presenga de infoquimicos (a densidade de predador esta indicada
na legenda em peixe L™).
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FIGURA 4: Variagcao dos parametros reprodutivos (n® de neonatos por fémea, n® ninhadas por fémea, e idade a primeira
reprodugéo) de Daphnia longispina exposta a infoquimicos dos seus predadores (gambuzia — em cima; perca-sol — em
baixo). A concentragdo de infoquimico é traduzida pela densidade dos seus predadores, em peixe L™ (ver eixo dos
abcissas), e a auséncia de infoquimico é representada pelo tratamento CTL. Para cada parametro, é apresentado o
valor médio (gambuzia — circulos; perca-sol — triangulos) de cada tratamento e o intervalo (minimo-maximo) das
observagfes individuais (rectangulo a cinza). Os asteriscos assinalam diferengas estatisticas relativamente ao
tratamento CTL (ver texto).

O tamanho corporal das primiparas foi significativamente menor do que CTL para todas as densidades de
gambuzia e para as duas maiores densidades de perca-sol (Figura 5; as diferencas estatisticas
relativamente ao tratamento CTL estio devidamente assinaladas com um asterisco). A redugao no tamanho
corporal das pulgas-de-agua expostas a infoquimicos de peixe foi também perceptivel nos neonatos
produzidos; o tamanho corporal dos neonatos da primeira ninhada foi significativamente menor nos
tratamentos com infoquimicos (apenas nas concentracées mais altas — ver Figura 5) quando comparado
com o tratamento CTL. Quer este parametro, quer o tamanho corporal das primiparas, diminuiram
significativamente (correlagbées indicadas na Figura 5) com o aumento da densidade de ambos os
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predadores (gambuzia e perca-sol). Os elevados coeficientes de correlagao significam que, a medida que a
densidade de peixes aumenta (e subsequentemente a concentracdo de infoquimico aumenta), as pulgas-
de-agua libertam os ovos para a cdmara de incubagdo com um tamanho corporal proporcionalmente menor,
e produzem neonatos também progressivamente menores (Figura 5).
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FIGURA 5: Variagdo do tamanho corporal das primiparas e dos neonatos (da primeira ninhada) de Daphnia longispina
exposta a infoquimicos dos seus predadores (gambulzia — em cima; perca-sol — em baixo). A concentragdo de
infoquimico é traduzida pela densidade dos seus predadores, em peixe L™ (ver eixo dos abcissas), e a auséncia de
infoquimico é representada pelo tratamento CTL. Para cada parametro, é apresentado o valor médio (gambuzia —
circulos; perca-sol — triangulos) de cada tratamento e o intervalo (minimo-méximo) das observagdes individuais
(rectangulo a cinza). Os asteriscos assinalam diferencas estatisticas relativamente ao tratamento CTL (ver texto). E
também apresentado o valor da correlagdo entre os parametros da tabela de vida de Daphnia e a concentragdo de
infoquimico.

D DISCUSSAO

A exposicao a infoquimicos de peixes (gambuzia e perca-sol) resultou na antecipacéo da reproducdo e num
aumento da fecundidade de Daphnia longispina. Estas respostas enquadram-se naquilo que Hanazato et al.
(2001) chamou de “resposta positiva”, que é corroborado pela maioria dos autores que se dedicaram a esta
tematica (e.g. Engelmayer, 1995; Sakwinska, 2000; Weber, 2003; Hilsmann et al., 2004). Este fendmeno
parece representar um mecanismo compensatério para fazer face a mortalidade induzida pelos predadores
(Gliwicz et al., 2004). No nosso caso de estudo, 0 aumento da fecundidade e a antecipagao da reproducao
estdo interligados; a antecipacao da reproducao (para o 72 dia) parece ter resultado de uma aceleragao do
seu desenvolvimento, despoletada pela percepcdo da presencga de predadores. Deste modo, no final dos 14
dias, as pulgas-de-agua expostas a infoquimicos produziram uma ninhada adicional (a 42), quando
comparadas com as do CTL (ver Figuras 3 e 4). Numa andlise posterior (ndo mostrada aqui), foi
demonstrado que o incremento da fecundidade (n® neonatos produzidos) ndo se deveu unicamente a
producao da ninhada adicional. De facto, o nimero de neonatos produzidos nas 3 primeiras ninhadas pelas
pulgas-de-agua expostas a infoquimicos foi significativamente superior do que no CTL (este efeito foi mais
evidente nas pulgas de agua expostas a infoquimicos de perca-sol).
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Para além dos efeitos na fecundidade, a exposicao a infoquimicos originou que o tamanho corporal das
fémeas aquando da libertacdo dos ovos para a cAmara de incubacao fosse menor. Muito provavelmente,
isto resulta de um desinvestimento energético no crescimento somatico (aumento de biomassa); esta
energia ficaria assim disponivel para ser canalizada para o aceleramento do desenvolvimento e incremento
da reproducgao (ver acima). Tal resulta em fémeas mais precoces na reprodugdo, de menor comprimento,
mas mais fecundas. Também nos neonatos produzidos pelas fémeas expostas a infoquimicos se observou
menor tamanho corporal médio. A redugao do tamanho corporal (quer das primiparas, quer dos neonatos)
constitui uma resposta adaptativa a predacao selectiva exercida pelos peixes, na medida em que estes
exibem uma clara preferéncia pelos exemplares de maiores dimensdes (Gliwicz, 2001; Gliwicz et al., 2004).
Estas observacbes sao corroboradas por varios autores (Engelmayer, 1995; De Meester e Weider, 1999;
Sakwinska, 2000; Weber, 2003; Sakwinska e Dawidowicz, 2005; von Elert e Stibor, 2006). No presente
trabalho, inclusivamente, quanto maior a densidade de peixe (e, subsequentemente, a concentracao dos
infoquimicos libertados), maior o decréscimo de tamanho corporal das pulgas-de-agua (progenitoras e
juvenis). Contudo, nos restantes parametros (fecundidade, idade a primeira reproducdo), as alteragdes

ocorreram independentemente da concentragao dos infoquimicos.

Dado que ambas as espécies de peixe (gambulzia e perca-sol) foram introduzidas durante o século XX na
fauna Europeia, provenientes do continente norte-americano, era expectavel que Daphnia ndo respondesse
aos sinais quimicos destes predadores. Dado que estas respostas sao adaptativas, seria expectavel que
fosse necessario algum tempo (varias geracdes) de coexisténcia entre presa e predador para o
estabelecimento de uma ligacdo mediada quimicamente. Pelo contrario, as nossas experiéncias
demonstraram um evidente valor adaptativo na resposta ao infoquimico de duas espécies nao nativas (com
diferentes timings de introdugcdo no nosso pais); tal evidéncia suporta a teoria de um infoquimico
generalista, ndo especifico da espécie de predador.

Por serem predadores visuais selectivos, os peixes exibem preferéncia por itens alimentares de maior
dimensao (Gliwicz, 2001; Gliwicz et al., 2004). Contudo, alguns peixes tém limitagcdes quanto ao tamanho da
sua boca, como é o caso da gambuzia, e sdo por isso incapazes de capturar presas de maiores dimensoes;
nao obstante, os nossos resultados e os de Hilsmann et al. (2004) demonstraram que a resposta de
Daphnia aos infoquimicos destes peixes se equipara a dada na presenca de outros predadores. Isto podera
ser interpretado como um contra-senso adaptativo, na medida em que as pulgas-de-agua nao tém qualquer
vantagem em reduzir o seu tamanho na presenca de peixes com limitacao bucal. As respostas similares
(reducdo do tamanho corporal) entre predadores capazes e incapazes de engolir presas de maiores
dimensdes sdo mais uma evidéncia suportando a teoria de que o infoquimico deve ser comum a todas as
espécies de predador (i.e. generalista); através de um processo de seleccao natural, as pulgas-de-agua
adquiriram a capacidade de identificar o sinal quimico dos peixes e modificar as suas respostas

comportamentais, morfoldgicas, e reprodutivas.

Vérias evidéncias recentes suportam a teoria do infoquimico universal. Weber (2003), por exemplo,
observou ligeiras diferengas nas respostas de pulgas-de-agua a predadores distintos. Todavia, a hipdtese
de se tratar de infoquimicos especificos de cada predador tem de ser rejeitada face a capacidade que as
pulgas-de-agua exibem em responder a peixes alienigenas (ver acima). Recentemente, o trabalho de von
Elert e Stibor (2006) demonstrou que a natureza quimica dos infoquimicos € similar entre varias espécies de

peixe, mas nao esclareceu a sua origem. Contudo, este estudo trouxe um importante contributo para a
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tematica: estes autores (von Elert e Stibor, 2006) provaram que o infoquimico de Leuciscus idus (escalo) é
um conjunto heterogéneo de substancias, em que cada fraccdo induz diferentes respostas anti-predador
(comportamento e reproducao) em Daphnia. Deste modo, a interpretacdo das respostas da presa a
presenca de predadores reveste-se de maior complexidade.

O debate em torno do infoquimico generalista tem-se centrado na origem do sinal. Os resultados de Stabell
et al. (2003) deram indicagbes prometedoras de que os infoquimicos de peixes poderdo ser sinais de
alarme latentes emitidos pelas proprias presas (pulgas-de-agua), quando ingeridas e digeridas pelo
predador, surgindo por isso nos produtos de excre¢ao. Aqueles autores observaram alteragdes morfologicas
em Daphnia apenas quando o predador utilizado nos ensaios (um peixe alienigena), havia sido alimentado
com pulgas-de-agua vivas. Um estudo posterior (Slusarczyk e Rygielska, 2004) deu nova forca a esta
teoria, demonstrando que a fonte primordial de infoquimicos eram as fezes do predador (peixe), que
mostraram ser capazes de induzir diapausa® em Daphnia. Estas evidéncias e as nossas (aqui
apresentadas) suportam a teoria de um sinal quimico universal (ou uma mistura de sinais); mais ainda, tudo
parece indicar que o infoquimico resulta da activacao de um sinal de alarme latente de presas (pulgas-de-
agua) previamente ingeridas, durante a passagem no tracto digestivo. Desta forma, as diferencas registadas
nas respostas de Daphnia a infoquimicos de diferentes predadores poderao ser devidas a variabilidade no
comportamento do peixe, aos seus habitos alimentares, ou fisiologia (e.g. tempo de passagem no intestino)
e metabolismo; estes factores poderao ser importantes na maior ou menor capacidade do infoquimico em
induzir uma resposta nas presas. O desenho experimental por ndés usado nao permite tirar conclusées
acerca deste aspecto, na medida em que lhe falta um tratamento onde os peixes nao fossem alimentados
com Daphnia. Contudo, os resultados demonstram claramente o valor adaptativo da comunicacao quimica
em sistemas de sinalizacdo predador-presa, que € mantido mesmo com um predador recentemente
introduzido.

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

As defesas anti-predador sdo um exemplo da importdncia da predacdo como forca selectiva,
impulsionadora dos caracteres comportamentais, morfolégicos e reprodutivos da presa. Nas pulgas-de-
agua, estes caracteres apresentam consideravel plasticidade (i.e. variabilidade e adaptabilidade), o que
permite a estes minUsculos seres adaptarem-se as mudancas no seu ambiente. Os sinais quimicos, como
0s produzidos pelos peixes, desempenham um papel crucial como promotores de mudancas adaptativas
nas suas presas (pulgas-de-agua). As respostas de Daphnia a sinais quimicos sdo complexas e parecem
representar um compromisso entre os diferentes tipos de defesas (Boersma et al., 1998; De Meester e
Weider, 1999; Sakwinska e Dawidowicz, 2005). Ademais, a interpretacdo dos efeitos dos infoquimicos de
peixes é complicada pela sua interacgcao com factores adicionais, como o nivel alimentar (Sakwinska, 1998;
Weber, 2001) ou a temperatura (e.g. Sakwinska, 1998). A investigacdo devera agora centrar-se nestas
interacgdes, assim como nos custos directos e indirectos associados com as mudancgas reprodutivas aqui
relatadas. Por exemplo, é importante levar em linha de conta que os neonatos de menores dimensdes
(produzidos na presenca de predadores) sdo menos resistentes a fome (Gliwicz e Guisande, 1992) e a

* Diapausa é um estado de dorméncia fisioldgica, um estado de animagao suspensa, em que mergulham alguns seres
vivos face a condigbes ambientais adversas. No caso das pulgas-de-agua, esta ocorre nos ovos sexuados, apds
fecundagéo, sendo que os ovos fecundados permanecem num involucro resistente a seca, digestao, e congelamento. A
eclosao é despoletada (dias, meses, ou anos depois) por condigbes ambientais favoraveis.
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exposicdo de contaminantes (Enserink et al., 1990). Por outro lado, existem evidéncias experimentais de
que a presencga de predadores reduz também directamente a tolerancia das pulgas-de-agua a escassez de
alimento (Hanazato et al., 2001; Weber, 2001) e aos contaminantes (Rose et al., 2001).

Do ponto de vista laboratorial, a simplicidade das metodologias aqui apresentadas tornam-nas um objecto
de estudo muito interessante e uma ferramenta para o Ensino Experimental das Ciéncias ao nivel do 3°
Ciclo do Ensino Basico e Secundario. A producao de infoquimicos é facilmente reprodutivel e a cultura de
pulgas-de-agua € pouco exigente em termos de recursos laboratoriais (alternativamente, as escolas
poderao solicita-las num centro de investigacao), colocando os alunos em contacto directo com modelos
biologicos (peixes e pulgas-de-agua). Para além da compreensdo de um fenémeno evidente de
comunicagdo quimica, fica em aberto a concepcdo de novas hipéteses e desenhos experimentais,
envolvendo os alunos em todas as fases do método experimental.
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