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Nota prévia

O presente trabalho foi primeiramente intitulado de “Influéncia do fungo Batrachochytrium
dendrobatidis na longevidade e estrutura etaria de Urodelos” dado que as primeiras amostras
recolhidas apontavam para uma morte dos tritbes por acdo desse fungo. No decorrer do estudo, as
analises genéticas entretanto realizadas revelaram que o agente etiol6gico causador dos episodios de
mortalidade foi um Ranavirus e ndo Batrachochytrium dendrobatidis. Assim, o trabalho foi conduzido
no sentido de analisar a mesma problematica, mas tendo como objetivo compreender a influéncia do
Ranavirus na estrutura etaria de tritdes-de-ventre-laranja. Apenas uma espécie foi analisada, uma vez
que ndo foram capturados suficientes individuos da outra espécie-alvo (Tritdo-marmoreado)
inicialmente incluida na analise.

Enquadramento

As doencas infeciosas emergentes sdo reconhecidos agentes, diretos ou indiretos, de
declinio e extingdo de populacdes selvagens, atingindo atualmente uma taxa de propagacao
sem precedentes (Jones et al., 2008). Este flagelo tem grandes implicacfes bioldgicas. O facto
de muitas espécies serem reservatorios de agentes patogénicos, e a ameaca permanente a
conservacao da biodiversidade global, comprometem também a satde humana (Daszak et al.,
2000). Nas ultimas décadas, a introducdo de agentes infeciosos tem afetado varios
ecossistemas e varios grupos de animais: mamiferos, aves, e anfibios, sendo estes Ultimos
quem apresenta 0s nimeros mais preocupantes (Stuart et al., 2004). As taxas atuais de
extincdo deste grupo foram estimadas em 211 vezes superiores a taxa de extingdo normal das
espécies (McCallum, 2007) o que torna este um dos mais marcantes e enigmaticos problemas
ambientais do século XXI (Daszak et al.,1999).

N&o parece haver uma causa Unica para os colapsos populacionais. As causas para declinios
ou extingbes podem diferir de regido para regido e mesmo de populacdo para populacdo
(Drost e Fellers, 1996). Apesar de a causa ndo ser exclusiva, as doencas infeciosas séo
apontadas como um dos principais fatores do declinio e subsequente extincdo dos anfibios
(Collins e Storfer, 2003).

Os anfibios sdo hospedeiros de um vasto numero de microparasitas como fungos, virus e
bactérias (Blaustein et al., 2012) e devido a ectotermia e a respiracdo cutanea, Sdo
especialmente sensiveis a alteracdes metabolicas e fisiolégicas, o que os torna um grupo de
risco. Em condi¢cdes ambientais estaveis, o impacto destes parasitas pode ser sub-letal. No
entanto, quando sob outros fatores de stresse como a fragmentacdo de habitat, contaminacéo
do nicho ecoldgico, ou alteracBes climaticas, os hospedeiros ficam mais vulneraveis,
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amplificando a acdo dos microparasitas, 0 que pode resultar em mortandades e, no limite, na
extincdo total de uma espécie (Daszak et al., 2000). Vérios estudos interdisciplinares tém,
recorrentemente, apontado duas doencas emergentes como responsaveis por mortalidades
massivas em populacgdes de anfibios: a quitridiomicose e as infe¢cdes por iridovirus (Daszak et
al., 1999).

O agente etiolégico da quitridiomicose é o fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd),
detetado em todos os continentes onde existem anfibios sendo que até 2009, 350 espécies
tinham resultados positivos quando testadas para a presenca de Bd (Fisher et al., 2009). A
exposicdo ao Bd é certamente influenciada de forma complexa por caracteristicas especificas
da espécie e do ambiente, bidtico e abiotico, o que faz com que algumas espécies sejam mais
suscetiveis a infecdo (Blaustein et al., 2012).

A semelhanca da quitridiomicose, infe¢es por iridovirus, especificamente Ranavirus, tém
sido detetadas a nivel global (Chinchar e Mao, 2000; Blaustein et al., 2012). No entanto, até
ha 15 anos, estas foram consideradas neutrais. Estes virus infetam adultos e larvas de anfibios,
mas a letalidade parece ser maior nos segundos (Gantress et al., 2003). Os Ranavirus séo
virus de cadeia dupla de DNA que infetam vertebrados ectotérmicos (Gray et al., 2007) e a
sua transmissao é horizontal, podendo ocorrer por exposicdo a dgua ou solos infetados ou por
canibalismo de individuos enfermos (Harp e Petranka, 2006). Apenas apds uma semana de
exposicao ao virus, hemorragias sistémicas e necrose de tecidos causam insuficiéncia renal e
hepatica levando a morte do individuo (Gray et al., 2009).

A dindmica das doencas no sistema hospedeiro-parasita é funcdo dos processos bioldgicos
de ambos, e ainda dos fatores ambientais. A exposi¢do e subsequente infecdo por Ranavirus
sdo facilitadas em habitat aquatico, o que sugere que, num organismo com ciclo de vida
complexo como os anfibios, as fases larvares sejam mais suscetiveis a doenca (Brunner et al.,
2004). No entanto, para que o parasita subsista num ambiente, tem que ter capacidade de
persistir fora do seu hospedeiro o que pode ser conseguido através de outros hospedeiros-
reservatdrio ou através de reservatorios intra-especificos por infecdo sub-letal de individuos
resistentes (Brunner et al., 2004).

Espera-se entdo que estas doencas se reflitam na estrutura populacional, nomeadamente na
sua estrutura etéria, o que é possivel avaliar utilizando o método da esqueletocronologia. Os
animais ectotérmicos estéo sujeitos a ciclos de atividade anual discretos o que se vai traduzir
em marcas de crescimento registadas no tecido 6sseo. Estas marcas de crescimento

representam variacdes na velocidade de desenvolvimento dos animais e organizam-se num



sistema repetitivo de camadas dsseas bem definidas, utilizadas na determinagdo da idade de
vertebrados (Castanet, 1982).

As marcas de crescimento sdo claramente observaveis nos cortes transversais de 0ssos
longos de anfibios (Caetano, 1988). As linhas de paragem de crescimentos (LPC)
correspondem a um periodo de atividade metabdlica reduzida, como hibernacdo ou estivacao,
e alternam com bandas mais largas, designadas zonas, que correspondem ao periodo ativo do
animal, quando existe maior deposicdo de tecido dsseo. O valor do método
esqueletocronolégico reside no conhecimento exato da periodicidade das marcas de
crescimento, uma vez que na maior parte dos vertebrados as LPC tém periodicidade anual,
existindo excecbes em que se forma mais que wuma LPC por ano.

Os anfibios sdo uma parte importante do patriménio natural da Serra da Estrela
contribuindo significativamente para a enorme riqueza e diversidade desta area natural onde
ocorrem 13 das 19 espécies recenseadas em Portugal Continental (Lesparre e Crespo, 2008).
Entre estas, encontram-se varios endemismos da Peninsula Ibérica como é o caso do tritdo-de-
ventre-laranja (Lissotriton boscai). Lissotriton boscai € um tritdo de pequeno tamanho de
corpo esbelto e alongado, que pode empreender tanto uma vida terrestre como aquética. No
entanto, a sua reproducdo depende sempre da agua, meio ao qual estd bem adaptado
ocorrendo preferencialmente em aguas limpidas e frescas, de corrente fraca ou inexistente
(Lesparre e Crespo, 2008). O periodo de reproducédo das populacGes de altitude tem inicio em
Dezembro e as primeiras emigracdes do meio aquatico (ap6s as posturas) verificam-se em
Marco (Caetano, 1988). No entanto, € um dos mais aquaticos urodelos portugueses e por isso
pode encontrar-se dentro de &gua durante todo o ano, caso as condigdes atmosféricas o
permitam (Caetano,1988).

Em 2003 foi detetada mortalidade em massa de urodelos da espécie Triturus marmoratus
na Serra do Gerés, confirmando-se que esta se devia a infecdo por Ranavirus (Soares et al.,
2003) tendo sido a infecdo reconfirmada em 2008, e detetada também em Lissotriton boscai
(Alves de Matos et al.,, 2008). Em Agosto de 2009, centenas de sapos-parteiros (Alytes
obstetricans) foram encontrados mortos no Parque Natural da Serra da Estrela e analises
genéticas e histologicas provaram tratar-se de infecdo por Bd (Rosa et al., in press). Dados
subsequentes apontam para 0 quase exterminio de Alytes obstetricans na Serra da Estrela e
reforcam a ideia de que as populacbes anfibias de elevada altitude sdo um grupo de risco
(Rosa et al., in press). Estes dados juntamente com a descoberta de recentes mortalidades em
massa, na mesma area, de tritdes-de-ventre-laranja, menos suscetiveis a doenca que 0 sapo-
parteiro, sugerem que declinios numéricos desta ordem ndo se tratam de flutuagcGes normais
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ou de dindmica metapopulacional, mas podem sim, ser indicadores de um hotspot de infec&o.
Com o réapido colapso da biodiversidade, torna-se fulcral compreender as dindmicas dos
agentes patogénicos para que possamos avaliar corretamente 0s riscos e intervir tendo em

vista a conservacdo da biodiversidade e a protecdo do patriménio natural.

Objetivos do projeto

O principal objetivo do presente trabalho é compreender a influéncia do Ranavirus na
estrutura etaria de uma populacdo de tritdes-de-ventre-laranja da Serra da Estrela. A
compreensdo da dinamica de infecdo da doenca auxiliara na antevisao dos impactos do virus

na populagéo estudada e noutras.

Metodologia

Amostragem

O trabalho de campo foi conduzido em dois locais no Parque Nacional da Serra da Estrela:
Folgosinho (40°29'37.09"N - 7°31'47.61"W) e Sazes (40°20'39.70"N - 7°42'52.63"W).
Ambas as areas de estudo estdo situadas a aproximadamente 1000m de altitude. Os habitats
aquéticos amostrados consistem em tanques de origem antropogénica (12m? e 7m? de érea, e
profundidades méaximas de 2.5m e 1.5m respetivamente). O esforco de amostragem consistiu
em passagens com camaroeiro (50 cm de diametro) realizadas por dois experimentadores em
sessOes de duas horas, dividias por quatro épocas de amostragem: Novembro de 2011, Janeiro
de 2012, Abril de 2012 e Marco de 2012. Uma vez capturados, os individuos foram sexados,
feito um esfregaco com zaragatoa (zona ventral e cloacal), para detecdo de Bd e registado o
seu SVL (snout-vent lenght, comprimento da extremidade da cabeca a cloaca) em milimetros
com craveira digital, in loco. Os individuos encontrados mortos foram coletados e retiradas as
falanges e/ ou himeros sempre que possivel. Aos individuos capturados vivos foi cortado o 3°
dedo da pata posterior direita e um pedaco de tecido da cauda para futura analise de infecéo
por Ranavirus. Posteriormente, todos os individuos vivos foram desinfetados no local de corte
com Bactine (Bayer, USA) e devolvidos no local de captura. Na totalidade foram recolhidas
amostras de 86 animais, 66 de Folgosinho e 20 de Sazes. Os 0ssos e tecidos recolhidos foram
preservados em etanol a 70% para posterior processamento. Durante e no final do trabalho de



campo, todo o material foi devidamente desinfetado seguindo o protocolo de higiene sugerido

por Speare et al. (2004) de forma a prevenir a propagacdo de doengas.
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Fig. 1 Locais de amostragem. a, b- Folgosinho 12m? 2,5m de profundidade, PNSE; c,d- Sazes 7m?,
1,5m de profundidade, PNSE

Esqueletocronologia

O método esqueletocronolégico seguiu o protocolo utilizado anteriormente para urodelos
(Rebelo and Caetano, 1995) tendo sido feitas adaptacdes a nivel do tempo de descalcificacdo
(90 min) e tendo a montagem dos cortes sido realizada em clara de ovo. Foi utilizado um
criostato Clinicut 60 e Sakura Tissue-Tek® O.C.T. Compound, como meio de inclusdo. Como
corante, foi utilizada Hematoxilina de Ehrlich. Finalmente, trés experimentadores observaram,
independentemente, 0s cortes transversais e contaram as LPCs no 0sso peridstico, utilizando
um microscopio 6tico para determinacao da idade individual. Apds a datacdo independente,
os resultados foram comparados e discutidos tendo em conta dados ecoldgicos e

morfométricos.

Analises genéticas
As andlises genéticas para detecdo de Ranavirus foram realizadas a tecido de individuos

mortos e vivos, sendo que nos primeiros foi analisado figado e pele e nos Gltimos apenas a



pele envolvente das falanges recolhidas no campo, ou pedaco proveniente da cauda. O
protocolo seguido foi o descrito por Mao (1996).

Para detecdo de quitridiomicose, as amostras obtidas com zaragatoa foram analisadas
através de quantitative RT- PCR, segundo o protocolo previamente descrito por Boyle et al.
(2004).

Analise da agua de Folgosinho

Para despistar efeitos de imunossupressdo causada por poluicdo, foi analisada agua do
tanque de Folgosinho. Para analise dos compostos de azoto, e nutrientes na agua, o protocolo
seguido foi o descrito Koroleef, F. (1969/70). Para analise dos metais particulados e diluidos

presentes na agua, o protocolo seguido foi o descrito por Duarte e Cacador (in press).

Anélise de dados

Tendo em vista a compreensdo do impacto do Ranavirus no local onde foi detetada
mortalidade, alguns resultados preliminares séo apresentados para outra populacdo, Sazes,
para termos comparativos. Foi construida uma piramide etéaria para cada populacdo e para
ambos o0s sexos, permitindo inferir caracteristicas da historia de vida dos individuos. Para
determinacdo da classe modal e idade de maturacdo, as piramides etarias
foram analisadas tendo em conta caracteristicas ecolédgicas e da historia de vida da espécie em
analise.

Para Folgosinho foi ainda construida uma pirdmide de analise dos individuos mortos. Foi
elaborado um grafico de dispersdo, para cada populacdo, tendo como objetivo mostrar a

relacdo entre o SVL e idade individuais.

Resultados

Dos 78 0ssos processados para analise, 84,62% permitiram a obtencdo de uma estimativa da
idade individual. Varios ossos recolhidos a individuos mortos, foram descartados por nédo

estarem em condicBes de andlise devido a processos de decomposicao (Fig.2).



Fig. 2 Tecido dsseo danificado de individuos mortos. a- corte transversal de o0sso com coloragéo deficiente que
ndo permite datagdo. b- em cima: himero de individuo capturado morto com matriz 6ssea irregular e danificada,
em baixo: falange de individuo capturado vivo, com matriz 6ssea uniforme.

Histologia

Quando analisados diferentes 0ssos do mesmo individuo, fémur, himero e falange, os
resultados demonstraram ser consistentes, sendo que em dois casos a falange exibia menos
uma LPC, o que é expectavel devido a maior taxa de reabsorcdo Ossea relativa destes 0ssos
(Caetano, 1988).

Os humeros mostraram ser os melhores o0ssos para realizacdo de esqueletocronologia
devido a simetria da sua sec¢do transversal e pela clara disposicdo concéntrica das LPCs. No
entanto, por razdes éticas, estes apenas foram retirados a individuos mortos, evitando assim o
sacrificio dos animais ou 0 aumento da suscetibilidade da populacéo a infe¢Ges ou predacéo.
Em praticamente todos 0s cortes observados era visivel osso endosteal (Fig.3, E). Este é
produzido de forma centripeta, em direcdo ao interior da cavidade medular (Fig.3, CM),
enquanto que o osso periosteal (Fig.3, P) é produzido centrifugamente resultando no aumento
do didmetro da diafise com o passar do tempo (Rebelo e Caetano, 1995) (Fig.3).

Fig. 3 Corte transversal de Himero. LCR- Linha
cimentante de Reabsor¢éo, E- Osso endosteal,
P-Osso peri6steal, CM- Cavidade Medular,

1- linha do primeiro ano, 2- linha do segundo ano.




Em redor da cavidade medular e marcando a fronteira entre o 0sso endosteal e o periosteal,
observa-se uma linha bem marcada, hematoxilinéfila, e irregular comparativamente as LPCs
designada por linha cimentante de reabsorcao (Fig.3, LCR) (Castanet, 1975). Esta é uma linha
aperiodica, onde ocorre reabsorcdo Ossea. Assim, muitas vezes as primeiras LPCs sdo
“cortadas” por esta linha, encontrando-se em processo de reabsorcdo. Sempre que visiveis,
estas linhas foram consideradas para a datacdo do individuo (ver linhas 1 e 2 da Fig.3).

Na interpretacdo das LPCs, foram consideradas duplas, todas as linhas que sendo muito
préximas uma da outra, exibiam fusdo nalgum ponto (Fig.4, f). Estas foram consideradas
como sendo apenas uma LPC, resultado de dois periodos de diminuicdo de atividade
metabdlica durante um ano (Caetano, 1988; Rebelo e Caetano, 1995). Na totalidade dos

individuos analisados, 73,2% apresentavam pelo menos uma linha dupla.

Fig. 4 Exemplos de cortes transversais de diferentes ossos e diferentes individuos, para datagdo individual.

a- Humero, individuo 067 com 6 anos de idade (amp. x10); b- Himero, individuo 074 com 8 anos de idade (amp.
X10); c- Himero, individuo 073 com 5 anos de idade (amp. x10); d- Falange, inidviduo 040 com 6 anos de idade
(amp. x20); e- Falange, individuo 002 com 5 anos de idade (amp. x20); f-Himero, individuo 074, com linha dupla
evidenciada pelas setas.
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Dados demogréficos e estrutura etaria

A estrutura etaria de Folgosinho (a) e Sazes (b), construida com base apenas em individuos
vivos, esta representada na Fig.5. A semelhanca de outros estudos esqueletocronolégicos,
existe escassez de individuos juvenis (Rebelo e Caetano, 1995) o que esta associado a
dificuldades de amostragem dessa fase da vida dos urodelos.

a Idade b Idade

10 10
9 9
8
7
3

W Fémeas 2 W Fémeas

1 B Machos 1 EMachos

N I T T 1 T T 1 N I T T 1 T T 1
6 4 2 0 2 4 6 6 4 2 0 2 4 6

Fig. 5 Piramides etéarias das duas populaces de Lissotriton boscai vivos. a- Folgosinho b-Sazes; N- nimero de
individuos pertencentes a cada classe etaria

Em ambas as populacbes encontramos uma estrutura etaria semelhante, com a possivel
excecdo de serem encontrados machos mais velhos em Folgosinho. A auséncia de machos
com 7 e 8 anos em Sazes poderé dever-se a uma amostragem insuficiente dessa populagao.
Pode observar-se que a classe modal para os machos de ambas as populacdes corresponde a
classe etaria 5, sendo que nas fémeas esta classe corresponde a classe etéaria 6. Estes picos
significam que a idade modal, idade em que todos os individuos da populacdo sdo
reprodutores ativos, difere de machos para fémeas em 1 ano. Tal, deve-se ao facto de que,
geralmente em urodelos, as fémeas atingem a maturidade sexual mais tarde (Caetano, 1988).
A idade de maturacdo sexual minima dos individuos desta populacdo é aos 4 anos, Vvisto esta
ser a idade minima para individuos encontrados vivos na agua, para onde, apés a fase juvenil
terrestre, os animais se deslocam com o fim de se reproduzir. No entanto nem todos 0s
animais maturam aos 4 anos, visto que as classes modais correspondem a idades superiores.

Quando se observa a piramide etaria construida para os individuos encontrados mortos em
Folgosinho (Fig.6), denota-se uma grande representatividade de fémeas, de todas as idades.

Na época de amostragem correspondente ao surto de mortalidade (Novembro) foi também
amostrado o tanque de Sazes. Em 18 animais capturados, apenas 1 era macho.
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Fig. 6 Piramide etaria para os individuos mortos capturados em Fig. 7 Dimorfismo sexual em L. boscai. a- Fémea com cloaca

Folgosinho; N- nimero de individuos pertencentes a cada classe pouco evidente e secgdo corporal cilindrica , b- Macho com
etaria. cloaca evidente e sec¢do corporal quadrangular.

Tendo em conta que a determinacdo do sexo dos individuos, mesmo fora da época de
reproducdo, é simples (Fig.7), nenhum enviesamento foi cometido pelo experimentador na
classificacdo dos animais. Também em Sazes, onde ndo foi registada mortalidade, se encontra
um maior namero de fémeas na dgua. Assim, a piramide ndo denota, necessariamente, uma
mortalidade diferencial, mas pode apenas refletir a flutuacdo sazonal de sex-ratio tipica da

espécie (Caetano e Leclair, 1999).
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O gréfico de dispersao (Fig.8) evidencia que as fémeas sdo, como é tipico da espécie,
maiores que os machos (Caetano, 1988). Consequentemente, em Folgosinho é visivel uma
maior mortalidade em individuos com valores de SVL superiores, ou seja, fémeas. Também
0s juvenis sofrem mortalidade o que demonstra ndo haver mortalidade diferencial em relacéo
ao SVL ou a idade. Este resultado contrasta com os de outras espécies de urodelos
(Ambystoma sp.) onde as fases larvares sdo indicadas como as que sofrem o maior impacto
aquando a ocorréncia de surtos de infecéo iridoviral (Brunner et al., 2004).

Em suma, ndo existem diferencas Obvias entre a estrutura etaria ou entre relacdo SVL-idade
dos individuos de ambas as populacbes, embora se tenha registado mortalidade em

Folgosinho e a mesma néo se tenha verificado em Sazes.

Infecdo

Em Folgosinho 43,75% dos individuos acusaram infecdo por Ranavirus. Dos infetados
96.42% foram encontrados ja mortos, sendo que apenas 1 individuo vivo foi diagnosticado
com o virus. Para 0 mesmo local de amostragem, a infecdo por quitridiomicose em urodelos é
nula, embora o fungo se encontre presente em sapos-parteiros (Alytes obstetricans) sendo
causa de mortalidade nessa espécie (Rosa et al., in press). Para Sazes, apenas existem
resultados preliminares de presenca de quitridiomicose em Alytes obstetricans, Salamadra-de-
fogo (Salamandra salamandra) e em Lissotriton boscai (50%) (Rosa, Dados ndo publicados)

sem no entanto se verificar mortalidade em massa como a encontrada em Folgosinho.

Analise da agua

Tabelal. Anélise de metais pesados a agua de Folgosinho. Tabela 2. Analise de compostos de azoto, fosforo e dureza
dl - Abaixo do limite de detecdo do espectrometro de daagua .
ionizacdo de chama V.N. - Valor Normal; GH (°dH) - Dureza da agua
Dissolvido Particulado V.N. Folgosinho
cd di cd di pH 6,4 6,8
Zn di Zn di NOs3 0-5ppm  0-5ppm
Eb 3: Eb 3: NO2 <lppm <lppm
u u
NH3 <0,5ppm <0,5ppm
co d co d P <0 OSpp <0 OSpp
Ni dl Ni dl Soppm <5Loppm
Cr di Cr di GHCdH) 8 13

Os resultados da analise aos parametros da adgua do tanque de Folgosinho confirmam a
sanidade da agua, sendo que nenhum dos parametros atinge limiares de detecdo excluindo a

hipo6tese de poluicdo e subsequente imunossupressdo dos animais.



Execucao financeira

Designacao: Custo (€)
Deslocamento

Gasoleo e Portagens 110
Material de recolha de amostras

Luvas descartaveis 30
Ependorfs 70
Zaragatoas 100
Desinfectante (Virkon) 15
Anti-séptico (Bactine) 20
Analises laboratoriais

Anélises laboratoriais Bd (primers, sondas, reagentes, material descartavel) 1300
Anélises laboratoriais Ranavirus (reagente, primers, material descartavel) 1200
Anélise esqueletocronoldgica (reagente, meio de in clusédo, laminas) 150

Total: 2995*
*As analises para deteccdo de Ranavirus foram cofinanciadas pelo projeto de doutoramento de Gongalo M. Rosa.

Caso o financiamento fosse superior, algumas analises dubias poderiam ter sido repetidas e

mais individuos poderiam ser analisados geneticamente tornando os dados mais robustos.

Discussao

O principal resultado do presente estudo é o facto de a mortalidade, causada pela infecdo
por Ranavirus em Folgosinho ser, aparentemente transversal e ndo variar com idade ou
tamanho dos individuos. A doenca matou indiscriminadamente 0s animais que se
encontravam dentro de agua estando por isso sujeitos a infecao.

A esqueletocronologia mostrou, mais uma vez, ser uma técnica eficaz de determinacdo da
idade individual em anfibios e os resultados obtidos sdo concordantes com ecologia da
espécie. A maioria (73,2%) dos animais analisados apresenta linhas duplas, o que significa
que as populagdes de Tritdo-de-ventre-laranja na Serra da Estrela, a cerca de 1000 metros de
altitude, passam, geralmente, por dois periodos de diminuicdo de atividade metabdlica, num
ano. O excesso de linhas duplas € um fendmeno comum em populagdes de altitude. Estes
resultados estdo em conformidade com os obtidos por Caetano (1988) para populagdes do
Gerés, a 980 metros (Mezio). No entanto, os animais da Serra da Estrela atingem a
maturidade um ano mais tarde que os de Mezio, o que podera dever-se a fatores climaticos
regionais que influenciam o desenvolvimento larvar.

Niveis elevados de metais pesados na agua sdo muitas vezes correlacionados com surtos de
infecdo por Ranavirus (Gahl e Calhoun, 2010). No entanto, a agua do tanque de Folgosinho

ndo mostrou indicio de poluicdo para nenhum dos parametros testados. A quitridiomicose,



que se pensou, inicialmente, ser a responsavel pelas mortes, ndo podera ser considerada um
fator de stresse visto estar ausente nos individuos, vivos e mortos, da populacdo onde se
registou mortalidade. Esta doenca existe também no tanque de Sazes onde ndo se encontra
mortalidade. Assim, o facto de o Ranavirus causar mortandade apenas em Folgosinho
permanece por explicar. Amostragens que cubram de forma mais uniforme o ciclo-de-vida
dos tritGes, e andlises de diversidade genética em ambos os locais poderdo oferecer novas
perspetivas para uma comparacao mais robusta entre ambas as populacées.

Amostragens em Folgosinho e Sazes sdo conduzidas desde 2010, sem nunca terem sido
registados eventos de mortalidade em massa. Este foi, possivelmente, o primeiro evento deste
género ocorrido nos ultimos anos. Este facto é apoiado pela estrutura etaria dos individuos
vivos de Folgosinho (Fig.5a) que permanece muito semelhante a de Sazes (Fig.5b), onde ndo
houve registo de mortalidade. A quase totalidade dos individuos mortos foi capturada em
Novembro de 2011, enquanto que os individuos vivos sdo maioritariamente de Marco de
2012, apds o surto. Assim, seria de esperar um desequilibrio, nomeadamente a nivel de sex-
ratio, nos animais de Marco causado pela grande mortalidade de fémeas, ocorrida na época de
amostragem anterior, o que néo se verifica. Tal facto pode ser justificado por, em populac6es
de urodelos, poder existir uma dindmica de desfasamento de periodos de atividade (e.g.
Caetano, 1988). Os individuos capturados em Marco fazem parte de um grupo, dentro da
populacdo, que estd ativo nessa altura do ano, sendo estes diferentes dos animais ativos
durante a época fria de Novembro. Assim, uma monitorizacdo em Novembro do presente ano
forneceria dados do grupo de individuos impactado pela mortalidade.

Coloca-se entdo a hipétese de o virus ainda ndo ter tido tempo de atuagdo suficiente sobre a
populacdo, para que o seu efeito se reflita na estrutura etaria, nomeadamente a nivel da
longevidade. No entanto, o surto em Folgosinho ocorreu durante o Outono/Inverno, altura em
que se encontravam na agua individuos adultos, maioritariamente fémeas. A flutuacdo do sex-
ratio é tipica da espécie, ja que este tende a ser equilibrado durante o pico da época de
reproducdo (Primavera) apds a qual, com a saida dos machos da agua, se torna gradualmente
mais enviesado em favor das fémeas (Caetano e Leclair, 1999). Situacdo que se verifica em
Novembro.

A continuar a causar mortalidade na ordem das centenas, ciclicamente, sempre na mesma
altura do ano, este virus pode ter impacto na demografia da populacdo. Devido a recorrente
morte de fémeas de varias idades, particularmente de fémeas em idade reprodutora, vai muito

provavelmente ocorrer uma diminuicdo drastica do efetivo populacional.
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O Unico individuo vivo no qual foi detetada infecdo por Ranavirus pode ndo ser
significativo, ou pode ser um individuo moribundo. A existirem mais individuos vivos
infetados, e sendo esta infecdo de cariz sub-letal, estes podem funcionar como reservatorio
para o virus, mantendo-o ativo na populagdo. E entdo sugerida uma nova analise, de um maior
namero de individuos vivos.

Na maioria dos parasitas, o sucesso de infecdo e a viruléncia sdo dependentes da densidade
dos hospedeiros, sendo que densidades populacionais elevadas facilitam a transmissao de
patogénios (Collins et al., 2004). Em Maio de 2011, foram capturados, no tanque de
Folgosinho, um méaximo de 112 animais num dia de amostragem, com média de 107 capturas
diarias. Para Sazes o valor maximo foram 73 animais e média de 57 animais capturados para
0s mesmos 3 dias de amostragem. (Rosa, Dados ndo publicados ). Tendo em conta a
amostragem do presente estudo (66 animais capturados em Folgosinho e 20 em Sazes)
observa-se que a tendéncia se mantem, denotando uma maior densidade populacional de L.
boscai em Folgosinho.

A grande maioria dos modelos de epidemiologia mostra que existe um limiar de densidade
dos hospedeiros abaixo do qual o patogénio ndo consegue ter sucesso de infecdo (Lafferty &
Gerber, 2002). Assim, uma doenca, por si sO, € um improvavel agente de extingdo. No
entanto, outros fatores estdo implicados na dindmica populacional como fatores exégenos de
stresse ou, simplesmente, forcas evolutivas. O agente patogénico podera reduzir a densidade
populacional abaixo do seu limiar de infecdo mas, nessa fase, outros fatores de stresse imuno-
fisiologicos, ou forcas evolutivas estocasticas, amplificadas pelo efeito de bottleneck causado
pelo parasita, podem levar a populacdo a extingéo.

Este estudo permitiu uma abordagem interdisciplinar de um surto de infecdo por Ranavirus,
cujo impacto na populacdo nao é, para ja visivel. Permitiu ainda conhecer dados
demogréficos e da historia de vida dos tritdes da Serra da Estrela. No entanto, é necessario um
estudo continuado das populagdes da zona para compreender a dindmica da doenca e as
causas da mortalidade em massa. Expandir a pesquisa a outras espécies e estudos genéticos,
tanto do hospedeiro como do virus, poderiam ajudar na antevisdo dos efeitos a longo prazo da
presenca deste parasita no meio e permitir a elaboracdo de um projeto de conservacgao.

Se o0s patogénios letais dos anfibios se continuarem a propagar por todo o mundo, as perdas
de espécies deste grupo fascinante de animais, facilitadas por doencas, serdo o mais robusto
exemplo, até a data, de como um agente patogénico pode atuar global e rapidamente causando
extingOes generalizadas (Collins et al., 2004).
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ANexos

Considerac6es Adicionais

Os resultados deste estudo serdo preliminarmente apresentados, sob a forma de
comunicagdo em poster (Fig.1), no World Congress of Herpetology 7, Vancouver 2012. Os
resultados deste estudo serdo ainda refinados e complementados, sendo posteriormente

submetidos para publicacdo cientifica em Maio de 2013.



Influence of ranavirus on the age structure
of Bosca's newts
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Ranavirus is one of five genera of viruses within the family
Iridoviridae, and has been implicated as a contributing factor in
extinctions and global decline of amphibian populations 1. Amphibians
of different life stages may vary in their susceptibility to Ranavirus
infections and this knowledge is particularly poor among the urodeles 2

In November 2011, an outbreak of Ranavirus was recorded
affecting Bosca’s newts (Lissotriton boscai) in Serra da Estrela
(Portugal) with dozens of individuals found dead in water,
Transmission is thought to occur by direct and indirect means such as
ingestion and contact with dead animals, or through contaminated
water, sediment and soil 2.

The main goal of
this preliminary study
was to determine
how Ranavirus influences the demography
of this Bosca’s newt (Lissotriton boscai)
population, and in particular, its impact on

age structure.

2 . %
Fig. 1. Study sites in Serra da Estrela: A. artificial tank in Folgosinho; B.
artificial tank in Sazes.
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Study area

Serra da Estrela includes the highest point (1993 m) in continental
Portugal. The study took place at two sites at about 1000 m:
Folgoshino (where mortality occurred due to a Ranavirus outbreak)
and Sazes (where no such mortality has been detected) (fig. 1).

Detection of Ranavirus

Surveys took place from November 2011 to May 2012, covering the
whole breeding season of of L. boscai.We assessed the infection by
Ranavirus across the different age classes and estimated individual age
in the two populations.

A total of 69 individuals were sampled: 54 from Folgosinho (28
already dead and 26 alive) and 15 from Sazes (all alive). For molecular
detection we used skin and/ or liver in dead animals, and a small piece
of tail from living animals. Tissue samples were screened for
Ranavirus using the PCR protocol 3

Body size and age determination

Specimens were measured from the tip of snout to the anterior
margin of the cloaca (snout-vent length: SVL).

One humerus from each dead animal was removed and living
individuals were toe-clipped (toe 4): bones were decalcified in 2%
nitric acid for three hours, cross-sectioned (16 pxm) at the midshaft of
the diaphysis, and stained for 20 min with Ehrlich's hematoxylin. Age
was determined by skeletochronology (adapted from 4].

100 um 100 um

Fig. 2. Lissotriton boscai transversal sections: A. humerus of an individual with 5 Lines of Arrest of Growth (LAG)

- All dead individuals were
positive for Ranavirus. PCR
product was 99% identical to
common midwife toad
Ranavirus (CMTV) 5,

- Age structure was similar in
both populations; modal age
class for males was 5 years,
whereas modal age in females
was b6 years (fig. 3).

100 um

corresponding to 5 years; B. Phalanx. e. endostea) bone of an individual with 6 years; C. detailed phalanx

evidencing double LAG.
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- Higher mortality in females
of Folgosinho can be explained by the
phenoclogy of the population. At the time of
sampling corresponding to the outbreak
(November 2011), in Sazes we captured 18
animals: only one was a male.

- In contrast to salamanders where the
disease mainly impacts the larval stages, all
ages and sizes of Bosca’s newt seem to be
affected (see e.g. ).
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Fig. 4. Relationship between snout vent length (SVL) and age in L boscai from two
populations at Serra da Estrela, Portugal

Highlights

There was no apparent differential mortality.

Despite a massive mortality, this single event seems not to have caused a

major demographic shift in the population.
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Fig.1 Poster a apresentar no Congresso mundial de Herpetologia

With continuous manit
since the recent arrival of the virus to the Natural Park.

Final considerations

, our results will allow to detect changes in population structure

However, there is a reason for a greater concern..

... this kind of events might produce a more drastic impact on the population demography
if repeatedly taking place in the same time of year, affecting consistently and mostly females.




