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Resumo

Tendo em conta o elevado interesse da améijoa—boa, Ruditapes decussatus em
termos econdmicos, em Portugal, este trabalho foi importante para a compreensao de um dos
principais problemas no cultivo desta espécie, o crescimento. Nos ultimos anos, para além de
se observar uma grande variabilidade na taxa de crescimento, o tamanho dos individuos
capturados tem vindo a sofrer, uma acentuada diminui¢do. Frequentemente, numa mesma
‘cohort’, esta espécie apresenta dois tipos de individuos, os que crescem mais rapidamente, os
chamados ‘Fast-Growers’ e os que crescem mais lentamente, os ‘Slow-Growers’. Este
fendmeno ocorre, apesar dos individuos estarem sujeitos as mesmas condi¢des de cultivo.

O principal objectivo deste trabalho foi estudar as possiveis diferengas entre ‘Fast-
Growers’ e ‘Slow-Growers’ de uma mesma ‘cohort’ de R. decussatus a nivel das possiveis
alteracdes cromossdmicas numéricas existentes, aneuploidia, e a nivel da fisiologia,
nomeadamente na avaliacdo do indice de condicao e na anélise da composi¢ao bioquimica.
Foi igualmente realizado um estudo com o objectivo de identificar os cromossomas ausentes
nos casos de aneuploidia.

Os resultados obtidos sugerem pela primeira vez a existéncia de uma correlagdo
negativa entre a aneuploidia e o crescimento nesta espécie. Verificou-se igualmente uma

perda cromossomica preferencial nos pares 1, 6, 12 ¢ 19.

Palavras-chave - Ruditapes decussatus, crescimento, aneuploidia, condigdo fisiologica,

identificacdo cromossomica.
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Abstract

Given the commercial importance of the carpet shell, Ruditapes decussatus in
Portugal, this work contributed to understand one of the main problems in the production of
this species, the growth rate. In addition to an observed high growth rate variability, a
decrease in the maximum size reached by the individuals of this species has been noticed in
the last years. Usually, in the same cohort, this species presents two groups of individuals, the
Fast-Growers and the Slow-Growers according to their shell length. This variability occurs,
although individuals are reared under common conditions.

The main objective of this work was to study the possible differences between ‘Fast-
Growers’ and ‘Slow-Growers’ of the same cohort of R. decussatus in terms of eventual
numerical chromosomal changes, aneuploidy, and the level of physiological capacity, by
assessing the condition index and the biochemical composition. The identification of the
missing chromosomes in aneuploid situations was also performed.

The results of this study showed for the first time the existence of a negative
correlation between aneuploidy and growth rate in this species. A preferential chromosomal

loss was observed in pairs 1, 6, 12 and 19.

Keywords - Ruditapes decussatus, growth rate, aneuploidy, physiological condition,

chromosomal identification.
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Abreviaturas e Simbolos

% - Percentagem

‘Fast-Growers” — Grupo de individuos da espécie Ruditapes decussatus que apresentam um

tamanho maior que os restantes.

‘Medium-Growers’ - Grupo de individuos da espécie Ruditapes decussatus que apresentam

um tamanho intermédio.

‘Slow-Growers’ - Grupo de individuos da espécie Ruditapes decussatus que apresentam um

tamanho menor que os restantes.

%0 — Partes por mil

2n — Numero dipléide

Ag-NOR - Argyrophilic nucleolar organizer regions
DNA — Acido Desoxirribonucleico

DGPA - Direcgao Geral de Pescas e Aquicultura
FISH — Fluorescent ‘in situ’ hybridization

g, mg, ug — Grama, miligrama, micrograma

h, min — Horas, minutos

INRB/L-IPIMAR — Instituto Nacional de Recursos Biologicos/ Laboratorio IPIMAR
kJ — Kilojoule

1, ml, pl — Litro, mililitro, microlitro

M — Molar

mm — Milimetro

N — Normalidade
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nm — Nanometro

NOR — Nucleolar Organiser Region

°C — Graus Celsius

PCD - Premature Centromere Division

RE — Restriction Endonuclease

RNA — Acido Ribonucleico

RNAm — RNA mensageiro

RNATr — RNA ribossomal

rpm — Rotagdes por minuto

Ty - Primeiro tempo de amostragem, dia 0
T, — Segundo tempo de amostragem, dia 107
T,- Terceiro tempo de amostragem, dia 199

TCA — Acido tricloroacético
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Introducao Geral

As améijoas sao um grupo de moluscos bivalves com uma grande diversidade de
espécies, sendo a améijoa—boa, Ruditapes decussatus uma das mais importantes espécies de

bivalves produzidas em Portugal.

A taxonomia de R. decussatus foi, até ao inicio dos anos 90, um assunto controverso.
No inicio designada como Venus decussata (Linnacus, 1758), foi sofrendo alteragdes ao longo
dos anos: Amydala decussata (L.), Tapes decussatus (L.) e Venerupis decussata (F.). Hoje em
dia, o nome da espécie Ruditapes decussatus aparece associado a espécie vulgarmente
designada por améijoa-boa, améijoa cristd, améijoa de cabeca, améijoa do rochedo, améijoa
verdadeira ou améijoa vulgar (Muzavor, 1991; Sanchéz, 1992).

Actualmente a sua classificagdo, dentro do reino animal, ¢ a seguinte (National

Center for Biotechnology information [NCBI], 2009):

Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Classe: Bivalvia
Ordem: Veneroida
Familia: Veneridae
Género: Ruditapes

Espécie: Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758)

A nivel mundial, R. decussatus distribui-se ao longo da costa atlantica, desde a
Noruega até ao Congo, passando pelo Mar do Norte, restringindo-se neste apenas a Noruega e
Dinamarca e pelas ilhas Britinicas, mais precisamente nas costas Oeste € Sul. Encontra-se
igualmente no Mar Mediterraneo ¢ no Mar Vermelho, para onde esta espécie migrou pelo
Canal Suez, no Egipto (Parache, 1982).

Em Portugal, predomina nas zonas abrigadas da costa, como enseadas, rias,
embocaduras de rios e lagoas litorais, nomeadamente na Ria de Aveiro, Lagoa de Obidos,

margem esquerda do Tejo, Troia e imediagdes da Foz do Sado, Rio Arade, Ria de Alvor e,
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principalmente na Ria Formosa (Vilela, 1950). Também ¢ encontrada na Ilha de Sao Jorge,
Acores, mais precisamente na Lagoa da Faja de Santo Cristo (Jordaens et al., 2000).

A costa algarvia possui uma larga tradicdo no cultivo de moluscos bivalves sendo
responsavel por mais de 90% da produgdo nacional. R. decussatus representa 31% do total da
producdo aquicola e 56% do total da produgdo nacional de moluscos bivalves. A sua produgao
¢ uma actividade estratégica, uma vez que, contribui de forma significativa para a manutengdo
das economias locais e constitui um motor gerador de riqueza e emprego no litoral (Direc¢ao
Geral das Pescas e Aquicultura [DGPA], 2008). Para além do aspecto econdmico, a
moluscicultura reveste-se, também, de uma importancia social consideravel, uma vez que
estdo envolvidas, directa e indirectamente, nesta actividade cerca de 10000 pessoas. A
actividade de moluscicultura exerce-se, na sua maior parte na zona do Parque Natural da Ria

Formosa e na Ria de Alvor, em cerca de 1700 unidades licenciadas (Dinis, 1998).

O crescimento dos organismos depende do efeito sinergético dos factores externos e
internos. Geralmente ¢ aceite que o desenvolvimento da R. decussatus é condicionado por
factores ambientais, como sejam a salinidade, a composi¢ao do sedimento, concentracao do
oxigénio dissolvido (Parache, 1982) e quantidade e qualidade do alimento (Matias, 2007). O
desenvolvimento desta espécie ¢ feito em dois periodos distintos, um de crescimento, de
Margo a Outubro, e outro de estagnacdo de Novembro a Fevereiro. No entanto, o periodo de
crescimento pode sofrer restricdes ou ser dilatado, dependendo das condi¢des ambientais.
(Banha, 1984; Monteiro et al., 1988). O crescimento ¢, de uma forma geral, uniforme sendo

mais acentuado entre Mar¢o e Julho (Banha, 1984).

Contudo, frequentemente, numa mesma ‘cohort’, R. decussatus apresenta dois
grupos de individuos, os que crescem mais rapidamente, os chamados ‘Fast-Growers’ e os
que crescem mais lentamente, os ‘Slow-Growers’. Este fendomeno ocorre apesar dos
individuos estarem sujeitos as mesmas condi¢des ambientais, revelando a influéncia que os
factores internos podem ter no crescimento destes individuos.

O fendémeno citogenético da aneuploidia, mais precisamente hipodiploidia, ou seja,
falta de um ou dos dois cromossomas num par de homoélogos, tem sido observado em varias
populagdes de bivalves. (e.g. Longwell et al., 1967; Stiles & Longwell, 1973; Dixon, 1982).
Uma relagdo negativa entre a taxa de crescimento e este fenomeno de aneuploidia foi
colocada em evidéncia em duas espécies de ostra: Crassostrea gigas (Thiriot-Quiévreux et
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al., 1988; Leitdo et al., 2001), C. angulata ¢ os respectivos hibridos interespecificos (Batista
et al., 2007). Na espécie C. gigas demonstrou-se igualmente que este fendmeno se encontrava
associado a factores genéticos (Leitdo et al., 2001) e ambientais (Bouilly et al., 2003).
Factores genéticos poderdo, de facto, estar associados a componentes fisiologicos que
regulem as diferengas no crescimento intra-especifico entre individuos que vivem no mesmo
ambiente (Bayne, 1999). Essas diferengas poder-se-do reflectir no indice de condi¢do, bem
como nos componentes bioquimicos.

A demonstracao das bases genéticas deste fenomeno nas duas espécies de ostras e
hibridos inter-especificos mencionadas acima revelaram ser essenciais, atendendo que os
produtores de bivalves tém tendéncia de, numa mesma ‘cohort’, comercializar os animais que
atingem o tamanho comercial mais rapidamente, os que apresentam uma taxa de aneuploidia
mais baixa, e de deixar ficar nos locais de produgdo, durante mais tempo, os animais com taxa
de crescimento mais lenta, os que apresentam uma taxa de aneuploidia mais elevada. Estes
ultimos irdo assim ter uma participagdo relativa mais elevada na reproducao. Esta forma de
actuar dos produtores podera conduzir a uma selec¢do negativa para o factor crescimento.

Nos ultimos anos, para além de se ter vindo a observar uma grande variabilidade na
taxa de crescimento de R. decussatus, o tamanho dos individuos capturados tem vindo a
sofrer, no geral, uma acentuada diminuicdo, representando um problema para produtores e
mariscadores de bivalves.

A obtengdo de um melhor conhecimento do fendmeno da aneuploidia em R.
decussatus e da sua potencial relagdo com o crescimento e com a condigdo fisiologica, podera
representar um importante contributo para a gestdo, quer dos bancos naturais, quer em termos

de produgdo deste importante recurso.

O principal intuito deste projecto visou, entdo, analisar as possiveis diferengas no
desenvolvimento entre ‘Fast-Growers’ e ‘Slow-Growers’ de uma mesma ‘cohort’ de R.
decussatus, produzida em laboratorio para este estudo, ao nivel das possiveis alteragdes
cromossoémicas numéricas existentes, aneuploidia, mas igualmente a nivel da capacidade
fisiolégica, nomeadamente, na eficicia da utilizacdo dos nutrientes através da analise de

componentes bioquimicos.
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Assim esta tese encontra-se estruturada em dois capitulos, que definem os seguintes

objectivos especificos:

Capitulo I - Serd dedicado ao estudo da relacdo da aneuploidia com a condicao
fisiologica e com o crescimento, na espécie R. decussatus. Neste capitulo serdo determinados
os niveis de aneuploidia de ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’ e
averiguada a existéncia de uma potencial relacdo entre aneuploidia e crescimento e condigdo
fisiologica. Esta sera caracterizada com base no indice de condicdo e componentes

bioquimicos.

Capitulo II - Sera dedicado a identificacdo dos cromossomas ausentes em cariotipos
aneuploides. Para tal serd efectuada a identificacdo dos cromossomas, através da aplicagao de
técnicas de marcagdo diferencial: a técnica de marcacdo por nitrato de prata para as regides
dos organizadores nucleolares e a de bandeamento por enzimas de restricdo. A identificagdo
dos cromossomas ausentes em caridtipos aneuploides sera essencial a fim de compreender

melhor este fendmeno.

Na presente dissertacdo, a norma utilizada para citagdes e referenciacao bibliografica
sera a Norma APA.
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1.1. Introducéao

Toda a espécie animal e vegetal tem um complemento cromosséomico caracteristico.
Os cromossomas para além do seu tamanho s3o caracterizados igualmente em funcdo da
posicdo do seu centromero. A sua organizacdo, de acordo com normas de classificagdo
internacionalmente acordadas quanto ao numero, tamanho, morfologia ¢ modelo de
bandeamento, constitui o caridtipo. A analise carioldgica tem um papel importante no estudo
de patologias, evolucdo, programas de melhoramento animal e vegetal (Malheiro & Porto,
1999). Nas células somaticas dos eucariontes 0s cromossomas ocorrem, na maioria dos casos,
aos pares, sendo um cromossoma de origem paterna e outro de origem materna. Cada
cromossoma de um par ¢ homologo ao outro, ou seja, apresenta 0 mesmo tamanho, a mesma
morfologia e os mesmos genes. Geralmente o nimero de cromossomas de uma espécie ¢
constante ¢ ¢ mantido durante os ciclos de divisdes. Apenas durante a meiose, quando se
formam os gametas, ocorre uma reducdo para metade do niimero cromossomico. Em
consequéncia os gametas sdo haploides, isto ¢, apresentam n cromossomas e as células

somaticas sdo diploides, ou seja, apresentam 2n cromossomas (Junqueira & Carneiro, 2000).

As alteragdes no caridtipo de uma espécie que envolvam mudangas no nimero de
cromossomas sao classificadas como aneuploidias ou euploidias. As euplodias dizem respeito
a alteracdo do complemento cromossdmico na sua totalidade, enquanto a aneuploidia diz
respeito a perdas ou ganhos de cromossomas individuais, relativamente ao ntimero diploide
normal.

O fendmeno da aneuploidia tem maioritariamente origem na ndo disjungdo ou no
atraso na ascensao anafasica, durante a mitose ou meiose (Martin & Rademaker, 1990),
podendo igualmente ter origem na divisdo centromérica prematura, PCD, isto €, a precoce
separagdo dos centromeros durante a prometafase/metafase do ciclo mitdtico (Major et al.,
1998). Estudos recentes realizados em plantas sugerem, igualmente, que existe também perda
cromossomica durante a interfase, envolvendo a expulsdo nuclear acompanhada pela
formagdo de micronticleos pos-mitoticos (Gernand et al., 2005).

Este fendmeno de aneuploidia é geralmente letal em animais superiores, como o0s
mamiferos, ou encontra-se associado, entre outros, a atrasos no crescimento e
desenvolvimento, porém os seus efeitos parecem ser menos nocivos em plantas ou animais
inferiores (Verma, 1990).
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Factores genéticos podem estar envolvidos neste fendmeno, visto que em humanos e
em algumas espécies de plantas, se pods em evidéncia a existéncia de genes responsaveis pela
ndo disjungdo cromossomica (Bond & Chandley, 1983). Em bivalves foram observadas
diferencas significativas nos niveis de aneuploidia em diferentes familias da ostra Crassostrea
gigas, com a mesma idade e peso e mantidas nas mesmas condigdes (Leitao et al., 2001),
sugerindo, de facto, a existéncia de bases genéticas envolvidas neste fenomeno. No entanto,
ha igualmente sugestdes de que factores endogenos relacionados com a idade, bem como
predisposic¢oes fisioldgicas, possam estar na origem do aparecimento de aneuploidias (Verma,
1990).

Outro factor que potencialmente afecta os niveis de aneuploidias ¢ o factor ambiental
(Ramirez et al., 1997). Em 1982, Dixon evidenciou a relagdo entre aneuploidia e poluigio,
descrevendo a presenca de 8% de embrides aneuploides no mexilhdo Mytilus edulis numa
zona ndo poluida e 26% de embrides aneuploides numa zona poluida. Mais recentemente, foi
observada uma correlagdo positiva entre os niveis de Atrazina, um herbicida muito usado na
agricultura, e a aneuploidia na ostra C. gigas (Bouilly et al., 2003). Foi demonstrado também
que a descendéncia dos individuos expostos a uma percentagem maior de herbicida, exibiam
um maior nivel de aneuploidia do que a descendéncia dos individuos expostos a uma
percentagem menor. Estes resultados demonstram a persisténcia ao longo do tempo do
impacto da Atrazina em C. gigas, dentro e entre geragdes diferentes. (Bouilly et al., 2004).

Uma correlagdo negativa entre o nivel de hipodiploidia somdtica e a taxa de
crescimento foi posta em evidéncia na espécie de ostra do Pacifico C. gigas. Ou seja, os
animais de grande tamanho apresentavam uma percentagem de aneuploidia inferior a
apresentada pelos animais de pequeno tamanho. (Thiriot-Quiévreux, 1986; Thiriot-Quiévreux
et al., 1988; Thiriot-Quiévreux et al., 1992; Leitdo et al., 2001). Noutro estudo mais recente,
foram realizados cruzamentos entre a ostra portuguesa C. angulata e a ostra japonesa C. gigas
a fim de se observar a relag@o entre a aneuploidia e a variabilidade no crescimento, ao nivel
individual nestas duas espécies ¢ também nos seus hibridos interespecificos. A sobrevivéncia
¢ a taxa de crescimento foram significativamente mais elevadas em C. gigas do que em C.
angulata, e os hibridos apresentaram performances intermédias. Foram observadas diferengas
significativas entre as duas espécies, quer na propor¢do de células aneuploides, quer nos
cromossomas ausentes, com a ostra C. angulata a apresentar os valores mais altos. Foram
igualmente observados valores intermédios a este nivel nos hibridos, confirmando assim a
existéncia de predisposicOes genéticas para estes parametros. Os resultados deste estudo
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também confirmaram a relagdo negativa entre aneuploidia e taxa de crescimento a um nivel
individual, em C. angulata e nos hibridos inter-especificos (Batista et al., 2007), como
previamente referido para C. gigas (Leitdo et al., 2001). No entanto, até agora nenhum estudo
sobre aneuploidia foi efectuado em R. decussatus. Os primeiros estudos de citogenética
efectuados nesta espécie referiram-se apenas a determinagdo do numero cromossomico
(Paterson review, 1969; Gerard, 1978), aferindo um numero diploide de 38 cromossomas.
Posteriormente, foi caracterizado o caridtipo, sendo este constituido por seis pares de
cromossomas metacéntricos, trés submetacéntricos e dez subtelocéntricos (Borsa & Thiriot-
Quiévreux, 1990). Deste modo, um bom conhecimento do fendmeno da aneuploidia e da sua

potencial relagdo com o crescimento revela-se assim essencial.

Esta possivel relacdo entre a aneuploidia e o crescimento, poder-se-a reflectir na
qualidade fisioldgica e na constituicdo bioquimica dos individuos, dado que os componentes
fisiologicos reguladores das diferengas no crescimento intraespecifico entre individuos que
vivem no mesmo ambiente, poderdo ser afectados por diferengas: na aquisi¢do de energia, ou
seja, no consumo de alimento e assimilagdo, na reparti¢ao de energia entre a manutencao do
organismo, crescimento, reproducdo e outras actividades que necessitem de energia, € no

custo metabolico do crescimento (Bayne, 1999).

A composi¢ao bioquimica dos bivalves depende do alimento disponivel, do estado de
desenvolvimento das gonadas e da actividade metabodlica do individuo (Ruiz et al., 1990). A
utilizagdo das reservas metabdlicas inicia-se preferencialmente com os hidratos de carbono,
sendo os agucares redutores livres mais rapidamente metabolizados e os polissacarideos os
acucares de reserva. O glicogénio ¢ o polissacarideo mais importante na reproducdao dos
bivalves (Benninger & Lucas, 1984). Este componente ¢ acumulado no musculo adutor e
posteriormente convertido em lipidos no processo de produgdo dos gametas (Robinson, 1992;
Massapina et al., 1999). De acordo com Gabbott (1976), os lipidos, especialmente os lipidos
neutros, representam uma importante reserva de energia por causa do seu elevado valor
caldrico e sdo fundamentalmente usados em condi¢des de stress cronico. Os fosfolipidos,
também designados por lipidos estruturais, sdo os lipidos mais importantes no processo de
crescimento dos bivalves, uma vez que cumprem um importante papel na formagdo das
membranas celulares. Os lipidos s3o utilizados também na gametogénese e na desova (Ruiz et
al., 1990). As proteinas, o principal componente bioquimico dos organismos, podem ser
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sujeitas a transformagdes metabolicas, contudo este componente ndo estd sujeito a processos
de acumulacdo como os lipidos e os hidratos de carbono. Assim o estudo da composi¢ao
bioquimica podera contribuir ndo s6é para um melhor conhecimento dos parametros
condicionantes do sucesso no crescimento, mas igualmente para uma caracterizacdo mais
eficiente da condi¢do e qualidade dos organismos (Ruiz et al., 1990). Paralelamente a
avaliacdo do indice de condi¢do permite uma apreciacdo sobre o estado fisiologico das
populagdes de bivalves e é reconhecido como um Ttil biomarcador (Mann, 1978; Bressan &

Marin, 1985; Fernandez Castro & Vido de Mattio, 1987).

Assim visando avaliar uma possivel relagdo entre os niveis de aneuploidia e
crescimento e condigdo fisiologica de R. decussatus foram estabelecidos os seguintes

objectivos especificos:

- Determinagdo dos niveis de aneuploidia de ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e
‘Slow-Growers’;

- Avaliagdo da condi¢do fisiologica dos trés grupos de individuos de R. decussatus
através da realizagdo do indice de condicao;

- Avaliagdo do valor energético dos bivalves através da andlise de diferentes
componentes bioquimicos.

- Averiguagdo da existéncia de uma potencial relagdao entre aneuploidia, crescimento

e condigdo fisiologica em R. decussatus.
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1.2. Material e Métodos

1.2.1. Procedimento Experimental

1.2.1.1. Selec¢ao dos individuos

Para a realizag@o dos ensaios foram utilizados juvenis de améijoa-boa, R. decussatus
produzidos na maternidade da Estacdo Experimental de Moluscicultura de Tavira, INRB/L-
IPIMAR. Os individuos resultaram de uma tunica postura de dez fémeas e oito machos
induzida em Junho de 2008, a um grupo de reprodutores provenientes da Ria de Aveiro, que
se encontrava a acondicionar na maternidade, constituindo assim uma sé ‘cohort’. Os juvenis
dessa ‘cohort’, foram separados em trés grupos e marcados de acordo com o comprimento da
concha, por ordem decrescente: 500 individuos foram designados por ‘Fast-Growers’ por
serem 0s que apresentaram um tamanho maior, 500 individuos denominados por ‘Medium-
Growers’ e um numero indeterminado de individuos, que por apresentarem um tamanho
muito reduzido foram designados por ‘Slow-Growers’. O numero indeterminado de
individuos ‘Slow-Growers’ deve-se ao facto dos exemplares possuirem dimensdes muito
reduzidas, como se pode observar na Figura 1.

A marcacao dos juvenis foi efectuada com cor verde, para os ‘Fast-Growers’ e cor
vermelha para os ‘Medium-Growers’. Os individuos ‘Slow-Growers’ ndo foram marcados
devido ao seu tamanho reduzido e maior nimero, o que evitava qualquer confusdo entre os

grupos.
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Figura 1- Exemplares de individuos da espécie de améijoa-boa, R. decussatus. (a) - ‘Fast-Growers’. (b) - ‘Slow-
Growers’.

1.2.1.2. Aclimatacgdo dos individuos e realiza¢cdo do ensaio

O processo de aclimatacdo dos individuos ¢ uma importante etapa, uma vez que
proporciona aos organismos as condigdes adequadas ao seu desenvolvimento, nomeadamente
em termos de temperatura, salinidade, pH e alimento. Em invertebrados marinhos, ao
contrario das culturas celulares de vertebrados que asseguram uma obtencdo regular de
mitoses, por norma o indice mitotico ¢ baixo, tornando a obtengdo de mitoses dependente da
condigdo do organismo, o que faz com que a observacdo microscopica exija grande
persisténcia. A aclimatacdo teve como principal objectivo o aumento das divisdes celulares,
para que apresentassem um bom indice mitético.

Assim, os juvenis constituintes dos trés grupos, devidamente identificados consoante
o comprimento, foram colocados num crivo com uma malhagem de 500um provido de ‘air-
lift’ para aerificar a agua, num tanque de 80l, com agua do mar filtrada a Sum, a uma
temperatura constante de 20°C e salinidade de cerca de 33%o. A renovagdo total de dgua foi
efectuada 3 vezes por semana (Figura 2).

O alimento foi constituido por uma mistura de algas, Skeletonema costatum,
Chaetoceros calcitrans ¢ Isochrysis galbana, em quantidade e qualidade suficiente para
satisfazer as necessidades nutricionais dos organismos. A quantidade didria de alimento foi
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dividida em trés porgdes fornecidas em trés alturas diferentes do dia, de forma a garantir a ndo

formacao de pseudo-fezes.

Figura 2- Manutengdo dos juvenis de R. decussatus em crivo com uma malhagem de 500 um provido de ‘air-lift’
para aerificar a 4gua, num tanque de 8OL.

1.2.1.3. Amostragem bioldgica

O ensaio decorreu por um periodo de 6 meses, com inicio em Novembro de 2008, e
no decurso deste, foram efectuadas amostragens em tempos distintos (T, T; e T2), com um
intervalo de cerca de trés meses entre cada amostragem. O T, corresponde ao dia zero, o T
corresponde ao dia 107 e o T, corresponde ao dia 199 de amostragem. Este intervalo de tempo
entre cada amostragem teve como objectivo estudar a evolucao da taxa de aneuploidia, indice
de condigdo e componentes bioquimicos dos individuos ao longo do tempo. Em cada
amostragem foram analisados cerca de 300 individuos, que foram separados consoante a sua

analise final, como ilustra o seguinte esquema:
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300 individuos por cada Tempo de amostragem: 100 Fast-Growers’, 100 ‘Medium-Growers’ ¢ 100°Slow-Growers’

7N

: o sy s ) Bioquimica e indice de
Citogenética, 90 individuos:
condi¢io, 210 individuos:

20 “Fast-Growers’

20 ‘Medium-Growers’ 80 ‘Faes(th(irowers ’
50 “Slow-Growers’ 80 “Medinm-Growers

50 ‘Slow-Growers’

7N

Bioquimica: indice de condiggo:
50 “Fast-Growers’ 30 *Fast-Growers’

50 ‘Medium-Growers’ 30 ‘Medium-Growers’
20 “Slow-Growers’ 30 “Slow-Growers’

1.2.2. Procedimento Analitico

1.2.2.1. Caracterizagdo do crescimento

O crescimento dos juvenis foi avaliado tendo por base dois pardmetros biométricos, o
comprimento maximo (Figura 3) e o peso vivo. Para avaliagdo do comprimento foi utilizada
uma craveira digital (Mitutoyo 500-311) com precisd@o a 0,0lmm e a determinagdo do peso

vivo foi efectuada com uma balanga (METTLER AJ100) de precisdo a 0,0001g.

Figura 3- Comprimento méaximo (C) (mm): Maior distancia no eixo antero-posterior.
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Para se conhecer em termos absolutos o crescimento total dos individuos, aplicou-se
o indice global de crescimento, em comprimento e peso (IcT), que é um indice cumulativo

(Rodiles, 2004).
indice global de crescimento em comprimento e peso:
IcT =[(Ln A;—Ln Ap) / t] x 100

Ln A;— Logaritmo neperiano do comprimento ou peso médio no tempo t;
Ln Ay . Logaritmo neperiano do comprimento ou peso médio no tempo 0;

t — Periodo de tempo em dias decorrido entre o inicio e o fim da amostragem.

1.2.2.2. Determinagdo do indice de condi¢do

O indice de condi¢ao foi determinado em amostras de 30 individuos de cada grupo,
‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’, recolhidos de modo aleatério em cada

amostragem, nos tempos Ty, T; e T,, e congelados.

Os individuos foram, previamente descongelados, levando a uma abertura das valvas
e, com o auxilio de uma pinga e de um bisturi foi separada a parte edivel da concha. A parte
edivel de cada individuo foi colocada em papel absorvente durante alguns minutos e
seguidamente foi determinado o peso humido da carne. O peso seco da carne e da respectiva
concha foi determinado apds secagem na estufa (ULE 600 Memmert), a 80°C, durante 24
horas. As pesagens foram efectuadas numa balanca digital (Mettler AJ100) de precisdo a

0,0001g.

O indice de condicao indica, de uma forma geral a condicao fisiologica dos bivalves

e foi expressa pela seguinte formula (Walne, 1976):

Peso seco da carne (mg)
X

IC= 100

Peso seco da concha (mg)
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1.2.2.3. Anadlise da composicao bioquimica e valor energético

Os individuos ‘Slow-Growers’ ndo permitiram uma avalia¢do individual, devido ao
seu baixo conteudo em carne, pelo que, por uma questdo de coeréncia, efectuou-se um
homogeneizado dos varios individuos, nos trés grupos. Foi assim determinada a composi¢ao
bioquimica média, em vez da individual.

As varias amostras de 50 individuos ‘Fast-Growers’, 50 ‘Medium-Growers’ ¢ 20
‘Slow-Growers’ dos trés diferentes tempos, Ty, T; e T, foram devidamente etiquetadas e
congeladas a -18°C para posterior analise dos teores em proteinas, hidratos de carbono,
acucares redutores livres, polissacarideos, lipidos totais, lipidos neutros e fosfolipidos.
Previamente a sua andlise bioquimica, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas
num homogeneizador de tecidos Ultra-Turrax T25, a fim de se obter uma pasta.
Posteriormente todas as amostras foram liofilizadas (Savant) e trituradas com o auxilio de um

almofariz.

Procedeu-se ao fraccionamento do liofilizado segundo o procedimento proposto por

Holland & Gabbott (1971), modificado, posteriormente por Holland & Hannant (1973).

1.2.2.3.1. Fraccionamento das amostras

Iniciou-se o processo de fraccionamento utilizando amostras de 1 a 2mg de material
bioldgico, previamente liofilizado, ao qual se adicionaram 500ul de agua destilada. De forma
a obter a ruptura dos tecidos, as amostras foram submetidas a um tratamento de ultra-sons a
frio (4°C) mediante um aparelho de ultra-sons, Vibracell Sonics & Materials. Este tratamento
consistiu na aplicagdo de impulsos de 20 watts de poténcia durante trés intervalos de 10
segundos evitando deste modo, o aquecimento e a consequente degradacdo dos tecidos. Apos
a homogeneizacao das amostras, retiraram-se duas sub-amostras de 200ul para dois tubos de

ensaio, os quais sofreram diferentes esquemas de extrac¢ao.

1.2.2.3.2. Extrac¢ao das amostras

Hidratos de Carbono, Acucares Redutores Livres e Proteinas. Partindo de uma amostra

inicial de 200pl, adicionou-se 100pul de acido tricloroacético (TCA) 15% (P/V) frio e agitou-
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se durante 5 minutos. De seguida, arrefeceu-se a amostra a 4°C durante 10 minutos e
centrifugou-se a 2500rpm, também durante 10 minutos. Apos a centrifugagdo, recolheu-se o
sobrenadante e lavou-se o precipitado com 200ul de TCA 5% (P/V). Por fim, centrifugou-se
novamente a 2500rpm durante 10 minutos e misturou-se o lavado com o sobrenadante. Este

processo permite precipitar as proteinas, separando-as dos outros componentes bioquimicos.

Sobrenadante. Para a extrac¢do dos hidratos de carbono e dos agucares redutores livres,
retiraram-se duplicados de 100ul do sobrenadante, aos quais se adicionaram 20ul de acido
cloridrico (HCI) 6N. Seguidamente, para os hidratos de carbono, aqueceram-se as amostras
durante duas horas a 95°C na estufa. No final das duas horas, arrefeceram-se as amostras em
banho de gelo. Os agtcares redutores livres ndo sofreram este aquecimento. Posteriormente,
adicionaram-se 20ul de hidroxido de s6dio (NaOH) 6N e 60ul de TCA 5% as amostras, para a

determinagdo de ambos os pardmetros.

Precipitado. A extracgdo das proteinas foi efectuada no material insolivel em TCA, ao qual
se adicionou 500ul de NaOH 1IN, para a sua dissolucdo através do aquecimento a 56°C

durante 30 minutos. Posteriormente procedeu-se a determinacao das proteinas.

Lipidos. Partindo de uma amostra inicial de 200ul, adicionaram-se 250ul de cloroférmio e
500ul de metanol. Depois de agitadas durante 1 minuto, as amostras foram a arrefecer a 4°C
durante 10 minutos. Centrifugaram-se a 2500rpm durante 10 minutos e recolheu-se o

sobrenadante.

Ao sobrenadante adicionaram-se 250ul de cloroféormio, 250ul de 4gua destilada e
agitou-se durante 1 minuto. De seguida, eliminou-se a fase superior e secou-se a fase inferior
a 100°C durante 15 minutos, ap6s a centrifugag@o a 2500 rpm durante 10 minutos. Finalmente
adicionaram-se 500ul de cloroférmio ao residuo lipidico. Posteriormente seguiu-se a

extraccao dos lipidos neutros e a determinagao dos lipidos totais.

A partir de 350ul dos lipidos totais, adicionou-se a cada uma das amostras, 500ul de
cloroféormio e 10mg de &cido silicio activado, pelo menos 2h a 120°C. Seguidamente,

colocaram-se as amostras a 4°C durante 15 minutos, durante os quais estas foram agitadas 3
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vezes. Centrifugaram-se a 2500rpm durante 10 minutos e recolheu-se o sobrenadante.

Posteriormente seguiu-se a determinac¢ao dos lipidos neutros.

1.2.2.3.3. Determinacao dos componentes bioquimicos

Proteinas. Para a determinagdo das proteinas foi utilizado um método modificado de Lowry,
Rosenbrough, Farr & Randall, (1951).

Para a quantificacdo das proteinas foram utilizados os reagentes, cuja composicao se
apresenta de seguida:
Reagente I — 25ml de NaOH 0.8N + 18ml de reagente A + 2ml de reagente B.
Reagente A — 0.2g de disodium tartrate + 10g de carbonato de sédio + 69ml de NaOH 0.8N e
perfazer a 100ml com 4gua destilada.
Reagente B — 2g de disodium tartrate + 1g de sulfato de cobre + 12.5ml de NaOH 0.8N e
perfazer a 100 ml com agua destilada.

Reagente C — reagente de Folin: dgua destilada (1:2).

Partindo de duas subamostras de 50ul de proteinas, adicionaram-se 450ul de
reagente I e 300ul de reagente C. Agitaram-se e foram adicionados mais 300ul de reagente C.
Apos terem sido agitadas novamente, as amostras foram a incubar durante 45 minutos no
escuro. A absorvancia mediu-se contra o branco a 750nm num espectrofotoémetro Thermo
Electron 8USA9 Genesys 6, em ‘cuvettes’ de 10mm. Utilizou-se seroalbumina bovina para a

elaboragdo das rectas de calibragdo.

Hidratos de carbono e aclcares redutores livres. Na determinac¢do dos hidratos de carbono e
dos agucares redutores livres, utilizou-se uma modificagdo do método Folin & Malmros,
(1929). Adicionaram-se 500ul de NaOH 0.625% (P/V) e 100ul de ferricianeto de potéssio
0.2% (P/V). De seguida, adicionaram-se 200ul de reagente carbonato/cianeto (500ul de
carbonato de sodio a 16% + 30ul de cianeto de potéssio a 5%; perfazer a 10ml com agua
destilada). As amostras foram aquecidas durante 15 minutos a 95°C e depois arrefecidas.
Apo6s o arrefecimento das amostras, adicionou-se 500ul de agua destilada. As absorvancias
foram medidas contra o branco a 420nm num espectrofotdmetro, em ‘cuvettes’ de 10mm.

Utilizou-se glicose como padrdo para a elaboragdo das rectas de calibragao.
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Polissacarideos. Os niveis de polissacarideos foram calculados pela diferenca entre os

hidratos de carbono e os agucares redutores livres.

Lipidos totais e lipidos neutros. Os lipidos foram determinados pelo método de Marsh &
Weinstein, (1966). As amostras foram colocadas na estufa durante 15 minutos a 100°C para
evaporar o solvente (cloroférmio). Adicionaram-se 500ul de &cido sulfurico (H»S0.),
agitaram-se os tubos e aqueceram-se a 200°C durante 30 minutos. Ap6s o arrefecimento foi
adicionado 1,5ml de agua destilada e agitaram-se novamente. Quando as amostras
arrefeceram foram determinadas as respectivas absorvancias contra o branco a 375nm, num
espectrofotometro, em cuvettes de 10mm. Utilizou-se tripalmitina como padrdo para a

elaboragdo das rectas de calibragdo.

Fosfolipidos. O contetido em fosfolipidos foi calculado pela diferenga entre os lipidos totais e

os lipidos neutros.

Matéria organica. A matéria organica foi calculada pela soma das proteinas, lipidos totais ¢

hidratos de carbono.

Os resultados relativos as proteinas, lipidos totais e hidratos de carbono encontram-se
expressos em percentagem de matéria organica. Os aclcares redutores livre e os
polissacarideos encontram-se expressos em percentagem de hidratos de carbono e os lipidos

neutros e os fosfolipidos em percentagem de lipidos totais.

Os factores de conversdao em energia para os lipidos, hidratos de carbono e proteinas

foram 35.24, 17.16 e 18.00 KJ g'l, respectivamente (Beukema & De Bruin, 1979).
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1.2.2.4. Obteng¢ado das preparagdes cromossomicas

Os esfregacos cromossomicos obtiveram-se mediante a técnica de suspensao celular

de Thiriot-Quiévreux & Ayraud (1982), que tem por base as seguintes etapas:

Bloqueio das mitoses em metafase

A colquicina ¢ um alcalodide, que impede a formagao do fuso acromatico, ligando-se
aos dimeros da tubulina, resultando assim na formacdo de um complexo tubulina-colquicina,
induzindo a despolimerizagdo dos microtubulos. Esta interferéncia provoca o bloqueio
temporario da divisdo celular e acumulacdo de células em estado de metafase, antes da
separacdo das cromatides-irmas. Pelo que, este ¢ o estado que melhor permite a visualizagao
dos cromossomas, devido, igualmente, a um aumento da condensagdo dos mesmos (Figura 4).

Deste modo, visando o bloqueio das mitoses em metafase, os juvenis de améijoa-boa,
em cada amostragem, foram colocados num pequeno aquario com agua do mar aerificada
juntamente com uma solu¢do de colquicina a 0,005%, durante a noite, por um periodo de
cerca de oito horas. A fim de incentivar os organismos a filtrar a solu¢do de colquicina, foi
adicionada uma porg¢do de alimento constituido pela microalga I. galbana. Apds este periodo

os individuos foram dissecados e retiraram-se as branquias. (Figura 5)

Figura 4- Imagem exemplificativa do efeito da colquicina, em que se induz o bloqueio temporario da
divisdo celular e acumulag@o de células em estado de metafase. a) Imagem dos cromossomas, e
m metafase. b) Separagdo das cromatides-irmas em anafase. (Cooper, 2000)
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Figura 5- Dissecagéo e extrac¢do das branquias de um individuo da espécie R. decussatus.

Choque hipotonico

O tratamento com uma solucdo hipotonica tem por finalidade provocar a turgidez das
células e uma boa dispersdo dos cromossomas. Assim, ap6s a dissecagdo das branquias, estas

foram colocadas numa solug¢ao de citrato de sodio a 0,9%, durante 40 minutos.

Fixagao

A fixacdo tem como fung¢do a conservagao de todas as estruturas da célula.

As branquias foram fixadas numa solucao de trés volumes de etanol para um volume
de acido acético, sendo realizados trés banhos sucessivos de 20 minutos cada.

A solugdo fixadora foi preparada no momento da sua utilizagdo e mantida a uma

temperatura de aproximadamente 4°C.

Execuc¢ao das laminas

A totalidade da branquia, ou a sua por¢ao segundo o tamanho, foi colocada numa
lamina escavada com agua acidificada, constituida por, d4gua destilada e 4cido acético, na

propor¢ao de 1:1, durante alguns instantes, facilitando a libertacdo celular com o auxilio de
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pingas. A suspensdo celular obtida foi aspirada com uma pipeta Pasteur, sendo depois
libertada a uma altura de 30cm, sobre uma lamina colocada numa placa de aquecimento,

previamente aquecida a 44°C (Figura 6). O liquido foi re-aspirado, levando a formagdo de

= |

duas auréolas.

Figura 6- Execugfo das laminas segundo a técnica de suspenséo celular de Thiriot-Quiévreux & Ayraud (1982).

Coloragao

A coloragdo com o corante Giemsa ¢ a mais utilizada para a obtengdo de caridtipos
standard, uma vez que permite uma boa observacdo da morfologia dos cromossomas. As
preparagdes cromossomicas foram coradas com uma solu¢ao Giemsa composta por 4 ml do
corante juntamente com 4 ml de tampao fosfato (pH 6,8) e 92 ml de dgua destilada, durante

cerca de 20 minutos, deixando-se secar ao ar.

1.2.2.5. Observacao das laminas e microfotografias

Procedeu-se a observacao das laminas num microscopio 6ptico Nikon Eclipse 801
com camara de aquisi¢do de imagem incorporada Nikon DS-Fil (Figura 7). As metafases
aparentemente intactas e bem espalhadas foram seleccionadas e fotografadas. Posteriormente
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as imagens foram tratadas na sua totalidade, no ‘software’ Adobe Photoshop 6.0, para uma

melhor visualizagdo e contagem dos cromossomas.

| /

Figura 7- Observacdo das laminas ao microscopio optico com cdmara de aquisi¢do de imagem incorporada.

1.2.2.6. Determinacdo da taxa de aneuploidia

A determinacdo da taxa de aneuploidia foi efectuada através do numero total de
metafases aneuploides, sobre o numero total de metafases contadas por animal. A média
ponderada de cada animal deu-nos a percentagem final de aneuploidia para cada grupo de
individuos, ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’, ao longo do tempo. Neste
estudo a contagem cromossdmica de todos os individuos e nas varias amostragens, foi sempre
efectuada pelo mesmo observador, de modo a eliminar a subjectividade inerente a diferentes
observadores, na futura interpretacdo dos resultados. Foram consideradas aneuploides as
células que apresentam 2n=34, 35, 36 ou 37. Relembra-se que o nimero dipldide desta

espécie ¢ 2n=38.
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1.2.3. Tratamento estatistico

No sentido de identificar os individuos que, pelo seu comprimento ndo se
enquadravam no grupo primeiramente inserido, foi realizado o reconhecimento dos ‘outliers’,
ou individuos contaminantes. Para tal foi usado o ‘software’ Microsoft Office Excel 2007
através de um grafico de Boxplot, partindo das estatisticas para o conjunto de dados: 1°
quartil, minimo, mediana, maximo e 3° quartil, sendo que, os valores de comprimento do
grupo inferior que ultrapassaram o 1° quartil do grupo superior foram repostos neste e os
valores do grupo superior que ultrapassaram o 3° quartil do grupo inferior foram repostos

igualmente neste ultimo.

A comparacdo entre médias dos varios grupos e das diferentes datas de amostragem,
para os parametros estudados, foi efectuada através de andlise de varidncia (ANOVA) e do
teste de Kruskal-Wallis. As diferengas significativas foram verificadas para um nivel de
significancia de 5%.

Nos dados expressos em percentagem a comparagdo estatistica foi efectuada apds a

transformagéo arcoseno \V (Snedcor & Cochran, 1980).

A analise de variancia ANOVA foi utilizada ap6s verificagao dos seus pressupostos:
- Homogeneidade de variancias através do teste de Cochran (Winer et al., 1991);
- Normalidade através do teste Kolmogorov-Smirnov.

Os resultados significativamente diferentes foram sujeitos ao teste de comparagdes

multiplas de Tukey.

Sempre que os pressupostos para a aplicacdo da ANOVA nao se verificaram,
procedeu-se a transformacao dos dados para a estabilizagdo das variancias e normalidade.

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado sempre que a transformagao
ndo permitiu normalizar os dados. Os resultados significativamente diferentes foram sujeitos
ao teste nao paramétrico de comparagdes multiplas de Dunn’s (Zar, 1984). O ‘software’ usado
para o tratamento estatistico referido foi o Sigma-Stat” para o Windows (Jandel, 1994).

No sentido de avaliar a relagdo entre os pardmetros estudados, foi realizado um teste

de Analise em Componentes Principais, ACP, através do programa MATLAB® ‘The
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language of technical computing’, versdo 7.1, 2005. A ACP, ¢ um dos métodos estatisticos
mais usados quando se pretendem analisar dados multivariados. Ela permite transformar um
conjunto de varidveis originais, intercorrelacionadas, num novo conjunto de varidveis nao
correlacionadas, as componentes principais. O objectivo mais imediato da ACP ¢ verificar se
existe um pequeno nimero das primeiras componentes principais que seja responsavel por
explicar uma propor¢ao elevada da variagao total associada ao conjunto original.

Por ultimo, ¢ também com o objectivo de avaliar a relagdo entre os parametros
estudados, foi realizado o coeficiente de correlagdo paramétrico de Pearson. Admitindo-se
uma distribuicdo normal e no caso da dependéncia entre pardmetros, o coeficiente de
correlagdo ¢ uma medida da intensidade da liga¢do entre duas varidveis, mais propriamente,
da aproximagdo de uma relacdo linear. Deste modo, calcularam-se os coeficientes de
correlagdo entre os diferentes parametros e determinaram-se os niveis de significancia das
relacdes encontradas, através de uma tabela de coeficiente de correlacao.

Sendo um dos principais objectivos deste trabalho, encontrar relagdes significativas
entre os varios parametros estudados, das relagdes encontradas, as que apresentaram ligagao
com um intervalo de confianca superior a 95% (p<0,05) e revelaram interesse bioldgico,
foram representadas sobre o modelo estatistico de regressao linear.

Ao contrario da correlagdo, onde existe simetria, a relacdo linear ¢ um modelo
estatistico que tem como objectivo quantificar a relacdo algébrica, apresentada pela equacao
da recta de regressdao, de uma quantidade y em funcdo de uma quantidade x. Quando esta
relacdo entre parametros ndo apresenta uma influéncia importante, a recta de regressdo de y

em X apresenta-se paralela ao eixo do xx (Schwartz, 1984).
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1.3. Resultados

1.3.1. Crescimento

O crescimento médio em comprimento e peso dos trés grupos de juvenis de améijoa-
boa encontra-se representado nas Figuras 8 e 9. De um modo geral, registou-se um aumento
do tamanho em comprimento e peso, durante o periodo experimental, excepto nos ‘Slow-
Growers’ entre Ty, 107° dia de cultura e T,, 199° dia de cultura, facto que € corroborado pelas
taxas de crescimento em comprimento e peso que se encontram representadas na Tabela I. O
crescimento em comprimento e peso apresentou diferencas significativas entre os grupos de
individuos estudados (p<=0,001) e diferencas significativas entre datas de amostragem

(p<=0,001).
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Figura 8- Variagdo dos valores médios (o) do comprimento (mm) dos
trés grupos de juvenis de R. decussatus, ao longo do periodo
experimental.
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Figura 9- Variagdo dos valores médios (+c) do peso (g) dos trés
grupos de juvenis de R. decussatus, ao longo do periodo

experimental.
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Tabela I- indice Global de Crescimento em comprimento e peso dos trés grupos de juvenis de R. decussatus, ao
longo do periodo experimental.

Indice Global de Crescimento

(IcT)
Comprimento Peso
‘Fast-Growers’ 0,35 1,05
‘Medium-Growers’ 0,35 1,14
‘Slow-Growers’ 0,10 0,63

1.3.2. indice de Condigdo

A variagdo do indice de condicdo ao longo do periodo experimental encontra-se

apresentada na Figura 10.

indice de condigio

0 107 199

M Fast growers
O Medium growers

O Slow growers

11,86783937
10,10425354
7,927854439

11,3172927
10,01993368
7,06451201

11,590293
9,806707091

Dias de Cultura

Figura 10- Variagdo dos valores médios (+c) do indice de condigdo dos trés grupos de juvenis de R. decussatus,

ao longo do periodo experimental.

A andlise da Figura 10 evidencia a existéncia de diferengas significativas entre
grupos (p<0,001), ou seja, entre ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’,
contudo as diferencas ao longo do tempo foram menos relevantes. No entanto, e relativamente
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aos ‘Fast-Growers’ a maior variagao ocorreu entre Ty (11,87 £ 1,345) e T; (11,32 £ 0,69), ndo
se verificando uma alteragdo notavel entre Ty e T, (11,59 + 1,76) e entre T; e T,. No que se
refere aos ‘Medium-Growers’ os valores de indice de condi¢do apresentaram-se praticamente
constantes ao longo do tempo, com os valores médios a variarem entre 9,81£1,47 e
10,10+1,38. Em relagdo aos ‘Slow-Growers’ registou-se um pequeno decréscimo entre Ty
(7,93£1,04) e T, (7,06+1,62). Infelizmente ndo nos foi permitido tirar nenhuma conclusdo em
relacdo ao T,, visto ndo ter sido possivel avaliar o indice de condicdo neste grupo. A
justificacdo para este facto ¢ o elevado nivel de mortalidade que os ‘Slow-Growers’ sofreram

entre T; e T,, 0 que impediu a obtencdo de individuos para a andlise deste parametro.

1.3.3. Composi¢ao Bioquimica

Os resultados das percentagens de proteinas, hidratos de carbono e lipidos totais em
relacdo ao total de matéria organica encontram-se representados na Figura 11.

Proteinas, Hidratos de Carbono e Lipidos Totais
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Figura 11- Variacdo média (o) dos valores percentuais de proteinas, hidratos de carbono e lipidos totais dos
juvenis de améijoa-boa R. decussatus em relag@o ao total de matéria orgénica.

A andlise da figura mostra que a percentagem de proteinas em relacdo ao total da
matéria organica aumentou ao longo do periodo experimental, em todos os grupos, sendo os
‘Slow-Growers’, o grupo que apresentou uma maior variagao.

As proteinas variaram entre 51,96 + 3,11, 54,17 + 1,41 e 51,68 + 4,65 % de matéria
organica no Ty e 57,90 + 2,06, 57,68 + 5,20 e 60,70 + 4,73 % de matéria organica no T, nos
‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’, respectivamente. Nao se verificou a

existéncia de diferencas significativas entre grupos (p=0,259), apenas foram registadas
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diferencas entre os tempos T, e Ty, € T2 e T; (p<0,05), sem que houvesse interac¢do entre os
grupos e o tempo (p=0,448).

Em relagdo aos hidratos de carbono, verificou-se um ligeiro decréscimo ao longo do
periodo experimental, em todos os grupos, excepto nos ‘Slow-Growers’, onde se verificou um
ligeiro aumento entre To e T; seguido de um decréscimo no T,. Nos ‘Fast-Growers’, a
percentagem de hidratos de carbono em relagdo a matéria organica variou entre 24,17 + 2,37
no T, € 26,35 £ 2,73 no Ty. Nos ‘Medium-Growers’ a amplitude de variagado foi entre 24,93 +
2,23 no Ty e 27,64 + 3,57 % de matéria organica no Ty. Finalmente nos ‘Slow-Growers’, os
valores encontram-se entre 21,27 + 1,91 no T, e 27,48 £+ 2,59 % de matéria organica no Tj.
Estatisticamente, apenas foram encontradas diferengas significativas entre os tempos: T
difere de T; e de Ty (p<0,05), sem que houvesse interac¢do entre os grupos € o tempo
(p=0,094).

Relativamente aos lipidos totais, nos ‘Fast-Growers’, os valores percentuais em
relacdo a matéria organica encontraram-se entre 18,21 + 3,05 no T, e 21,13 + 3,31 no T;. Nos
‘Medium growers’, a amplitude de valores encontram-se entre 15,25 + 0,95 no T, e 18,22 +
3,48 % de matéria organica no Ty. Finalmente nos ‘Slow-Growers’, os valores variaram entre
15,01 = 1,97 no T; e 20,43 + 1,70 % de matéria organica no T,. Estatisticamente, foram
encontradas diferencas significativas entre grupos (p=0,014), sendo os ‘Fast-Growers’
estatisticamente diferentes dos ‘Medium-Growers’ e dos ‘Slow-Growers’ (p<0,05) e entre
tempos de amostragem (p<0,05), com Ty a diferir de T, (p<0,05). Contudo as diferencas entre
grupos ndo dependem do tempo, pois ndo hd uma interac¢do estatisticamente significativa

entre eles (p=0,282).
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A variagdo da percentagem de lipidos neutros e fosfolipidos em relacdio a

percentagem de lipidos totais encontra-se representada na Figura 12.

Lipidos Neutros e Fosfolipidos
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T 80 T 80
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B Medium growers | 66,7890 63,1181 59,9525 E Medium growers | 33,2110 36,8819 40,0475
@ Slow growers 66,7624 68,7231 73,9466 | @ Slow growers 27,3615 31,2769 26,0534
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Figura 12- Variagdo média (+c) dos valores percentuais de lipidos neutros e fosfolipidos dos juvenis de
améijoa-boa R. decussatus em relagdo ao contetido em lipidos totais.

Os lipidos neutros decresceram ao longo do tempo para os Fast-Growers’ e
‘Medium-Growers’ variando entre 49,60 + 16,15 ¢ 59,95 + 3,56 no T, € 59,51 + 7,03 ¢ 66,79
+ 15,04% de lipidos totais no Ty, respectivamente. Inversamente, os ‘Slow-Growers’
apresentaram os valores percentuais mais baixos de lipidos neutros no Ty (66,76 + 13,62% de
lipidos totais) e os mais elevados, no T, (73,95 + 16,06% de lipidos totais). Contudo, no caso
dos lipidos neutros, estatisticamente, ndo se registaram diferengas significativas entre grupos
(p=0,069) nem entre tempos (p=0,898), ndo ocorrendo também nenhuma interac¢do entre os
dois parametros (p=0,771).

Relativamente aos fosfolipidos, este parametro teve um comportamento inverso aos
verificados nos lipidos neutros para os grupos Fast-Growers’ e ‘Medium-Growers’,
aumentando ao longo do periodo experimental; os valores percentuais minimos foram
registados no Ty (40,48 = 7,03 e 33,21 + 15,04 % de lipidos totais, respectivamente) e os
maximos no T, (50,39 = 16,15 e 40,05 £ 3,56 % de lipidos totais, respectivamente). O mesmo
ndo aconteceu com os ‘Slow-Growers’, cujas percentagens encontram-se entre 26,05 + 16,06
no T, e 31,28 + 4,63% de lipidos totais no T;. No caso dos fosfolipidos ndo existiram
igualmente diferengas significativas entre grupos (p=0,069) nem entre tempos (p=0,898), nao

ocorrendo também nenhuma interac¢do entre os dois parametros (p=0,771).
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E de realgar que a relagio entre lipidos neutros e fosfolipidos foi diferente entre os
grupos. Nos ‘Fast-Growers’ a diferenca entre estes dois componentes foi menor do que nos
‘Medium-Growers’ e do que nos ‘Slow-Growers’. Os lipidos neutros estavam quase sempre
em maior quantidade do que os fosfolipidos, a excep¢ao dos ‘Fast-Growers’ no T,, onde se
observou um ligeiro aumento dos fosfolipidos, 50,39 + 16,15 % dos lipidos totais em relagao

aos lipidos neutros (49,60 + 16,15 % dos lipidos totais).

A variagdo da percentagem de agucares redutores livres e polissacarideos em relagao

ao total de hidratos de carbono encontra-se representado na Figura 13.

AgUcares Redutores Livres e Polissacarideos
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Figura 13- Variagcdo média (+c) dos valores percentuais de acucares redutores livres e polissacarideos dos juvenis de
améijoa-boa R. decussatus em relag¢do ao contetido em hidratos de carbono.

Os agucares redutores livres dos ‘Fast-Growers’ ¢ dos ‘Medium-Growers’ variaram
da mesma forma ao longo do periodo experimental, distinguindo-se dos ‘Slow-Growers’. Nos
‘Fast-Growers’, a percentagem de aglicares redutores livres relativamente ao total de hidratos
de carbono variou entre 52,47 £ 5,43 no T, € 69,03 + 9,20% de hidratos carbono no T; € nos
‘Medium-Growers’, entre 56,65 £ 10,02 no T, e¢ 71,26 + 6,39% de hidratos carbono no T;.
Nos ‘Slow-Growers’, os agtcares redutores livres variaram entre 53,12 £ 6,61% no T, ¢ 61,11
+ 16,85% de hidratos de carbono no Ty. No entanto, ndo se observaram diferencas
significativas entre grupos (p=0,148), porém foram registadas diferengas entre os tempos T, e
T, (p<0,05) e uma interaccdo estatisticamente significativa entre eles (p<0,05). Dentro dos

‘Fast-Growers’ e dos ‘Medium-Growers’ detectaram-se diferencas entre T, e T, (p<0,05), ao
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contrario do que sucedeu nos ‘Slow-Growers’ onde ndo se detectaram diferengas entre
tempos.

Os polissacarideos, apresentaram uma variagdo inversa aos agucares redutores livres,
ao longo do periodo experimental, sendo que, também neste componente bioquimico, os
‘Fast-Growers’ e os ‘Medium-Growers’ apresentaram o mesmo padrdo, distinguindo-se dos
‘Slow-Growers’. Nos ‘Fast-Growers’, os valores percentuais variaram entre 30,96 + 9,20 no
T, e 47,52 + 5,43% de hidratos carbono no T,, nos ‘Medium-Growers’, o range de variagao
foi entre 28,74 + 6,39 no T; e 43,35 £ 10,02% de hidratos carbono no T, e, finalmente nos
‘Slow-Growers’, os valores percentuais variaram entre 38,88 + 16,85 no Ty e 46,88 + 6,61%
de hidratos carbono no T;. A semelhanga do que ocorreu com os agucares redutores livres,
ndo foram registadas diferengas significativas entre grupos (p=0,148), porém foram registadas
diferencas entre os tempos T, e T; (p<0,05) e uma interac¢ao estatisticamente significativa
entre eles (p=0,039). Dentro dos ‘Fast-Growers’ e dos ‘Medium-Growers’ detectaram-se
diferencas entre T; e T, (p<0,05), ao contrario do que sucedeu nos ‘Slow-Growers’ onde nao

se detectaram diferencas significativas entre tempos.

43

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Joana Sousa — Estudo da potencial relagdo da aneuploidia com a condig@o fisiologica e o crescimento na
améijoa-boa Ruditapes decussatus

O resultado da energia total para os diferentes grupos, ao longo do tempo, encontra-

se representado na Figura 14.
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Figura 14- Variagdo média (+c) da energia total (KJ.g") dos juvenis de améijoa-boa R. decussatus.

O contetido energético total manteve-se praticamente constante ao longo do periodo
experimental. Nos ‘Fast-Growers’, os valores registados variaram entre 8,39 + 0,30 no T e
991 +£ 0,62 KJ .g'1 no T,. Nos ‘Medium-Growers’, os valores de energia oscilaram entre 9,09
+0,80n0T; e 10,19+ 0,93 KJ .g'1 no T,, enquanto nos ‘Slow-Growers’, variaram entre 9,21 +
0,62 no T, e 10,50 + 0,54 KJ.g" no Ty. Apesar de ndo se terem registado diferencas
significativas, quer entre grupos quer entre tempos de amostragem, observou-se a existéncia
de uma interacgdo estatisticamente significativa entre eles (p=0,028), sendo essa interac¢ao

registada entre T; e T,, nos ‘Fast-Growers’ (p<0,05).
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1.3.4. Aneuploidia

A contagem das varias metafases observadas permitiu a confirma¢do do nimero
diploide 2n=38 previamente estabelecido para esta espécie (Paterson review, 1969; Gerard,
1978). Foi encontrado, no entanto, um grande nimero de metafases aneuploides.

Na Figura 15 encontram-se varios exemplos de metafases de R. decussatus, com um

numero cromossomico diverso, desde 2n=38 a 2n=34.

Figura 15- Exemplos de metafases de R. decussatus. A- 2n=38; B- 2n=37; C- 2n=36; D- 2n=35; E- 2n=34. Barra
de escala = Spum.

As tabelas abaixo apresentadas, contém as medigdes biométricas e as percentagens
médias finais dos resultados da estimagdo da taxa de aneuploidia efectuada nos trés diferentes
grupos de individuos, para cada tempo distinto, Ty, T; e T».

Estes resultados foram obtidos a partir da determina¢do em cerca de 20 individuos

‘Fast-Growers’, 20 individuos ‘Medium-Growers’ ¢ 50 individuos ‘Slow-Growers’,
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implicando a observagdo e ‘screening’ de 413 preparacdes microscopicas com um total de

1763 metafases analisadas (Tabelas A.I, A.Il e A.III- Apéndice).

Tabela II- Medi¢des biométricas e percentagens finais de aneuploidia dos individuos ‘Fast-Growers’, ‘Medium-
Growers’ ¢ ‘Slow-Growers’ em T,,.

Grupo Peso médio (g) | Comprimento médio (mm) | % Aneuploidia
‘Fast-Growers’ 0,16 9,57 19,69
‘Medium-Growers’ 0,05 6,58 42,56
‘Slow-Growers’ 0,01 3,36 78,69

Tabela III- Medigdes biométricas e percentagens finais de aneuploidia dos individuos ‘Fast-Growers’, ‘Medium-

Growers’ e ‘Slow-Growers’ em T;.

Grupo Peso médio (g) | Comprimento médio (mm) | % Aneuploidia
‘Fast-Growers’ 1,12 17,55 18,71
‘Medium-Growers’ 0,36 11,53 31,25
‘Slow-Growers’ 0,05 5,70 56,14

Tabela IV- Medig¢des biométricas e percentagens finais de aneuploidia dos individuos ‘Fast-Growers’, ‘Medium-

Growers’ e ‘Slow-Growers’ em T»,.

Grupo Peso médio (g) | Comprimento médio (mm) | % Aneuploidia
‘Fast-Growers’ 1,34 18,32 20,60
‘Medium-Growers’ 0,54 13,05 37,5
‘Slow-Growers’ 0,03 4,27 41,38

As médias finais da taxa de aneuploidia no tempo T foram de 19,69%, 42,56% e de
78,69% para os ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’, respectivamente. Em
T, foram de 18,71%, 31,25% e de 56,14% para os ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ e

‘Slow-Growers’, respectivamente. Finalmente, em T, foram de 20,60% para os ‘Fast-
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Growers’, 37,5% para os ‘Medium-Growers’ e de 41,38% para os ‘Slow-Growers’. Verificou-
se entdo que a percentagem de aneuploidia foi sempre substancialmente maior nos individuos

que apresentaram o menor crescimento, ao longo de todo o periodo experimental.

Verificou-se que, no geral, existiam diferengas significativas entre grupos (p<0,001),
confirmando-se de seguida que existiam diferengas significativas entre todos, ‘Fast-Growers’,
‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’ (p<0,05).

Posteriormente, observou-se que, no geral, em relagdo ao tempo, ndo existiram
diferengas significativas (p=0,091) entre a taxa da aneuploidia.

Em cada grupo de individuos, verificou-se que tanto para os ‘Fast-Growers’
(p=0,975), como para os ‘Medium-Growers’ (p=0,204) ndo se observaram diferencas
significativas ao longo do tempo. Em relagdo aos ‘Slow-Growers’, observaram-se diferencas
ao longo do tempo (p=0,005) sendo o Ty e o T, (p<0,05) significativamente diferentes.

Em cada tempo de amostragem, verificou-se que tanto para o Ty, como para o T}
existem diferencgas significativas entre grupos. Estas diferencgas foram detectadas entre ‘Slow-
Growers’ e ‘Fast-Growers’ e entre ‘Slow-Growers’ e ‘Medium-Growers’ (p<0,05) para
ambos os tempos. Em relagdo ao T, verificou-se que ndo existiam diferengas significativas

entre grupos (p=0,191).
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1.3.5. Relagao entre pardmetros

Na Figura 16, encontra-se a representacdo de ACP onde ¢ possivel observar se
existem determinados pardmetros que sejam responsaveis por explicar uma proporcao elevada

da variacdo total associada ao conjunto original.

(l‘ h] Projecgdo dos coeficientes de comelagéo dos parametros
Projecgdo dos Grupos nos 2 primeirs eixos pancipais sobre 0s 2 primeiros componentes principais
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Figura 16- Esquema da relagao entre os parametros estudados (ACP). a) Projeccao de grupos. b) Projec¢ao
de parametros.

FO- ‘Fast-Growers’ em TO; F1- ‘Fast-Growers’ em T1; F2- ‘Fast-Growers’ em T2; MO- °
Medium-Growers’ em T0; M1- ‘Medium-Growers’ em T1; M2- ‘Medium-Growers’ em T2; SO-
‘Slow-growers’ em TO; S1- ‘Slow-Growers’ em T1; S2- ‘Slow-Growers’ em T2;Comp-
Comprimento; IC- indice de condigdo; Fosf- Fosfolipidos; LT- Lipidos Totais; ARL- Aglicares
Redutores Livres; En- Energia; HC- Hidratos de Carbono; LN- Lipidos Neutros; Aneup-
Aneuploidia; Poliss- Polissacarideos; Prot- Proteinas.

Através da analise da Figura 16a foi possivel observar que independentemente do
tempo a que pertencem, os grupos foram claramente separados em ‘Fast-Growers’, ‘Medium-
Growers’ e ‘Slow-Growers’, em especial ao longo do primeiro eixo principal.

E de realgar que, o primeiro eixo principal diferencia claramente os grupos,
apresentando os individuos Fast-Growers em T, mais a esquerda em relagdo aos restantes. O
segundo eixo principal discrimina os tempos de amostragem dentro dos grupos, como se pode
observar na parte superior, onde se encontram todos os tempos de amostragem em T,
juntamente com os individuos Fast-Growers em T;, ficando os restantes na parte inferior.
Relacionando estes dados com a Figura 16b, podemos assim depreender que, por exemplo, a
medida que o tempo decorre, os individuos possuem menos quantidade de lipidos totais.

A Figura 16b representa a projeccao dos coeficientes de correlagdo dos parametros
estudados sobre os dois primeiros componentes principais, como tal observa-se que os
parametros que possuem um maior peso nos resultados deste estudo foram o comprimento, o
peso ¢ a taxa de aneuploidia, pois possuem uma maior correlagdo com a primeira componente
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principal. Através da posicdo destes parametros na Figura de projeccdo de pardmetros,

observou-se que tanto o comprimento como o peso e o indice de condigdo estdo

negativamente relacionados com a taxa de aneuploidia. Em relacdo aos lipidos neutros

verificou-se que estdo negativamente correlacionados com o comprimento € 0 peso, porém

encontram-se correlacionados de forma positiva, com o valor energético.

A Figura 17 representa as relacdes mais significativas encontradas a partir dos

resultados da Correlagdo de Pearson, através das rectas de regressao linear. Os coeficientes de

correlacdo e os respectivos niveis de significincia estdo representados na Tabela A.V-

Apéndice.
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17- Rectas de regressdo de a) Taxa de Aneuploidia (%) em fungio do Indice de Condicdo, b) Taxa de

Aneuploidia em fungdo do Comprimento, ¢) Fosfolipidos em fungio do indice de Condigio e d) Lipidos

Neutros em fun¢do do Comprimento.

Através da analise da Figura 17, verifica-se que a taxa de aneuploidia correlaciona-se

negativamente com o indice de condic¢ao, assim como com o comprimento (0,01<p<0,05).
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Em relagdo aos fosfolipidos, estes correlacionam-se positivamente com o indice de
condi¢do, ao contrario dos lipidos neutros que se correlacionam negativamente com o
comprimento (0,01<p<0,05).

Apesar de ndo estar representado graficamente, ¢ também importante realgar a forte
correlacdo positiva entre o comprimento € o peso, entre os lipidos neutros e o valor energético

e entre os fosfolipidos e o comprimento (p<0,01) (Tabela A.V- Apéndice).
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1.4. Discussao

A andlise dos dados obtidos neste trabalho foi realizada de acordo com os objectivos
propostos na introducdo, ou seja, a averiguagdo da existéncia, em R. decussatus, de uma

potencial relacdo entre a taxa de aneuploidia, o crescimento e a condigao fisioldgica.

1.4.1. Crescimento

O crescimento dos moluscos bivalves ¢ condicionado por factores internos, como
genéticos e metabdlicos e externos, como a temperatura € a disponibilidade de alimento
(Laing et al., 1987).

De um modo geral, os trés grupos de juvenis de R. decussatus, ‘Fast growers’,
‘Medium growers’ e ‘Slow growers’, estudados neste trabalho, aumentaram de tamanho em
comprimento e peso ao longo do periodo experimental. Salienta-se, contudo, que os juvenis
pertencentes ao grupo dos ‘Slow growers’ apresentaram uma pequena diminui¢do de ambos
os parametros entre o T, 107° dia de cultura e Ty, 199° dia de cultura. Esta pequena
diminui¢do pode ser devida ao facto de neste grupo de individuos se ter registado uma
mortalidade mais acentuada, em especial dos juvenis de maiores dimensdes. Os valores de
crescimento, tanto em comprimento como em peso, apresentaram diferengas significativas
entre os grupos de individuos estudados e ao longo do tempo.

Os indices globais de crescimento em comprimento e peso dos trés grupos de juvenis
de R. decussatus, ao longo do periodo experimental, demonstraram que os individuos ‘Fast-
Growers’ e ‘Medium-Growers’ apresentaram um crescimento mais acentuado do que os
‘Slow-Growers’. Os indices globais de crescimento apresentados por estes dois grupos de
juvenis foram similares aos previamente referenciados para a mesma espécie (Matias, 2007),
contudo os individuos ‘Slow-Growers’ apresentaram indices globais de crescimento mais

baixos, quer em comprimento quer em peso.

1.4.2. Indice de condicdo

Os resultados do indice de condicdo que, de uma forma geral, avalia a condigdo

fisiologica dos bivalves, a semelhanca dos resultados de crescimento evidenciaram a
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existéncia de diferencas significativas entre grupos, ou seja, entre ‘Fast-Growers’, ‘Medium-
Growers’ e ‘Slow-Growers’. Em todas as amostragens os individuos ‘Fast-Growers’ foram os
que apresentaram os valores mais elevados de indice de condicdo, seguindo-se os ‘Medium-
Growers’ e por ultimo os ‘Slow-Growers’. A partir destes resultados podemos concluir que os
individuos ‘Fast-Growers’, como seria de esperar, sdo os que apresentam uma melhor
condigdo fisiologica, seguindo-se os ‘Medium-Growers’ e por ultimo os ‘Slow-Growers’. As
diferencas ao longo do tempo foram menos relevantes. Relativamente aos ‘Fast-Growers’ a
maior variagdo ocorreu entre o Ty € T;. No que se refere aos ‘Medium-Growers’ os valores de
indice de condi¢do apresentaram-se praticamente constantes ao longo do tempo. Finalmente,
em relagdo aos ‘Slow-Growers’ registou-se um pequeno decréscimo entre os valores de indice
de condic¢do entre o Ty e o T;. Infelizmente ndo podemos tirar nenhuma conclusio em relagao
ao T, pois nao foi possivel avaliar o indice de condig@o nestes individuos. O elevado nivel de
mortalidade que os ‘Slow-Growers’ sofreram entre o T; e o T,, impediu a obtencdo de
individuos para a analise deste parametro, e que serd mais uma prova de que estes realmente
possuem grandes diferencas a nivel fisioldgico. Como sugerido por Goulletquer (1989), a
mortalidade podera estar associada ao decréscimo das reservas metabolicas, especialmente
glicogénio. De facto ao contrario do que aconteceu com os grupos ‘Fast-Growers’ e
‘Medium-Growers’, os ‘Slow-Growers’ apresentaram uma diminui¢do da percentagem de
hidratos de carbono e de polissacarideos entre o tempo de amostragem T; e T,. Estes dois
componentes bioquimicos sdo a principal fonte de reservas energéticas nos bivalves

(Albentosa et al., 1996; Robert et al., 1993).

1.4.3. Composicao bioquimica

As proteinas, o principal componente bioquimico dos organismos, podem ser sujeitas
a transformagodes metabolicas, contudo elas ndo sdo sujeitas a processos de acumulagdo como
os lipidos e os hidratos de carbono. Os lipidos representam uma importante reserva de energia
devido ao seu elevado valor calorico e sao fundamentalmente usados em condicdes de stress
cronico, enquanto as reservas em glicogénio sdo geralmente usadas nos processos de
gametogénese (Gabbott, 1976).

As proteinas e os hidratos de carbono (constituidos por = 60% de acucares redutores

e = 40% de polissacarideos) sdo os constituintes bioquimicos que mais contribuem para o
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total da matéria organica nos juvenis de R. decussatus, enquanto os lipidos (constituidos por =~
60% de lipidos neutros e =~ 40% de fosfolipidos) estdo presentes em menor quantidade. Estas
proporgdes tém sido amplamente observadas na literatura para juvenis desta e de outras
espécies de bivalves (e.g. Robert et al., 1993; Albentosa et al., 1996; Okumus & Stirling,
1998; Albentosa et al., 2006).

De um modo geral, a sintese dos componentes bioquimicos ndo apresentou
diferencas significativas entre os trés grupos de individuos estudados, excepto o conteudo em
lipidos totais que apresentou diferencas significativas entre os ‘Fast-Growers’ e os outros dois
grupos. Assim, estes resultados mostraram que a sintese da maior parte dos componentes
bioquimicos ocorreu da mesma forma e nas mesmas proporgdes nos trés tipos de individuos,
sugerindo que a sintese destes componentes se encontra mais relacionada com os factores
extrinsecos, como o alimento e¢ a temperatura, do que com os factores intrinsecos dos
organismos.

Relativamente aos lipidos totais, os valores percentuais em relagdo a matéria
organica encontram-se entre 15,01% e 21,13%. O decréscimo de lipidos totais observado no
T, para os grupos ‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’, leva a crer que estes ndo acumulam
este componente, na mesma propor¢ao que os ‘Fast-Growers’. Perante estes resultados e
tendo em conta a importancia dos lipidos no balango energético (Beninger & Lucas, 1984)
supOe-se que os dois primeiros grupos canalizaram um maior conteudo lipidico para a
manutenc¢do metabolica (Albentosa et al., 1996).

No entanto, apesar de, de uma forma geral, ndo se terem registado diferencas
significativas entre os trés grupos de individuos, existem variagdes em determinados
componentes que evidenciam o funcionamento metabdlico destes organismos. A percentagem
de hidratos de carbono em relacdo a matéria organica variou entre 21,27 % e 27,64%,
verificando-se um ligeiro decréscimo ao longo do periodo experimental, em todos os grupos,
o que reforca a ideia de que os juvenis desta espécie utilizam preferencialmente hidratos de
carbono como fonte de energia em periodo em que o crescimento ¢ mais acentuado
(Albentosa et al., 1996).

Os polissacarideos, sendo maioritariamente constituidos por glicogénio (Robert et
al., 1993), sao a principal fonte de reservas energéticas nos bivalves, representando cerca de
50% do total de hidratos de carbono (Robert et al., 1993). Assim, o aumento destes entre o T}

e o Ty, tanto nos ‘Fast-Growers’ como nos ‘Medium-Growers’, pode ser devido ao facto de,
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possivelmente, estes individuos terem acumulado essas reservas de energia neste periodo,
para iniciarem a fase de gametogénese.

Os lipidos neutros decresceram ao longo do tempo para os ‘Fast-Growers’ e para os
‘Medium-Growers’, ao contrario dos ‘Slow-Growers’ que apresentaram um aumento ao longo
do periodo experimental. Tendo os lipidos neutros uma fungdo de reserva (e.g. Labarta et al.,
1999), provavelmente, os ‘Fast-Growers’ e os ‘Medium-Growers’ canalizaram mais energia
para a biosintese da concha. Contrariamente, os ‘Slow-Growers’ acumulam mais lipidos de
reserva. Relativamente aos fosfolipidos, este parametro teve um comportamento inverso ao
verificado nos lipidos neutros, aumentando, ao longo do periodo experimental, nos grupos
‘Fast-Growers’ ¢ ‘Medium-Growers’, e diminuindo no caso dos ‘Slow-Growers’. E de realcar
que a relacdo entre lipidos neutros e fosfolipidos foi diferente entre os grupos. Nos ‘Fast-
Growers’ a diferenca entre estes dois componentes foi menor do que nos ‘Medium-Growers’
e do que nos ‘Slow-Growers’. Os lipidos neutros estiveram quase sempre em maior
quantidade do que os fosfolipidos. Sendo os fosfolipidos os constituintes principais das
membranas celulares, ou seja, sdo lipidos estruturais (Fabrice et al., 2008), compreende-se
que os individuos que possuam um crescimento mais acentuado possuam um contetido mais
elevado de fosfolipidos.

Os ciclos sazonais do indice de condicdo, lipidos e glicogénio estdo relacionados
com o ciclo reprodutivo anual (Gabbot, 1983). Os baixos valores de lipidos encontrados neste
estudo, justificam-se pelo facto dos individuos ndo se encontrarem no seu periodo anterior a
postura, aquando s3o atingidos os niveis méaximos de lipidos nos gametas e os valores

minimos de glicogénio (Massapina et al., 1999).

1.4.4. Aneuploidia

Foi possivel verificar que todos os casos de aneuploidia observados corresponderam
a casos de hipodiploidia. Esta ¢ uma observacao esperada, pois a hipodiploidia parece ser,
regra geral, mais frequente do que a hiperdiploidia, como se pdde observar, por exemplo, nos
humanos e em outros bivalves (e.g. Martin & Rademaker, 1990; Leitdo et al., 2001).

Através da observagdo dos resultados, foi verificada a existéncia de uma correlagao
negativa entre o crescimento ¢ o nivel de aneuploidia, mais precisamente hipodiploidia,
somatica, obtendo-se percentagens de taxa de aneuploidia que variaram entre cerca de 19%

para individuos ‘Fast-Growers’ e de cerca de 79% para ‘Slow-Growers’. Estes valores sdo
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substancialmente superiores aos observados em estudos anteriores em bivalves, como por
exemplo na espécie de ostra C. gigas (Thiriot-Quiévreux et al., 1988; Leitdo et al., 2001).

No que diz respeito aos valores da taxa de aneuploidia nos varios grupos de R.
decussatus estudados, verificou-se a existéncia de diferengas estatisticamente significativas
entre todos, ‘Fast-Growers’, ‘Medium-Growers’ ¢ ‘Slow-Growers’. Deste modo, os ‘Fast
growers’ apresentam sempre os valores mais baixos de aneuploidia, seguindo-se os ‘Medium-
Growers’ e por ultimo os ‘Slow-Growers’ que € o grupo que apresentou sempre os niveis
mais elevados.

Em estudos anteriores em bivalves, como por exemplo na espécie de ostra C. gigas,
foi observada a presenga de uma percentagem substancial de células somadticas que possuiam
menos cromossomas que o complemento cromossémico normal de 2n=20 (Thiriot-Quiévreux,
1986; Thiriot-Quiévreux et al., 1988; Thiriot-Quiévreux et al., 1992; Leitdo et al., 2001). As
diferencas em percentagem de aneuploidia, entre ‘Fast-Growers’ e ‘Slow-Growers’ nessa
espécie, variaram de 5% a 22%, tendo sido a correlagdo entre o crescimento e a taxa de
aneuploidia, altamente significante. Em varios estudos realizados durante 20 anos em
populagdes naturais ou cultivadas de C. gigas, os ‘Fast-Growers’ mostraram sempre uma
menor percentagem de aneuploidia do que os ‘Slow-Growers’. (Leitao et al., 2001).

Outro estudo relevante foi realizado em C. angulata, C. gigas e nos hibridos
interespecificos. Os resultados deste estudo confirmaram novamente a relagdo negativa entre
aneuploidia e taxa de crescimento, verificando-se que a espécie C. gigas possuia uma taxa de
crescimento e de sobrevivéncia mais elevada do que a espécie C. angulata, estando ambas sob
as mesmas condi¢des e que os hibridos apresentaram valores intermédios para todos os
parametros. Foram observadas entdo as diferencas significativas na propor¢ao de células
aneuploides ¢ de cromossomas ausentes, com a espécie C. angulata, a apresentar os valores
mais elevados a este nivel (Batista et al., 2007).

Porém, tendo em conta a evolugdo ao longo do tempo de todos os grupos, ndo
existem diferencas estatisticamente significativas entre cada amostragem, Ty, T; e Ts,
sugerindo que a percentagem de aneuploidia se manteve ‘constante’ ao longo de todo o
periodo de amostragem. Este foi o primeiro estudo efectuado em R. decussatus, tendo em
conta o fendmeno da aneuploidia e a sua relacdo negativa com o crescimento. Foi igualmente
o primeiro estudo da evolucdo dos valores de aneuploidia ao longo do tempo em bivalves.
Estes resultados revelam-se assim importantes para a compreensao da evolugdo dos niveis de
aneuploidia nesta espécie, contudo € necessario realgar que o presente estudo teve apenas a
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duracdo de 9 meses e por essa razao ¢ possivel que pudessem vir a existir alteragdes

posteriores.

1.4.5. Relagdes entre parametros

Através da anélise dos componentes principais, € da realizacdo de correlagdes de
Pearson, verificou-se que os parametros que possuem uma maior influéncia nos resultados sao
o comprimento, o peso ¢ a taxa de aneuploidia. Foi possivel observar que tanto o
comprimento, como o peso ¢ o indice de condicdo estdo negativamente relacionados com a
taxa de aneuploidia. Estes resultados demonstram uma vez mais a existéncia de uma
correlacdo negativa significativa entre o nivel de aneuploidia e crescimento nesta espécie.

Em relacdo aos lipidos neutros podemos observar que estdo negativamente
correlacionados com o comprimento € o peso, pois tendo os lipidos neutros uma funcio de
reserva ¢ possivel que tenham canalizado essas mesmas reservas para o seu crescimento.
Porém, encontram-se correlacionados de forma positiva, com o valor energético, pois como
foi referido acima, os lipidos sdo o componente bioquimico de maior importancia no balango
energético dos bivalves marinhos.

Verificou-se igualmente que em relagdo aos fosfolipidos, estes correlacionam-se
positivamente com o indice de condi¢cdo € com o comprimento, como ja foi referido, sendo os
fosfolipidos os constituintes principais das membranas celulares (Fabrice et al., 2008),
compreende-se que os individuos que possuam um crescimento mais acentuado, contenham

uma maior percentagem destes.
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1.5. Conclusao

Os resultados obtidos neste capitulo permitiram:

1. Demonstrar a presenga de uma percentagem consideravel de células

aneuploides (hipodiploides) nos tecidos somaticos da espécie R. decussatus.

2. Evidenciar a existéncia de uma correlacdo negativa significativa entre o nivel

de hipodiploidia e o crescimento nesta espécie.

3. Concluir, no geral, que ao longo do tempo a percentagem de aneuploidia ndo
sofreu alteracdes significativas, verificando-se apenas uma redug¢do no que diz respeito aos

‘Slow Growers’.

4. Sugerir que no que diz respeito aos componentes bioquimicos, os ‘Slow-

Growers’ se distinguiram dos outros dois grupos pelo contetido em lipidos.

5. Demonstrar que a condigao fisiologica dos individuos nao se relacionou com a

taxa de aneuploidia.
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2.1 Introducéao

Os primeiros estudos de citogenética efectuados em R. decussatus referiram-se
apenas a determina¢cdo do nimero cromossomico (Paterson review, 1969; Gerard, 1978),
aferindo um numero dipléide de 38 cromossomas.

Posteriormente, a analise morfométrica dos caridtipos permitiu a caracterizagao
morfolégica dos cromossomas, baseada no tamanho relativo e na posi¢do do centromero,
permitindo a caracterizagdo do caridtipo de R. decussatus, sendo este constituido por seis
pares de cromossomas metacéntricos, trés submetacéntricos e dez subtelocéntricos (Borsa &

Thiriot-Quiévreux, 1990).

Mais recentemente, técnicas de marcagdo diferencial t€m sido aplicadas ao cariotipo
desta espécie. As regides dos organizadores nucleolares ou NORs, s3o regides dos
cromossomas que contém genes que codificam as subunidades do RNA ribossomal (RNAr),
que por sua vez, ¢ sintetizado e processado no nucléolo e que posteriormente se torna parte
dos ribossomas maduros no citoplasma da célula (Sumner, 1990). A utilizagdo do método de
marcacdo por precipitagdo argéntica amoniacal para deteccdo, nas metafases, dos locais
cromossomicos onde se situam os NORs (Howell et al., 1975), mostrou ser uma ferramenta
taxondmica importante, permitindo o estudo comparativo das variagdes intra e
interespecificas dos NORs (Anemiya & Gold, 1990). Esta técnica fundamenta-se na redugao
da prata por proteinas ndo histonicas (&cidas), (eg., Schwarzacher & Wachtker, 1983) que se
encontram na vizinhanga dos genes ribossomais (Matsui et al., 1986) e na sua deposi¢do no
local dos NORs. Esta técnica de marcacao por precipitagdo argéntica amoniacal, que detecta
NORs activos na interfase precedente, tem sido aplicada a varias espécies de bivalves de oito
familias diferentes, tendo como principal finalidade compreender a evolugdo cromossdmica
nos bivalves e a clarificagdo de relagdes filogenéticas neste grupo.

A localizagdo dos NORs nos cariotipos de seis espécies de ostras do género
Crassostrea e Saccostrea permitiu, de facto, o estabelecimento de relacdes filogenéticas
dentro deste grupo de animais (Leitdo et al., 1999). No entanto, a maioria dos estudos de
localizagdo dos NORs tém sido efectuados apenas nas familias Mytilidae, Ostreidae e
Pectinidae, tendo sido muito escassos na familia Veneridae (Leitdao & Chaves, 2008). Nesta

ultima, apenas foi efectuada a localizagdo cromossomica por FISH, hibridagdo ‘in situ’, dos
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genes de RNA ribossomal nas espécies Dosinia exoleta (Hurtado & Pasantes, 2005) e

Mercenaria mercenaria (Wang & Guo, 2001).

A aplicagdo da técnica de digestdo ‘in situ’ por enzimas de restrigdo, REs, que
cortam o DNA em sequéncias alvo especificas, produzem padrdes de bandas longitudinais
cromossoma-especificos em cromossomas de mamiferos e insectos (e.g., Leitdo et al., 20006).
Nos bivalves, esta técnica foi aplicada com sucesso a mexilhdes (Martinez-Lage et al., 1994),
vieiras (Gajardo et al., 2002) e ostras (Leitao et al., 2004; Bouilly et al., 2005; Cross et al.,
2005).

Neste tultimo grupo, esta técnica permitiu igualmente estudar a evolugao
cromossomica dentro da familia Ostreidae (Leitdo et al., 2006), bem como a confirmagdo da
hibridizagdo interespecifica entre as ostras C. angulata e C. gigas (Leitdo et al., 2007). Neste
ultimo estudo, através desta marcagdo cromossomica foi possivel observar que, em cada par
de cromossomas, um dos homologos apresentava um modelo de bandeamento consistente
com o de C. gigas e o outro homologo apresentava um modelo de bandeamento consistente
com o de C. angulata. (Leitao et al., 2007).

O bandeamento através de REs apresenta também uma grande vantagem, pois foi
demonstrado em mamiferos, que ¢ compativel com a hibridacao ‘in situ’ fluorescente, FISH.
(Chaves et al., 2002). O uso em simultaneo de diferentes REs pode ser também util na
detec¢do de diferentes tipos de heterocromatina, ndo reveladas pelas técnicas de bandeamento
standard (Leitao et al., 2006).

A aplicacdo de enzimas de restricdo constitui um passo fundamental para o
mapeamento genético, podendo oferecer uma nova abordagem nos problemas especificos na
taxonomia e filogenia dos veneroides. Na espécie R. decussatus, depois da digestdo com REs,
foi obtido um modelo de bandeamento cromossémico longitudinal especifico, permitindo a
identificagdo individual de todos os pares de cromossomas e o estabelecimento dos cariotipos
precisos (Leitdo et al., 2006).

Neste trabalho foram entdo aplicadas duas técnicas de marcacgdo diferencial para uma
melhor identificagdo dos cromossomas: a técnica de marcacdo argéntica para as regides dos
organizadores nucleolares, Ag-NORs, aplicada aqui pela primeira vez nesta espécie ¢ a de
bandeamento por enzimas de restricdo. A aplicacdo, neste estudo, da técnica de marcagao

diferencial por enzimas de restrigdo foi realizada pela primeira vez com a finalidade de
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identificar os cromossomas ausentes em cariotipos aneuploides, o que permitird uma melhor

compreensdo deste fenomeno.
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2.2. Material e Métodos

Todos os individuos utilizados neste capitulo tiveram a selec¢do e acondicionamento

previamente descritos no capitulo I.

2.2.1. Obtengao das preparagdes cromossomicas

Quer para a elaboragao dos caridtipos padrdo, quer para a elaboragdo dos cariotipos
com marcagao cromossomica, as preparacoes cromossomicas obtiveram-se mediante a técnica
de suspensao celular de Thiriot-Quiévreux & Ayraud (1982), apresentada em detalhe no

capitulo I e que consiste nas varias etapas descritas de seguida:

o Bloqueio das mitoses em metafase;
. Choque hipotonico;
. Fixagdo;

o Execucao das laminas;

2.2.2. Elaboragao do cariotipo standard

Na elaboragao do caridtipo padrdo realizaram-se as duas etapas seguintes:

e Coloragao standard com o corante Giemsa;

e Observacao das laminas e microfotografia

Na metafase mitética, para a elaboracdo do cariotipo padrdo, cada um dos
cromossomas foi caracterizado pelo seu tamanho e forma, sendo assim, os cromossomas
foram recortados e ordenados em funcdo destas caracteristicas, a fim de se organizar o

cariotipo de acordo com o publicado para esta espécie. (Borsa & Thiriot-Quiévreux, 1990).
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2.2.3. FElaborag¢do de caridtipos com marca¢ao cromossoémica

2.2.3.1. Regides dos organizadores nucleolares — NORs

As regides dos organizadores nucleolares foram coradas pela técnica do nitrato de
prata amoniacal de Howel & Black (1980), modificada por Gold & Ellison (1982).

Prepararam-se as duas solugdes seguintes:

- Solugdo 1: solugdo coloidal, composta por 2g de gelatina, 1 ml de acido formico e
10 ml de 4gua destilada;
- Solugdo 2: solugdo de nitrato de prata, composta por 4g de nitrato de prata e 8 ml de

agua destilada.

As preparagdes cromossomicas foram tratadas com duas gotas da solucdo 1 e quatro
gotas da solugdo 2. A lamina foi coberta com uma lamela e incubada sobre uma placa de
aquecimento a 44°C durante cerca de 8 minutos. Ao fim deste tempo, a 1amina foi lavada com
agua destilada. Depois de secas, as laminas foram observadas ao microscopio, fotografando-
se as metafases de melhor qualidade.

Na observacdo microscopica, os nucleos apresentaram uma coloragdo amarelo
dourada, enquanto a coloracdo dos NORs e dos nucléolos apresentaram um tom mais escuro.
As laminas com marcagao das regides organizadoras nucleolares, devem ser observadas e
fotografadas o mais rapidamente possivel, uma vez que a cor e a preparacdo tendem a

deteriorar-se rapidamente.

2.2.3.2. Digestao ‘in situ’ com enzimas de restri¢cao

Antes do tratamento com a enzima de restri¢do, as preparagdes cromossomicas foram
envelhecidas durante 6 h numa incubadora a 65°C. A enzima de restricdo Haelll (GG/CC) foi
seleccionada para este trabalho, visto ter sido demonstrado ser a mais adequada nos estudos
prévios de bandeamento com enzimas de restricdo em bivalves (Leitdo et al., 2004; Leitao et
al., 2006). Esta foi diluida no ‘buffer’ correspondente e em agua pura, tendo-se obtido o
volume final de 100ul. Cada 100ul desta solucao foi colocado em cada lamina e esta coberta
por uma lamela. Seguidamente, as ldminas foram incubadas numa camara humida durante
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cerca de 16h, durante a noite, a 37°C. Por Ultimo as laminas foram lavadas com agua
destilada, secas ao ar e coradas com uma solu¢do Giemsa a 4%, diluida em tampao fosfato a

pH 6,8.

2.2.3.3. Observagao das laminas e microfotografias

Tanto na marcagdo cromossomica através do nitrato de prata, como através da
digestdo com enzimas de restri¢ao, as metafases foram fotografadas num microscopio Nikon
Eclipse 801, com camara de aquisicdo acoplada Nikon DS-Fil. Posteriormente as imagens
foram tratadas de forma integral, no ‘software’ Adobe Photoshop 6.0, para uma melhor
visualizacdo e contagem dos cromossomas.

Na metafase mitotica, e agora no caso da elaboragcdo de caridtipos com marcagao
cromossomica, foram tidos em conta as categorias de classificagdo morfologica (Levan et al.,

1964) e igualmente o modelo de bandeamento obtido.
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2.3. Resultados

2.3.1. Cariotipo standard

Foram realizados 23 cariotipos standard.
Confirmou-se a féormula cariotipica de seis pares de cromossomas metacéntricos, trés
submetacéntricos e dez subtelocéntricos, previamente determinada, por Borsa & Thiriot-

Quiévreux, 1990 - Figura 18.

AY XK KX X KX ax
1 2

3 1 3 6

x K x n a a submetacéntricos

8 )

AR AR AR Ad AA
10

1 1 12 1 3 1 4 subtelocéntricos
O8 44 A2 BA As
13 16 17 18 19

Figura 18- Caridtipo standard de R. decussatus, confirmando a formula cariotipica de seis pares de cromossomas
metacéntricos, trés submetacéntricos e dez subtelocéntricos (Borsa & Thiriot-Quiévreux, 1990).

2.3.2. Regides dos organizadores nucleolares — NOR

Este foi o primeiro estudo efectuado para a localizagdo dos Ag-NORs nesta espécie.

Infelizmente nao foi possivel obter um niimero suficiente de metafases de qualidade
com marcacdo de Ag-NORs, adequadas para a realizacdo de cariotipo. No entanto, foi
possivel pela primeira vez, determinar a localizagdo dos Ag-NORs nesta espécie. Foi

observada marcagdo nos telomeros dos bragos longos de um cromossoma metacéntrico € nos
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telomeros dos bragos longos de um cromossoma submetacéntrico. Nao foi, no entanto,

possivel estabelecer a sua localizagdo no caridtipo - Figura 19.

A B

" AN

Figura 19- A. Metafase de R. decussatus com marcagdo de Ag-NORs. As setas assinalam as Ag-NORs. B.
Cromossomas assinalados em A com o respectivo ideograma representativo.

2.3.3. Enzimas de restrigao

Foram realizados sete caridtipos com modelo de bandeamento, através da digestdo
com enzimas de restrigao.

Apesar de ndo ter sido possivel obter uma condensag¢ao cromossoémica ideal para este
tipo de bandeamento diferencial, a utilizagdo desta técnica permitiu uma identificagdo mais
precisa dos cromossomas nesta espécie, visto apresentarem um modelo de bandeamento
especifico.

Esta caracterizagdo mais precisa contribuiu, pela primeira vez, para a identificagdo

dos cromossomas ausentes em cariotipos aneuploides desta espécie - Figura 20.
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Figura 20- Exemplos de cromossomas de R. decussatus com bandeamento cromossémico obtido através da
enzima de restricdo Haelll e respectivo ideograma.

2.3.4. Identificacdo dos cromossomas ausentes em casos de aneuploidia

Na Figura 21 apresentam-se quatro cariétipos, onde se pode observar a auséncia de
determinados cromossomas. Estes cariotipos sdo representativos dos casos mais comuns
encontrados nos 30 analisados.

A observacao de 30 caridtipos aneuploides com e sem marcagdo por enzimas de
restricdo, permitiu-nos identificar os cromossomas ausentes nos casos de aneuploidia e a

percentagem de perda destes (Tabela V).
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Figura 21- Quatro cariotipos aneuploides de R. decussatus onde se pode observar a auséncia de determinados
cromossomas. Estes caridtipos sdo representativos dos casos mais comuns. a) Caridtipo com perda
cromossomica nos pares n° 1 e 19. b) Caridtipo com perda cromossémica no par n° 19. ¢) Caridtipo com
perda cromossdmica nos pares n° 12 e 19. d) Caridtipo com perda cromosséomica nos pares n° 6 ¢ 12.
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Através da observagdo da Tabela V podemos concluir que cromossomas dos pares n°
1, 6, 12 e 19 sdo os preferencialmente perdidos. Em nenhum caso foi observada a perda dos
dois cromossomas de um par de homdélogos. Para além desta informacao foi também possivel
determinar quais os pares cromossomicos que apresentaram uma perda preferencial, no caso

da aneuploidia ser de 2n=34, 35, 36 ou 37 cromossomas (Tabela A.IV- Apéndice).

Tabela V- Percentagem de perda nos diferentes pares cromossémicos que apresentaram cromossomas ausentes.
A negrito encontram-se representados os pares com uma perda preferencial em casos de aneuploidia, na
espécie R. decussatus.

% de perda cromossdmica
Par n® | % Total % % % %
2n=34 | 2n=35 | 2n=36 | 2n=37
1 37 80 40 30 20
5 3 0 20 0 0
6 27 80 20 20 10
7 17 60 20 10 0
8 3 0 20 0 0
9 10 20 0 20 0
10 3 0 20 0 0
12 40 40 40 50 30
13 3 20 0 0 0
14 3 0 20 0 0
15 7 20 0 0 10
17 3 0 20 0 0
19 47 60 20 70 30
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2.4. Discussao

No primeiro capitulo deste trabalho, foi demonstrada pela primeira vez uma
correlagdo negativa entre o crescimento ¢ a taxa de aneuploidia na espécie R. decussatus.
Com o intuito de melhor compreender este fendmeno foram realizados os caridtipos e
aplicadas técnicas de marcagdo diferencial, Ag-NORs e de bandeamento por enzimas de

restricdo com a finalidade de identificar os cromossomas ausentes nos cariotipos aneuploides.

O numero de Ag-NORs, a sua localizagdo ¢ a sua posi¢ao no caridtipo, podem ser
considerados como caracteristicas especificas de uma espécie (Sumner, 1990). Os resultados
deste estudo, referentes & marcagdo cromossOmica através da técnica de marcagdo por
precipitacdo argéntica, sdo originais para a espécie R. decussatus. Foi entdo observada
marcagdo nos telomeros dos bragos longos de um cromossoma metacéntrico € nos telomeros
dos bragos longos de um cromossoma submetacéntrico. No entanto ndo foi possivel
estabelecer a sua localizagdo no cariotipo. A localizagdo dos genes de RNA ribossomal nos
telomeros, parece ser a mais comum nos bivalves (Leitdo & Chaves, 2008), incluindo na
familia Veneridae a qual pertence R. decussatus, como se verificou pela localizagio
cromossomica por FISH, hibrida¢do ‘in situ’, dos genes de RNA ribossomal nas espécies

Dosinia exoleta (Hurtado & Pasantes, 2005) e Mercenaria mercenaria (Wang & Guo, 2001).

No caso da digestdo ‘in situ’ com endonucleases de restri¢do, a utilizagdo desta
técnica, ¢ apesar de ndo ter sido possivel obter uma condensagdo cromossémica ideal,
contribuiu, pela primeira vez, para a identificagdo dos cromossomas ausentes em cariotipos

aneuploides desta espécie.

Neste capitulo foram analisados 30 cariétipos aneuploides. Este nimero ¢ o nimero
minimo estatisticamente aceitavel para a credibilizacdo na identificacdo de cromossomas
ausentes (e.g., Wenger et al., 1984). As perdas cromossomicas ocorreram preferencialmente
nos pares n° 1, 6, 12 e 19, nas proporcdes de 37%, 27%, 40% e 47%, respectivamente. Nos
bivalves, mais precisamente em C. gigas, estudos anteriores revelaram uma perda nao
aleatdria nos casos de aneuploidia. Uma perda preferencial de certos pares de cromossomas
foi igualmente observada, preferencialmente nos pares n° 1, 9 e 10, nas propor¢des de 56%,
33% e 44% (e.g. Leitdo et al., 2001). Posteriormente, ainda em C. gigas foi analisada a
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descendéncia de individuos contaminados com o herbicida Atrazina, mostrando que os
mesmos pares de cromossomas eram afectados. Este estudo de aneuplodia induzida por
poluentes demonstrou, também, uma vez mais, a ndo aleatoriedade da perda cromosséomica
(Bouilly et al., 2005). No presente estudo mostrou que a perda ocorreu preferencialmente em
certos pares cromossomicos, sendo o primeiro e o Ultimo par de cromossomas os que
revelaram uma maior percentagem de perda, tal como foi observado em ambos os estudos

anteriores.

A perda preferencial de cromossomas nos pares n° 1, 6, 12 e 19, leva-nos a sugerir as

seguintes hipoteses justificativas:

I-  Perda cromossdmica relacionada exclusivamente com o tamanho.

Esta hipotese justificaria a perda cromossémica nos pares n° 6 e 19, devido ao seu
pequeno tamanho, de acordo com a evidéncia de uma relacdo directa entre tamanho pequeno e
perda cromossomica observada em humanos (e.g. Martin & Rademaker, 1990) e em bivalves,
como o caso da espécie C. gigas, sendo esta a hipdtese sugerida para a perda observada nos
pares 9 e 10 nessa espécie (Leitao et al., 2001). No entanto, esta hipdtese por si s6 nao é

suficiente para explicar os altos niveis de perda cromossémica nos pares n°l e 12.

II- Perda cromossdmica relacionada com a presenca de heterocromatina.

Esta hipotese poderia justificar a perda cromossomica no par n°l. Tendo em conta
que ¢ o cromossoma de maior dimensao, e como tal ter uma maior possibilidade de abranger
um maior numero de genes, serd de estranhar que a sua perda ndo resulte na inviabilidade
celular. Uma hipotese a considerar ¢ o facto deste cromossoma, possivelmente, conter uma
grande quantidade de heterocromatina, que, como se sabe, na maior parte dos casos, ¢
constituida por DNA altamente repetitivo e nao codificante (Verma, 1988). Desta forma, a

perda deste cromossoma especifico poderia ser melhor tolerado pela célula.

III-  Desequilibrio na dosagem de genes provocado pela aneuploidia.
Dada a elevada percentagem de perda cromossomica observada nos pares n° 1, 6, 12
e 19, podemos sugerir que ocorreu um desequilibrio na dosagem de genes provocados pela

aneuploidia. A alteracdo massiva da expressdao de genes pode provocar alteragdes qualitativas
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na fisiologia e metabolismo de células e tecidos. (Rasnick & Duesberg, 1999). Estudos
recentes em plantas demonstram que alteragdes fenotipicas ocorrem devido a mudangas
quantitativas no padrio da expressdo de genes, causadas pela aneuploidia,. (Makarevich &

Harris, 2010).

IV- Presenca de organizadores nucleolares e ndo disjungao.

Tem sido sugerido por varios autores, uma relagdo entre a presenca de NORs ¢ o
fenémeno da ndo disjungdo (e.g. Verma, 1983; Hassold et al., 1987; Lee Gould & Martin De
Leon, 1987). No caso da ostra C. gigas, os NORs estdo localizadas no par n°10 (Thiriot-
Quiévreux & Insua, 1992), o que poderia explicar o alto nivel de perda cromossdmica nesse
par, observada nessa espécie (e.g. Leitdo et al., 2001). No entanto, como ja foi referido
anteriormente, apesar de ter sido observada marcacao nos telomeros dos bracos longos de um
cromossoma metacéntrico e nos telomeros dos bracos longos de um cromossoma
submetacéntrico, neste trabalho, ndo foi possivel estabelecer a sua localiza¢do no cariétipo.
Desta forma ndo ¢ possivel retirar conclusdes sobre se a localizacdo dos NOR estaria num dos
pares que sofreram perda cromossomica e nesse caso a sua perda seria justificada por esta

hipdtese. No entanto abre perspectivas para um futuro estudo.

Para além de apurar quais os pares cromossdmicos com maior tendéncia de perda em
caso de aneuploidia, foi também possivel determinar, quais os que t€ém uma perda preferencial
no caso de a aneuploidia ser de 2n=34, 35, 36 ou 37 cromossomas.

Concluiu-se que, no caso de a aneuploidia ser de 2n=37, a perda cromosséomica
verificou-se nos pares n° 1, 6, 12 e 19, ja referidos como preferenciais, verificando-se, no
entanto, ainda no par n° 15. No caso de a aneuploidia ser de 2n=36, esta perda foi observada,
para além dos ja referidos pares n° 1, 6, 12 e 19, nos pares n° 7 ¢ 9. No caso de a aneuploidia
ser de 2n=35, a perda ocorreu nos pares n° 1, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 17 e 19. Finalmente, no
caso de a aneuploidia ser de 2n=34, houve perda cromossémica nos pares n® 1, 6, 7,9, 12, 13,
15¢ 19.

A analise destes dados permitiu-nos confirmar a perda preferencial dos cromossomas
dos pares n° 1, 6, 12 e 19, pois em qualquer um dos casos de perda cromossdmica, ou seja,
com uma aneuploidia de 2n=34, 35, 36 ou 37, estes foram os cromossomas que estavam
sempre ausentes. Para além do cromossoma do par n° 15, foram também os Unicos a estarem
ausentes em metafases aneuploides de 2n=37, ou seja, com perda de 1 s6 cromossoma,
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confirmando assim novamente a sua maior susceptibilidade de perda. E de realgcar que em
nenhum dos casos de aneuploidia observados, os cromossomas ausentes pertenciam ao

mesmo par de homdlogos.
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2.5. Concluséao

Neste trabalho, foi detectada pela primeira vez a localizagdo nas regides
cromossomicas dos organizadores nucleolares, Ag-NORs, em R. decussatus. Foi também
realizado o primeiro estudo de bandeamento através de enzimas de restricdo com a finalidade
de identificar os cromossomas ausentes em cariotipos ancuploides na espécie R. decussatus.
Infelizmente, tanto para a técnica de Ag-NORs como para a digestdo através de enzimas de
restricdo, dispomos de uma populagdo muito pequena. Seria interessante aumentar a
populacdo a fim de testar as hipoteses aqui sugeridas.

Através da observagao de 30 caridtipos aneuploides de R. decussatus, neste capitulo,
foi possivel identificar os cromossomas ausentes, assim como a percentagem de perda destes.
Com estes dados, uma vez que as proporcdes de perda dos cromossomas dos pares n° 1, 6, 12
e 19 sdo evidentes, foi possivel formular hipoteses para explicar a perda dos mesmos.

Os resultados obtidos abrem perspectivas para novos estudos, que envolvam uma
busca para uma melhor compreensdo do fenémeno de aneuploidia na espécie R. decussatus e
a da sua correlagdo negativa com o crescimento.

Com este intuito, sera necessario a observagdo de um maior nimero de metafases
aneuploides, marcadas com REs. Serd também importante a aplicagdo da técnica de marcagao
diferencial, bandas C, que coloca em evidéncia as zonas de heterocromatina constitutiva, de

forma a testar as hipoteses sugeridas.
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Conclusdes gerais e Perspectivas

Os resultados do estudo do fendmeno da aneuploidia obtidos, permitiram constatar a
presenga de uma taxa de células aneuploides (hipodiploides) nos tecidos somaticos da
améijoa-boa R. decussatus, em todos os trés tipos de individuos estudados, ‘Fast-Growers’,
‘Medium-Growers’ e ‘Slow-Growers’. A relagdo negativa aneuploidia - crescimento pode ser
observada em todas as classes estudadas, sendo que os animais de crescimento rdpido
apresentaram sempre um nivel de aneuploidia inferior aos animais de crescimento lento. Para
uma melhor compreensdo deste fenomeno foram posteriormente realizados os caridtipos e
aplicadas pela primeira vez nesta espécie, técnicas de marcacao diferencial, Ag-NORs e de
bandeamento por enzimas de restricdo com o objectivo de identificar os cromossomas
preferencialmente ausentes nos caridtipos aneuploides.

Tendo em conta que a relagdo entre a aneuploidia e o crescimento, poderia reflectir-
se na qualidade fisioldgica e na constituicdo bioquimica dos individuos, estes dois parametros
foram também avaliados paralelamente. No entanto, apesar da correlagdo negativa encontrada
entre a taxa de aneuploidia e o indice de condicdo, reflectindo este o crescimento em peso,
nao foi encontrada nenhuma correlagdo significativa entre a taxa de aneuploidia e os
componentes bioquimicos. Estes resultados levam-nos a sugerir que os componentes
bioquimicos analisados neste estudo, ndo reflectem a relacdo entre a aneuploidia e o
crescimento, contudo, outros processos fisioldgicos/metabolicos associados ao crescimento
deverao ser equacionados em estudos futuros sobre esta problematica.

Esta confirmacao do caracter constante da relacdo aneuploidia — crescimento pode
ser de grande utilidade para as culturas desta espécie, visto existir uma certa tendéncia de
comercializar individuos com crescimento rapido, mantendo os animais de crescimento lento
mais tempo nos locais de produgdo, que desta forma irdo participar em maior nimero na
reproducao.

Serd importante no futuro, verificar a existéncia de uma predisposicdo genética, de
um caracter hereditario para este fendémeno, observado noutras espécies de bivalves, a fim de
evitar que os produtores ¢ mariscadores de bivalves conduzam a uma seleccdo negativa,
incentivando a contribuicdo dos reprodutores de crescimento lento na obtengdo de futuras
geracdes. O fendmeno da aneuploidia pode de facto vir a ser um pardmetro importante a ter

em conta em programas de melhoramento genético da améijoa-boa.
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Tabela A.I- Medigdes biométricas, percentagens de aneuploidia e respectivas médias finais dos individuos de

todos os grupos, ja com o reconhecimento de ‘outliers’, em T,,.

Tipo Animal Peso (g) Comprimento % Aneuploidia
(mm)

1IF(2) 0,176 9,9 0
2F(2) 0,17 9,9 0
3F(Q2) 0,192 10,2 5,882352941
4F(2) 0,184 10,2 8,333333333
5F(2) 0,124 9,2 16,66666667
6F(2) 0,202 10,3 35
7F(2) 0,181 10 1111111111
8F(2) 0,129 9,1 0

F 9F(2) 0,191 10,2 19,14893617

A 10F(2) 0,184 10 35,71428571

S 11F(2) 0,447 14,3 35
12F(2) 0,127 8,9 30,3030303

T 13F(2) 0,108 8,6 6,666666667
14F(2) 0,079 7,6 22,22222222
15F(2) 0,113 8,2 40
16F(2) 0,168 9,7 20
17F(2) 0,202 10,2 20
18F(2) 0,094 83 16,66666667
19F(2) 0,075 7.4 6,25
20F(2) 0,155 9,3 25

Média Total 0,16505 9,575 19,69309463

IM(2) 0,068 72 57,14285714
2M(2) 0,043 6,1 33,33333333
3M(2) 0,039 55 54,54545455
AM(2) 0,057 7 57,14285714
SM(2) 0,057 7 36,92307692
6M(2) 0,039 6,2 0
T™M(2) 0,087 7,7 33,33333333

M 8M(2) 0,057 6,6 20

E IM(2) 0,075 7,3 23,80952381

D 10M(2) 0,083 7.8 54,05405405

I 11IM(2) 0,076 7,5 33,33333333
12M(2) 0,059 7 0

U 13M(2) 0,057 6,3 100

M 14M(2) 0,056 6,7 36,36363636
15M(2) 0,039 6 52,38095238
16M(2) 0,042 6 0
17M(2) 0,035 5,7 62,5
18M(2) 0,033 52
19M(2) 0,066 7 66,66666667
20M(2) 0,041 5.8

Média Total 0,05545 6,58 42,56198347
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1S(1) 0,015 42 75
25(1) 0,015 41
3S(1) 0,011 3,6 100
48(1) 0,009 32
55(1) 0,007 3
6S(1) 0,012 3,6 66,66666667
7S(1) 0,007 3 100
8S(1) 0,005 2,7 100
9s(1) 0,014 42
10S(1) 0,011 3,5
11S(1) 0,016 43 66,66666667
125(1) 0,013 3,9 100
13S(1) 0,01 3,7 33,33333333
14S(1) 0,006 2,7 83,33333333
15S(1) 0,013 4
165(1) 0,008 32 100
17S(1) 0,01 3,6 75
18S(1) 0,013 3.9
19S(1) 0,007 3,1
20S(1) 0,017 43
21S(1) 0,004 2.4
225(1) 0,006 2,9 75
235(1) 0,007 3

S 245(1) 0,027 5,1 100

L 258(1) 0,01 3,2

O 26S(1) 0,009 3.2

A% 275(1) 0,015 4
28S(1) 0,011 3.8
295(1) 0,013 3.9
30S(1) 0,009 3,5 100
318(1) 0,007 2,9 0
328(1) 0,005 2,8
338(1) 0,009 32 100
34S(1) 0,01 3,5 100
358(1) 0,013 4 100
36S(1) 0,006 2,9 100
37S(1) 0,006 2,9
38S(1) 0,008 32 0
395(1) 0,012 3,8 100
40S(1) 0,004 2.4 0
415(1) 0,009 3,3
425(1) 0,005 2,6
435(1) 0,006 2,8
445(1) 0,007 3
455(1) 0,008 3.3
46S(1) 0,007 3,1
475(1) 0,005 2,5
48S(1) 0,009 32
495(1) 0,006 2,7

Média Total 0,0096327 | 3,365306122 78,68852459

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais



Joana Sousa — Estudo da potencial relagdo da aneuploidia com a condig@o fisiologica e o crescimento na
améijoa-boa Ruditapes decussatus

Tabela A.Il- Medi¢des biométricas, percentagens de ancuploidia e respectivas médias finais
todos os grupos, ja com o reconhecimento de ‘outliers’, em T;.

Tipo Animal | Peso (g)| COMPTIMENO o/ A peuploidia
(mm)
1F(2) 1,9248 21,08 0
2F(2) 1,6443 19,84 0
3F(Q2) 1,4985 18,71 18,60465116
4F(2) 1,2772 18,47 0
5F(2) 1,3094 19,9 40
7F(Q2) 0,5624 13,52 0
9F(2) 0,451 12,5
11F(2) 1,1476 18,68 5,882352941
F 12F(2) 1,0102 17,44 20
A 13F(2) 1,236 18,28 0
S 14F(2) 0,9371 16,43 33,33333333
T 15F(2) 0,7897 15,66 21,42857143
16F(2) 0,9005 16,56 12,5
17F(2) 1,0345 17,53 22,22222222
18F(2) 0,9671 16,98 36,36363636
19F(2) 1,1503 18,29 20
20F(2) 1,3282 18,85 25
21 F(2) 1,0314 17,25 20
22F(2) 1,0832 17,54 37,5
Média Total | 1,1201789| 17,55315789 18,71345029
IM(2) 0,4548 12,87 28,57142857
2M(2) 0,2766 10,42 0
3M(2) 0,6485 14,4 27,27272727
AM(2) 0,2475 9,68 30
5M(2) 0,4086 12,07 16,66666667
6M(2) 0,2945 10,96 16,66666667
TM(2) 0,7964 15,78 13,33333333
8M(2) 0,4066 12,38 0
9M(2) 0,296 10,72 30,76923077
10M(2) 0,4173 12,5 40
M 11M(2) 0,3935 12,48 100
E 12M(2) 0,4026 12,15 83,33333333
D 13M(2) 0,6284 14,87 39,28571429
1 14M(2) 0,2039 9,63 0
U 15M(2) 0,1772 8,54 20
M 16M(2) 0,2705 10,95 40
17M(2) 0,2915 10,94 33,33333333
18M(2) 0,2927 11,02 0
19M(2) 0,1988 9,07 100
20M(2) 0,2955 10,85 0
21M(2) 0,2399 9,81
22M(2) 0,3963 12,08 36,36363636
6F(2) 0,3441 11,36 0
8F(2) 0,3261 11,21 25
10F(2) 0,4146 12.10
Média Total | 0,364896 | 11,53083333 31,25

dos individuos de
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1S(1) 0,0528 5,32
2S(1) 0,0561 6,51 80
3S(1) 0,0558 5,52 66,66666667
4S(1) 0,0781 6,6 100
5S(1) 0,1049 7,27 42,85714286
6S(1) 0,0481 523
7S(1) 0,0423 4,76
8S(1) 0,0463 4,94 50
9S(1) 0,0539 5,38 0
10S(1) 0,0527 5,62
11S(1) 0,0497 5,14
12S(1) 0,0698 6,29 0
13S(1) 0,0564 5,53 75
14S(1) 0,045 5,22
15S(1) 0,0611 5,58
16S(1) 0,0533 53
17S(1) 0,1184 7,62 40
18S(1) 0,0536 5,48 40
19S(1) 0,0636 5,85
20S(1) 0,0484 5,54
21S(1) 0,0394 4,82 33,33333333
22S(1) 0,0566 5,59 43,75
23s() 0,0434 4,44
24S5(1) 0,1213 7,92
25S(1) 0,0532 5,38
26S(1) 0,0856 6,6
27S(1) 0,0959 7,1
28S(1) 0,0771 6,27 50
29S(1) 0,0683 6,16 50
S 30S(1) 0,0576 5,54 80
L 31S(1) 0,1551 8,28 100
o 32S(1) 0,0376 4,73
33S(1) 0,0745 6,04 57,14285714
W 34S(1) 0,0489 5,28
35S(1) 0,0869 6,68
36S(1) 0,0719 6,37 50
37S(1) 0,0693 5,9
38S(1) 0,0645 5,89
39S(1) 0,061 5,9
40S(1) 0,0689 6,53
418(1) 0,0628 5,8 40
425(1) 0,0517 6,01
43S(1) 0,0663 5,14 50
44S(1) 0,0566 6,13 100
45S(1) 0,0535 6,62
46S(1) 0,0638 6,8
47S(1) 0,0504 6,53 100
48S(1) 0,0551 6,62 60
49S(1) 0,0554 6,68 66,66666667
50S(1) 0,0422 6,04
51S(1) 0,0334 5,53
52S(1) 0,0316 6,32
53S(1) 0,034 5,63
54S(1) 0,0127 3,89 0
55S(1) 0,0216 4,63
56S(1) 0,0162 4,24
57S(1) 0,0055 3,02
58S(1) 0,0098 4.4
598(1) 0,016 4,73 50
60S(1) 0,0107 4,13
61S(1) 0,0104 4,17 100
62S(1) 0,0161 4,59
Meédia Total | 0,0552113 5,705967742 56,14035088
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Tabela A.III- Medi¢des biométricas, percentagens de aneuploidia e respectivas médias finais dos individuos de
todos os grupos, ja com o reconhecimento de ‘outliers’, em T,

Tipo | Animal |Peso (g)| CO™PTENO |0/ Ancuploidia
(mm)
1F(2) 1,4395 19,43 8,333333333
2F(2) 1,8096 20,98 30|
3F(2) 1,8824 20,83 8,771929825
4F(2) 0,9412 16,65 0
5F(2) 2,0349 22,6 5
6F(2) 0,8599 15,77 18,75
TF(2) 1,4258 18,33 16,66666667
8F(2) 1,3797 18,5 25
9F(2) 1,1846 17,62 0
10F(2) 0,9438 15,84 66,66666667
F 11F(2) 0,8142 15,04 21,42857143
A 13F(2) 2,36 23,41 20
S 14F(2) 1,2363 17,91 12,5
T 15F(2) 1,5404 19,56 14,28571429
16F(2) 1,4878 19,82 41,37931034
17F(2) 1,6739 20,03 0
18F(2) 0,8153 15,12 0
19F(2) 0,9299 16,21 0
20F(2) 1,2121 16,89
22F(2) 1,6531 19,88 34,21052632
14M(2) 0,9336 16,38 42,85714286,
15M(2) 1,2859 18,36 66,66666667
17M(Q2) 0,9152 16,23 28,57142857
Média Total | 1,3373522 18,32130435 20,59701493
IM(2) 0,7293 14,48 23,52941176)
2M(2) 0,7077 14,9 20
3IM(2) 0,3028 10,61
4M(2) 0,3767 11,84 29,41176471
5M(2) 0,3678 11,66 13,33333333
6M(2) 0,5825 13,36 33,33333333
TM(2) 0,7952 15,26
8M(2) 0,2195 9,33 40
M OM(2) 0,6931 14,7 35,71428571
E 10M(2) 0,7018 14,48 57,14285714
D 11M(Q) 0,651 14,67 66,66666667
1 12M(2) 0,1924 8,76 0
19] 13M(2) 0,6252 14,15 100
M 16M(2) 0,6377 13,65
18M(2) 0,4278 12,01 33,33333333
19M(2) 0,653 14,42 0
20M(2) 0,251 10,02
21IM(Q2) 0,6039 13,85 33,33333333
22M(2) 0,5576 13,64 25
12F(2) 0,6631 14,31 16,66666667
21F(2) 0,5992 13,88 18,18181818
Média Total | 0,539919 13,04666667 37,5

Vi
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1S(1) 0,0576 5,67 0
2S(1) 0,0191 421
3S(1) 0,0853 6,68
4S(1) 0,06 5,56
5S8(1) 0,0184 2,91 0
6S(1) 0,0239 3,99 66,66666667
7S(1) 0,1042 7,13 66,66666667
8S(1) 0,0198 3,33
9S(1) 0,0169 4,68
10S(1) 0,0193 3,94 16,66666667
11S(1) 0,0347 4.6 50
12S(1) 0,023 4,72
13S(1) 0,0324 43
14S(1) 0,1237 7,58 42,85714286
15S(1) 0,0289 3,93 33,33333333
16S(1) 0,0378 4,98 100,
17S(1) 0,0341 43
18S(1) 0,0328 4,96
19S(1) 0,0198 3,76
20S(1) 0,0191 3,35
21S(1) 0,0361 4,74
22S(1) 0,0274 3,86 0
233(1) 0,0231 4,02
24S(1) 0,0487 5,13
25S(1) 0,0625 5,83
26S(1) 0,0837 6,43
27S(1) 0,0212 3,82
28S(1) 0,0308 3,9
S 29S(1) 0,0787 6,09
L 30S(1) 0,0509 4,92
o 31S(1) 0,0109 2,38
32S(1) 0,0393 4,83 0
w 33S(1) 0,0289 4,17
343(1) 0,0367 4,28 0
35S(1) 0,0556 5,42 50
36S(1) 0,0377 4,53 0
37S(1) 0,0093 2,57 27,77777778
38S(1) 0,0308 432
39S(1) 0,0215 3,86
40S(1) 0,0096 2,54 70
418(1) 0,032 4,22 0
425(1) 0,0217 3,41
43S(1) 0,0171 2,97 100,
44S(1) 0,011 1,85
45S8(1) 0,0412 4,35 100,
46S(1) 0,0522 4,94 58,33333333
47S(1) 0,0136 2,65 100
48S(1) 0,0203 3,66
498(1) 0,0341 4,45
50S(1) 0,046 4,92
51S(1) 0,0141 2,97
52S(1) 0,0293 4,23
53S(1) 0,0102 2,89
54S(1) 0,0325 4,17
55S(1) 0,0304 3,88
56S(1) 0,0147 3,03
57S(1) 0,0419 5.3
58S(1) 0,0156 2,95
595(1) 0,0141 3,11
60S(1) 0,006 1.73
Meédia Total | 0,0342033 4,273275862 41,37931034

Vii
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Tabela A.IV- Percentagem de perda nos diferentes pares cromossdmicos que apresentaram cromossomas
ausentes. A negrito encontram-se representados os pares com uma perda preferencial em casos de
aneuploidia, na espécie R. decussatus.
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caridtipos aneuploides % de perda

P naa [ ane5 | 2n=36 | 2ne37 | Totl | 0 "™ (96 2n=34]%% 2n=35|% 2n=36]%% 2137
1 4 2 3 2 11 36,6667 80 40 30 20

5 0 1 0 0 1 3,33333 0 20 0 0

6 4 1 2 1 8 26,6667 80 20 20 10

7 3 1 1 0 5 16,6667 60 20 10 0

8 0 1 0 0 1 3,33333 0 20 0 0

9 1 0 2 0 3 10 20 0 20 0
10 0 1 0 0 1 3,33333 0 20 0 0
12 2 2 5 3 12 40 40 40 50 30
13 1 0 0 0 1 3,33333 20 0 0 0
14 0 1 0 0 1 3,33333 0 20 0 0
15 1 0 0 1 2 6,66667 20 0 0 10
17 0 1 0 0 1 3,33333 0 20 0 0
19 3 1 7 3 14 46,6667 60 20 70 30

Total cari6tipos 5 5 10 10

viii
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Tabela A.V- Coeficientes de correlagdo das relagdes encontradas entre os varios pardmetros estudados.

Comprimento Bioquimica} - — -
Peso (@) (mm) 1.C. Proteinas | H.C. AR.L. |Polissacarideos Llpld_os Lipidos Fosfolipidos Valf)r_ Aneuploidia
totais Neutros energético
Peso (g) 1,000 0,952 0,650 -0,390 -0,448 -0,220 -0,307 -0,019 -0,659 0,685 -0,438 -0,648
Comprimento (mm) (0,952 ** 1,000 0,778 -0,400 -0,376 -0,081 -0,338 -0,052 -0,702 0,684 -0,418 -0,781
1.C. 0,650 0,778 * 1,000 -0,626 -0,122 0,154 -0,292 0,278 -0,368 0,802 -0,243 -0,787
Proteinas -0,390 -0,400 -0,626 1,000 0,110 -0,104 0,302 -0,252 0,190 -0,573 0,484 0,372
H.C. -0,448 -0,376 -0,122 0,110 1,000 0,716 0,458 0,484 0,583 0,073 0,729 0,525
_S AR.L. -0,220 -0,081 0,154 -0,104 0,716 * 1,000 -0,269 0,524 0,489 0,232 0,567 0,111
E | Polissacarideos [-0,307 -0,338 -0,292 0,302 0,458 -0,269 1,000 -0,108 0,056 -0,218 0,212 0,435
§' Lipidos totais |-0,019 -0,052 0,278 -0,252 0,484 0,524 -0,108 1,000 0,726 0,668 0,666 0,113
[ Lipidos Neutros |-0,659 * ]-0,702 * -0,368 0,190 0,583 0,489 0,056 0,726 * 1,000 -0,027 0,809 0,595
Fosfolipidos 0,685 * 0,684 * 0,802 ** 1-0,573 0,073 0,232 -0,218 0,668 * -0,027 1,000 0,093 -0,479
Valor energético |-0,438 -0,418 -0,243 0,484 0,729 * 0,567 0,212 0,666 * 0,809 ** {0,093 1,000 0,484
Aneuploidia -0,648 -0,781 * -0,787 * 10,372 0,525 0,111 0,435 0,113 0,595 -0,479 0,484 1,000
* = 0,01<p<0,05
% = p<0,01
Nivel de significAncia = 7
ix
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