UNIVERSIDADE DE EVORA
EscoLA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Mestrado em Zootecnia

Dissertacgao

Relagao entre a condig¢ao corporal e fisiologica do lagostim vermelho da
Louisiana (Procambarus clarkii) e a degradagao ambiental do meio

Mauro Miguel Guerra Soares

Orientadora:
Professora Doutora Maria Antdnia Pacheco llhéu

Outubro de 2012



Mestrado em Zootecnia

Dissertacgao

Relagao entre a condig¢ao corporal e fisiologica do lagostim vermelho da
Louisiana (Procambarus clarkii) e a degradagao ambiental do meio

Mauro Miguel Guerra Soares

Orientadora:
Professora Doutora Maria Antdnia Pacheco llhéu

Outubro de 2012






Relacdo entre a condicéo corporal e fisiologica do Lagostim vermelho
da Louisiana (Procambarus clarkii) e a degradacido ambiental do meio

Resumo

O lagostim vermelho da Louisiana, Procambarus clarkii (Girard 1852), encontra-se
amplamente distribuido por todo o Mundo e em locais com diversos niveis de qualidade
ambiental.

Neste trabalho, pretendeu-se avaliar a resposta fisiolégica de P. clarkii a diferentes condi¢6es de
degradacdo ambiental, através da condigdo corporal, indice hepatossomatico e coloracdo do
hepatopancreas.

A sobrevivéncia e resposta fisiologica de P. clarkii sujeito a condigdes de hipoxia foram
avaliadas em condicGes laboratoriais. Adicionalmente analisaram-se individuos da mesma
espécie, provenientes de diversos locais com diferentes condi¢cGes ambientais.

Verificou-se que condi¢Bes de hipoxia moderada (3-5mg/L) ndo afetam a taxa de sobrevivéncia,
o0 crescimento e a condi¢do corporal e hepatossomatica de P. clarkii. Individuos provenientes de
massas de agua com elevada degradacdo apresentam significativamente maior dimensdo e
condicdo corporal. O indice hepatossomatico assim como a cor do hepatopancreas apresentam
correlagdo com modificacdes hidro-morfoldgicas causadas por a¢do humana.

Os resultados obtidos enfatizam a elevada tolerancia de P. clarkii a condi¢cbes ambientais de
elevado constrangimento assim como demostram que esta espécie beneficia de condigdes

ambientais degradadas.



Relation between body and physiological condition of red crayfish

(Procambarus clarkii) and environmental degradation

Abstract

The Louisiana red crayfish, Procambarus clarkii (Girard 1852), is widely distributed throughout
the world, being found in habitats with various levels of environmental quality.

This study, aims to evaluate the physiological response of P. clarkii to environmental
degradation through the body condition and hepatosomatic indexes and the color of the
hepatopancreas.

The survival and physiological response of P. clarkii under hypoxia was assessed in laboratory
conditions. Additionally individuals of P. clarkii from several habitats with different
environmental conditions were analyzed.

It was found that conditions of moderate hypoxia (3-5mg / L) did not affect survival, growth
and body and hepatossomatic condition of P. clarkii. Moreover, individuals from degraded
water bodies presented significantly higher body size and condition the hepatosomatic index
and the color of the hepatopancreas correlate with hydro-morphological changes caused by
human action.

This study demonstrates and emphasizes the great adaptability of this species to a wide range of

environmental conditions as well as a high resistance to habitat degradation constrains.
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Introducao

O Lagostim Vermelho do Louisiana, Procambarus clarkii (Girard 1982), é uma espécie natural
da América do Norte, distribuindo-se do sul de Illinois a fronteira do México e para leste até a
Florida ocorrendo ainda no Norte do México, da costa ocidental do Golfo da Califérnia até a
costa do Atlantico (Laurent & Forest 1979).

Atualmente, como resultado de introduc¢fes por acdo humana, pode encontrar-se
em todos os continentes a excecdo da Antartida (Huner & Avault 1979; Holdich
1987; Hobbs et al. 1989; Gherardi et al. 2002).

O primeiro registo de P. clarkii em Portugal ocorreu em 1979 no Rio Caia, na bacia
hidrogréfica do rio Guadiana (Ramos & Pereira 1981 in Anasticio 1993), desconhecendo-se a
data exata e 0 objetivo da sua introducdo, podendo ter ocorrido de uma infestacdo natural no
territorio nacional apds uma réapida expansdo no sul de Espanha. Em 1986 j& se encontrava
amplamente distribuido no sul de Portugal, nomeadamente nas bacias hidrogréaficas de
Guadiana, Tejo e Sado. Em 1987 foi detetado na regido inferior do rio Mondego (Anastacio
1993) e em 1990-1991 foi considerado responsavel por perdas significativas na producdo de
arroz, causado sobretudo por danos no sistema de irrigagdo devido ao comportamento de
escavagdo da especie (Gutiérrez-Yurrita et al. 1999; Ilhéu et al. 2003). A introducéo desta
espécie pode causar impacto sobre os ecossistemas (Fishar 2006), sendo inclusivamente
considerado como uma das maiores ameacas para espécies indigenas (Gherardi & Holdich
1999). O seu potencial invasor depende de um conjunto de fatores biolégicos, ecoldgicos e
etologicos e relaciona-se com a sua capacidade para desenvolver populacfes em contextos
ambientais muito diversos, grande plasticidade do seu ciclo bioldgico, maturacdo sexual
precoce, rapida taxa de crescimento, elevada fecundidade e resisténcia a doencas (Gherardi et
al. 1999; Lindqvist & Huner 1999; Aquiloni et al. 2005). Em Portugal, P. clarkii pode ser
encontrado em ribeiras, rios, riachos e barragens. O estado de degradacdo dos habitats
aquaticos, aparentemente ndo é um problema para o estabelecimento e desenvolvimento desta
espécie, visto ter uma grande capacidade de resisténcia e adaptacao (Ilhéu et al. 2003). De facto
P. clarkii ocorre frequentemente em locais com grande disponibilidade de matéria organica, o
que podera estar associado ao seu comportamento detritofago (Ilhéu & Bernardo 1995).

A energia e os recursos obtidos do meio ambiente sob a forma de nutrientes sdo distribuidos
entre manutencao, crescimento e reproducdo (Tytler & Calow 1985). As taxas de crescimento e
o esforco reprodutivo sdo sumariamente um resultado da quantidade de recursos que 0s
organismos sdo capazes de distribuir para estes caminhos metabdlicos apds terem sido

satisfeitas as necessidades bésicas de manutencdo. Geralmente, 0s organismos armazenam



recursos extra em tecidos especificos para serem utilizados posteriormente, quando as condicoes
ambientais propiciarem tanto a reprodugdo como o crescimento. Nos crustaceos, a glandula
digestiva ou hepatopancreas serve como o principal 6rgdo onde 0s recursos energéticos sao
armazenados (Jussila 1999). Segundo Mazlum (2005), o hepatopancreas é o local chave para a
reserva de energia no lagostim. Num lagostim saudavel, o hepatopancreas podera representar
cerca de 10-15% da biomassa corporal himida (Huner et al. 1997). Os mesmos autores indicam
gue o lagostim reserva grandes quantidades de energia no seu hepatopancreas para 0
desenvolvimento dos ovos e para a sua sobrevivéncia durante o periodo em que se encontram
refugiados em tocas (Huner, 1989). Devido a esta razdo, o teor himido do hepatopancreas tem
sido utilizado como um bom indicador da condigdo corporal do individuo (Lindqvist &
Louekari 1975; Huner et al. 1985; Lowery 1988; McClain 1995b; Jussila & Mannonen 1997;
Mazlum, 2005). Alguns estudos (de lagostins e outras espécies) tém utilizado a avaliacdo da cor
do hepatopéancreas como uma medida expedita para avaliar o conteido energético do mesmo e
como tal util para classificar a condigdo corporal de cada individuo. Para que esta avaliagdo seja
possivel, diversos autores tém tentando relacionar o teor himido do hepatopancreas com a sua
coloragdo, utilizando para essa fungdo, escalas de cor comparativas (Endo & Kadoya 1991;
Hasek & Felder 2005, 2006; Van der Ham & Huner, 2006). Os resultados obtidos tém sugerido
que a coloragdo do hepatopéncreas possa estar diretamente relacionada com fatores tais como o
stress nutricional e a flutuagdo de alimento (Hasek & Felder 2005) e outros como diferengas na
qualidade da agua e dos sedimentos dos locais em que os individuos se encontram (Van der
Ham & Huner, 2006). Contudo, ainda ndo existem padrdes de cores definidos através dos quais

se possa avaliar a condicdo do hepatopancreas e respetivamente a sua condigéo corporal.

O objetivo principal deste trabalho consiste em verificar se existe uma relacdo entre a condicéo
corporal e fisiologica do lagostim e as condi¢gdes ambientais das massas de agua e discutir
posteriormente de forma preliminar, o potencial da espécie como bioindicador de degradacéao
ambiental. Este trabalho é composto por duas fases distintas: uma fase experimental em que se
realiza um ensaio em condi¢des controladas de oxigénio, cujo objectivo consiste em avaliar as
respostas eco-fisiologicas de P. clarkii sujeito a condi¢cGes de hipoxia; a segunda fase deste
trabalho, consiste na anélise da condicdo corporal e hepatossomatica de individuos provenientes
de massas de agua com diferentes condi¢Ges ambientais, nomeadamente degradacgao. Os indices
de condigdo corporal e hepatossomaticos serdo testados como variaveis de resposta as condi¢des

ambientais.



1 Estado da arte

Esta revisdo do Estado da arte foca-se ndo s6 em estudos realizados com Procambarus clarkii
(Girard 1852), mas também em estudos no dmbito da qualidade ambiental dos meios aquéticos,

com referéncia a outras espécies de crustaceos.

1.1 Avaliagdo da qualidade ambiental dos ecossistemas aquaticos

Segundo Alba-Tercedor (1996), o termo qualidade, referindo-se a 4guas continentais, ndo é um
conceito absoluto nem de fécil definicdo. Pelo contrario, € um conceito relativo que depende do
destino final do recurso.

Ao avaliar a qualidade das 4guas mediante o estudo da composigéo e estrutura das comunidades
de organismos, surge o termo qualidade ecoldgica. Considera-se que um meio aquético
apresenta uma boa qualidade ecoldgica quando possui caracteristicas naturais que permitem o
desenvolvimento de comunidades de organismos que Ihes sdo prdprias (Alba-Tercedor 1996).
Os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de maneira significativa devido a maultiplos
impactos ambientais resultantes de atividades humanas relacionadas com a explora¢do mineira,
a construgdo de barragens e represas, a retificacdo e desvio do curso natural dos rios, o
lancamento de efluentes domésticos e industriais ndo tratados, opera¢des de limpezas das matas
e uso inadequado do solo em regides riparias e planicies de inundacédo, exploracdo de recursos
piscatdrios e introducao de espécies exdticas (Goulart & Callisto 2003).

Os ecossistemas aquaticos recebem materiais, sedimentos e poluentes de toda a sua bacia de
drenagem, refletindo a utilizacdo e ocupagdo do solo nas areas vizinhas. Os principais processos
de degradacdo, resultantes das atividades humanas nas bacias de drenagem, causam o
assoreamento e homogeneizacdo do leito dos rios, diminuigdo da diversidade de habitats e micro
habitats e eutrofizacdo artificial (enriquecimento por aumento nas concentracdes de fosforo e
azoto e consequente perda de qualidade ambiental) (Callisto & Gongalves 2002).

O resultado destas perturbagfes tem-se traduzido numa queda acentuada da biodiversidade
aquética, em funcdo da alteracdo do ambiente fisico, quimico e alteragdes na dindmica e
estrutura das comunidades biol6gicas (Callisto et al. 2001b). Tradicionalmente, a avaliacdo de
impactos ambientais em ecossistemas aquéaticos tem sido realizada através da medicdo de
alteracbes nas concentracBes de varidveis fisicas e quimicas, principalmente através da
aplicacdo de diferentes protocolos de avaliagdo, indices bioldgicos e multimétricos, tendo como

base a sua resposta a alteragfes na qualidade de agua e no habitat. (Barbour et al. 1999). Estes



sistemas de monitorizagdo, juntamente com a avaliagdo de varidveis microbioldgicas
(coliformes totais e fecais), constitui-se como ferramenta fundamental na classificacdo e
enquadramento das massas de &gua em classes de qualidade de agua e padrdes de potabilidade e
qualidade das aguas balneares (Goulart & Callisto 2003).

A monitorizacdo de varidveis fisicas e quimicas traz algumas vantagens na avaliacdo dos
impactos ambientais em ecossistemas aquaticos, tais como: identificacdo imediata de
modificacdes nas propriedades fisicas e quimicas da &gua; detecdo precisa da varidvel
modificada e determinacdo destas concentragdes alteradas. Entretanto este sistema apresenta,
algumas desvantagens, tais como a descontinuidade temporal e espacial das amostragens. A
amostragem de variaveis fisicas e quimicas fornece somente uma fotografia momenténea do que
pode ser uma situacdo altamente dinamica (Whitfield 2001). Em funcéo da autodepuracao e do
fluxo unidirecional de sistemas léticos, os efluentes sélidos carregados por drenagens pluviais
para o interior de ecossistemas aquaticos podem ser diluidos (dependendo das concentracdes e
tamanho do rio) antes da data da colheita das amostras ou causarem poucas modifica¢cbes nos
valores das varidveis. Além disso, a monitorizacéo fisica e quimica da dgua é pouco eficiente na
detecdo de alteracOes na diversidade de habitats e micro-habitats e insuficiente na determinacgao
das consequéncias da alteracdo da qualidade da &dgua sobre as comunidades bioldgicas (Goulart
& Callisto 2003).

Por outro lado, as comunidades biol6gicas refletem a integridade ecol6gica total dos
ecossistemas (ex. integridade fisica, quimica e bioldgica), integrando os efeitos dos diferentes
agentes e fornecendo uma medida agregada dos impactos (Barbour et al. 1999). As
comunidades bioldgicas de ecossistemas aquaticos sdo compostas por organismos que
apresentam adaptaces evolutivas a determinadas condi¢des ambientais e apresentam limites de
tolerancia a diferentes alteracGes das mesmas (Alba-Tercedor 1996). Desta forma, a
monitoriza¢do bioldgica, constitui-se como uma ferramenta na avaliacdo das respostas destas
comunidades bioldgicas a modificagdes nas condicdes ambientais originais (Goulart & Callisto
2003).

Em consequéncia, a utilizacdo de indicadores biol6gicos apresentam a vantagem de refletir as
condigdes existentes num periodo anterior ao da amostragem, enquanto os métodos tradicionais
oferecem apenas uma visdo da situagdo pontual do estado das &guas no momento da
amostragem. Dito de outro modo, mediante as andlises fisico-quimicas da agua retirada de um
determinado ponto obtém-se uma imagem fixa (fotografia) da situagdo existente no momento
em que foi retirada a amostra; pelo contrério, através do estudo de bioindicadores pode-se obter
uma imagem retrospetiva (filme) do que sucedeu num periodo anterior. Existem vantagens
econdmicas, uma vez que prestando atengdo a relacdo custo/beneficio, estes métodos resultam
ser altamente vantajosos (Ohio EPA 1987; Brinkhurst 1993, in Alba-Tercedor 1994).



1.2 Utilizac&o de bioindicadores

Bioindicadores sdo espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas cuja presenga,
quantidade e distribuicdo, indicam a magnitude de impactos ambientais num ecossistema
aquatico e na sua bacia de drenagem (Callisto & Gongalves 2002). A sua utilizacdo permite a
avaliagdo integrada dos efeitos ecoldgicos causados por multiplas fontes de poluicdo. Além
disso, a utilizacdo de bioindicadores é mais eficiente do que medidas instantaneas de parametros
fisicos e quimicos (ex. temperatura, pH, nivel de oxigénio dissolvido, teores totais e dissolvidos
de nutrientes, etc.) que sdo normalmente medidos no campo e utilizados para avaliar a qualidade
das aguas. A Agéncia de Controlo Ambiental dos Estados Unidos (U.S. Environmental
Protection Agency — USEPA) e a Directiva Quadro Agua da Uni&o Europeia (2000/60/CE)
recomendam a utilizacdo de bioindicadores como complemento as informacBes sobre a
qualidade das aguas (Callisto et al. 2010).

Na vigilancia e controlo da contaminagéo, com base em organismos bioindicadores, existe um
grande nuimero de metodologias que utilizam uma ampla variedade de organismos: bactérias,
protozoarios, algas, macrofitos, macroinvertebrados, peixes, entre outros (De Pauw et al. 1992,
in Alba-Tercedor 1996). As espécies indicadoras da qualidade ambiental poderdo ser bem
sucedias como espécies individuais ou através da associacdo de espécies (Cook 1976 e Cairns
1983, in Caro & O’Doherty 1999). Em ambos os casos é importante que se saiba informacéo
suficiente acerca da sua histéria natural, particularmente os efeitos ecoldgicos que afetam as
taxas de crescimento das suas populagdes, uma vez que as alteracdes nas popula¢des necessitam
estar relacionados com fatores ambientais especificos (Pearson & Cassola 1992 e Kremen 1992
in Caro & O’Doherty 1999). Siemann et al. (1996) indica inclusivamente que, as espécies mais
pequenas sdo mais bem-sucedidas como indicadores de qualidade ambiental dado serem mais
sensiveis a perturbacdes ambientais, do que espécies maiores. Além disso, as espécies mais
pequenas vulgarmente tém geracGes com duragdes mais curtas, um atributo que as torna mais
sensiveis aos efeitos da poluicdo ou perturbagdes ambientais, uma vez que os ciclos de vida dos
juvenis serdo mais frequentemente sujeitos a agressées ambientais (Blus et al. 1974, in Caro &
O’Doherty 1999). Espécies com ciclos reprodutivos e taxas de crescimento populacionais
rapidos, poderdo demonstrar uma resposta mais rapida a situagdes de stress ambiental do que
espécies com ciclos reprodutivos mais lentos. Espécies com elevadas taxas metabdlicas —
usualmente de menores dimens@es — incorporam poluentes ambientais mais rapidamente do que
espécies com taxas metabolicas mais baixas (Walker 1983 in Caro & O’Doherty 1999). As
espécies tornam-se mais faceis de monitorizar se tiverem grandes populagdes. Se tiverem um
amplo alcance geogréfico, poderdo fornecer dados de tendéncias populacionais ou de

perturbacdo do habitat, uma vez que a sua sobrevivéncia e reproducdo num local podera ser



extrapolada ao longo de uma larga area geografica (Pearson 1995). Se as espécies estiverem
restringidas a determinados habitats, irdo fornecer informacao especifica acerca das alteragdes
ambientais nesse habitat (Caro & O’Doherty 1999).

1.3 Utilizag&o de espécies invasoras como bioindicadores

As invasbes bioldgicas em habitats dulciaquicolas ocorrem acidentalmente ou atraves da
introducdo deliberada de organismos associados a aquacultura, pesca desportiva, transporte
passivo atraves de barcos, fins ornamentais e através de canais e corredores abertos por
humanos (Vila & Garcia-Berthou 2010). Nos habitats dulciaquicolas europeus, sdo dados como
introduzidas cerca de 296 espécies de invertebrados exaéticos, maioritariamente crustaceos, e
cerca de 136 espécies de peixes exoticos (Gherardi et al. 2009).

Um dos desafios conceptuais do estudo das invasfes bioldgicas, consiste em entender se as
espécies invasoras sdo condutoras da diminuigcdo de biodiversidade ou uma consequéncia de
outros mecanismos de degradacdo ambiental tais como a degradacdo do habitat ou poluicdo
(Didham et. al. 2005 in Vila & Garcia-Berthou 2010). Em termos praticos, contudo, ambos 0s
casos sdo bons motivos para monitorizar as espécies exdéticas. Um aumento na abundancia e
area de distribuicdo de espécies exoticas podera estar associado a degradacdo ambiental
(Kennard et al. 2005 in Vila & Garcia-Berthou 2010). Outra boa razédo para escolher as espécies
exoticas como espécies alvo de monitorizagdo, consiste no facto de que as populagdes
introduzidas ndo possuem, geralmente, qualquer valor conservacionista, mas sim o oposto. Para
estudar ou monitorizar substancias quimicas perigosas, tais como pesticidas, ou metais pesados,
que é obrigatorio de acordo com diversas leis europeias, 0s organismos dulgaquicolas
(geralmente peixes) necessitam de ser sacrificados. Para este fim, torna-se eticamente menos
preocupante e mais pratico, a utilizacdo de espécies exdticas ao invés das espécies nativas (Vila
& Garcia-Berthou 2010).

As espécies que podem atuar como indicadoras do estado dos ecossistemas oferecem entdo uma
ferramenta valiosa na gestdo dos recursos naturais. Varias espécies foram estudadas e sugeridas
como indicadores bioldgicos da qualidade da &gua em habitats I6ticos.

Nas Gltimas décadas, cientistas e gestores ambientais da Europa, tém demonstrado especial
interesse nas espécies de lagostim, parcialmente devido ao drastico declinio das populagdes de
espécies nativas (Vigneux & Souty-Grosset 2000), mas também devido a sua importancia social
e econdmica em varios paises (Reynolds & Souty-Grosset 2003). Varias espécies de lagostim
tém sido sugeridos como bioindicadores da qualidade da agua na Europa e pelo menos uma
espécie (Austropotamobius pallipes) tem sido estudada para determinar a sua tolerancia a
poluicdo e o seu potencial como bioindicador (Gallagher 2002, Demers & Reynolds 2003,
Lyons & Kelly-Quinn 2003 e Trouilhé et al. 2003 in Demers et al. 2006). A maioria dos estudos



de campo, envolvem a analise quimica do contetdo de metais nos tecidos dos lagostins,
fornecendo pouca informagéo acerca das patologias derivadas da exposi¢do a metais pesados
(Dickson et al. 1979, Finerty et al. 1990, King et al. 1999, MacFarlane et al. 2000 e Rowe et al.
2001 in Geiger et al. 2005). Rainbow & White (1989) e Geiger et al. (2005) referem que, de
facto, o lagostim é capaz de regular eficazmente a concentragdo de metais pesados nos seus
tecidos e de remover alguns contaminantes dos seus 6rgaos internos e musculos, dependendo
das suas necessidades fisioldgicas. Esta acdo é conseguida através de excrecdo (fezes) e/ou
armazenamento no hepatopancreas — considerado o 6rgdo de acumulacdo de metais e
desintoxicagdo (Alikhan et al. 1990; Anderson et al. 1997a,b; Naqvi et al. 1998) — branquias e
exosqueleto (Anderson & Brower 1978; Naqvi et al. 1990; Wright et al. 1991). Estudos
anteriores tém abordado a acumulacdo de contaminantes em tecidos de variedades de lagostim
com diferentes concentragfes e tempos de exposi¢do, tanto no campo (Anderson & Brower,
1978: Pb em Orconectes virilis; Roldan & Shiver, 1987: Fe, Pb em Orconectes propinguus;
Alikhan et al. 1990: Cu, Ni em Cambarus bartoni; Keenan & Alikhan 1991: Pb and Cd em
Cambarus bartoni; Khan et al.1995: Pb, Cd, Cu, Zn, Co, Ni, Hg em Orconectes virilis; Currie et
al. 1998: Cd em Orconectes virilis; Schilderman et al. 1999: PCBs, PAHSs, Zn, Cu, Pb, Cd em
Orconectes limosus) como no laboratério (Alikhan et al. 1990: Cu, Cd, Fe, Mn, Ni, Zn em
Cambarus bartoni; Meyer et al. 1991: Cu em Cherax destructor).

P. clarkii foi utilizado como bioindicador de contaminantes organicos em experiéncias
realizadas em condigOes laboratoriais (Foster & Crosby 1986, Blat et al. 1988 e Barron et. al.
1991 in Alcorlo et al. 2006) e de poluicdo por metais devido a capacidade de acumular metais
(ex. chumbo e cadmio) nos seus tecidos, refletindo niveis ambientais desses metais (Dias-
Mayans et al. 1986; Pastor et al. 1988; Devi et al. 1996; Anderson et al. 1997b; Bollinger et al.
1997; in Alcorlo et al. 2006). Outras caracteristicas também contribuem para que P. clarkii seja
uma espécie modelo indicador (ex. populagdes abundantes, distribuicdo vasta e um estilo de
vida relativamente sedentério) (Sanchez-Lopez et al. 2004). Alcorlo et al. (2006) propdem a
implementacdo da utilizacdo de P. clarkii como espécie sentinela para monitorizar a salde
ambiental nos rios e zonas humidas Mediterranicas.

Um estudo realizado por Elia et al. (2006) refere que os indices bioquimicos observados em
individuos de ambos os sexos de P. clarkii recolhidos do lago Trasimeno, ndo se relacionam
com a presenca de qualquer metal pesado analisado no hepatopancreas. Este estudo conclui que
as variagbes bioquimicas podem estar relacionadas com alteracGes nos fatores ambientais e
bioldgicos, tais como a reproducédo, a temperatura da dgua e o nivel de profundidade do lago.
Estas alteracBes bioquimicas poderdo fornecer informacdes importantes de suporte para a
implementacdo de programas de monitorizacdo com base em biomarcadores, utilizando esta

espécie de lagostim.



Suarez-Serrano et al. (2010) indicaram que P. clarkii representa uma espécie chave em quase
todos os ecossistemas onde foi introduzido, sendo capaz de tolerar ambientes extremos e
poluidos, acumulando toxinas nos seus tecidos. A sua posi¢do central na cadeia alimentar
aquatica, torna esta espécie um potencial vetor de contaminantes para niveis tréficos superiores
(Gherardi 2006). Devido a estas razfes, P. clarkii demonstra um forte potencial como um
efetivo bioindicador de poluicdo, ocorrendo frequentemente associado a sistemas muito
perturbados (Ilhéu & Bernardo, 1993). Possui uma elevada tolerancia a longos periodos secos
(Henttonen & Huner 1999), adaptando-se a condi¢des de hipoxia moderada (Demers et al.
2006), o que lhe permite ocupar uma ampla variedade de habitats tais como pantanos, rios,
reservatorios, sistemas de irrigacéo e arrozais (Fishar 2006) assim como outros sistemas com

baixos niveis de oxigénio e temperaturas elevadas (Oliveira & Fabido 1998).
1.4 Indices de Condicdo Corporal e fisioldgica

Os indices de condigdo corporal tém sido utilizados em diversas espécies como forma de avaliar
os tratamentos aplicados em regimes de aquacultura e também a condicdo das populacdes de
lagostim existentes no meio selvagem (Soofiani & Hawkins 1985). Foi demonstrada a
existéncia de uma correlacéo entre o teor de humidade dos tecidos e o conteido em energia em
peixes (Hartman & Brant 1995) e posteriormente também em lagostins (Jussila & Mannonen
1997) indicando possibilidade de avaliar a condicdo corporal dos organismos através da
utilizagdo de indices de teor de humidade nos tecidos e de indices somaticos.

O lagostim armazena grandes quantidades de energia no hepatopancreas para 0
desenvolvimento dos ovos e para assegurar a sobrevivéncia durante o periodo que se encontra
refugiado em tocas (Huner 1989). Devido a esta razdo, o teor de humidade do hepatopancreas
pode ser utilizado como um bom indicador da condigdo corporal do lagostim (Lindgvist &
Louekari 1975; Huner et al. 1985; Lowery 1988; McClain 1995a; Mazlum & Eversole 2000;
Mazlum 2005).

O estudo destes indices em lagostins ndo tem sofrido grandes desenvolvimentos, em parte
devido a dificuldade de avaliar a qualidade dos tecidos in situ ou assegurar a sua expedita e
rigorosa conservacdo até ao laboratério. Dadas estas adversidades, tem-se utilizado em alguns
estudos o0 peso do hepatopancreas e o seu teor de humidade (Huner et al 1985, 1990; Jarboe &
Romaire 1995; McClain 1995a,b; Mannonen & Henttonen 1995; Jussila 19973, b).

Outros estudos tém-se focado nos contetdos proteicos e lipidicos do hepatopancreas (Shafer
1968; Vogt et al. 1985; Schirf et al. 1987; Ackefors et al. 1997). Estes pardmetros tém sido
utilizados para explicar os efeitos ambientais nas populacdes de lagostim (Mannonen &
Henttonen 1995), as diferengas devido aos regimes alimentares aplicados na producéo (McClain

1995a,b), ou diferencas relacionadas com os sistemas de producdo (Jussila 1997a,b).



Endo & Kadoya (1991) avaliaram através da cromatografia, a cor do hepatopancreas da espécie
Euphasia superba, por forma a expressar a cor quantitativamente e compara-la com os teores de
pigmentos de plantas, tendo verificado que a coloragdo do hepatopancreas foram Uteis para
caracterizar as condi¢des de alimentacdo desta espécie.

1.5 O hepatopancreas como elemento de avaliagdo da condigéo
fisioldgica do lagostim

O hepatopéancreas localiza-se no cefalotérax, ocupando a maior parte do seu espago, acima do
intestino médio (Holdich & Reeve 1988). E uma estrutura trilobada com dois l6bulos projetados
frontalmente e um terceiro I6bulo projetado para a parte posterior da carapaca (Huner & Barr
1991). Este Orgdo estd em contacto proximo com a hemolinfa e esta envolvido na sintese e
excrecao de enzimas digestivas (proteinases, peptidases, lipases e amilases), no metabolismo de
lipidos e carbohidratos, e no armazenamento de calcio e de alguns metais pesados. Esta ligado
ao trato digestivo através de canais que guiam nutrientes para o seu interior e enzimas para 0 seu
exterior. Os canais abrem para o intestino médio e os nutrientes, ap6s terem sido
cuidadosamente processados e convertidos em particulas finas no complexo sistema gastrico,
sdo transportados ativamente para o hepatopancreas através da contracdo coordenada da rede de
musculos que revestem o hepatopancreas (Jussila 1999). Uma representacdo esquematica pode
ser observada na Figura 1.

Figura 1 — Esquema morfoldgico interno de um Lagostim (Legenda: 1- Ganglio cefalico; 2- Nervo

Central; 3 — Orificio bocal; 4. Estdmago; 5 — Intestino; 6 — Hepatopancreas; 7 — Orificio fecal; 8 —
Glandula verde; 9 - Coracdo; 10 — Artérias anteriores; 11 — Artéria posterior; 12 — Artéria Ventral; 13 —
Oviérios; 14 — Oviduto). (Adaptado de Parvulescu et al. 2009)



O hepatopéancreas é também a principal reserva energética no lagostim (Suprunovich et al.
1983; Huner et al. 1985) e foi demonstrado que as alteracbes no seu tamanho e teor de
humidade sdo afetadas pela dieta alimentar (McClain 1995a, 199b). Mazlum (2005) observou
que, a medida que as reservas energeéticas dos tecidos do hepatopéncreas vao sendo esgotadas,
os niveis de humidade nos tecidos aumenta. Num lagostim saudavel, o hepatopancreas pode ser
responsével por 10-15% do teor de humidade da biomassa corporal (Mazlum 2005).

As concentragdes lipidicas no hepatopancreas de lagostins podem atingir 92% de matéria seca
(Suprunovich et al. 1983), analogamente a gordura corporal nos insetos e ao tecido adiposo e
figado nos vertebrados (Ando et al. 1977). Num estudo realizado por Wen et al. (2007) em
juvenis de P. clarkii, o indice hepatossomatico decresceu significativamente apds 50 dias de
privacdo de alimento. A diminui¢do gradual do indice hepatossomatico sugere que durante o
periodo de privacdo de alimento, os lagostins utilizaram as reservas de gordura no
hepatopancreas e esta em concordancia com os trabalhos de Inui & Oshima (1966) e Steffens
(1989). Neste mesmo estudo, durante o periodo de privagdo de alimento, as alteragdes nos
lipidos e acidos gordos no hepatopéancreas foram significativas, mas os lipidos e os &cidos
gordos no musculo ndo sofreram alteragcbes, o que indica que nos lagostins juvenis, 0
hepatopancreas € o principal érgdo responsavel pelo metabolismo de &cidos gordos tal como
sucede noutros crustaceos (Ando et al. 1977 e Wen et al. 2001 in Wen et al. 2007).

O ciclo anual do lagostim, crescimento e muda, pode ser caracterizado por alteragcbes no
contetido energético do hepatopancreas (Speck & Urich 1969; Huner et al. 1990). Van der Ham
& Huner (2006) verificaram que durante o periodo da Primavera, as fémeas de P. clarkii,
apresentam um aumento do contetdo energético no hepatopancreas, enquanto, que no final do
Verdo e durante o Outono, o contetido energético diminui.

Os indices hepatossomaticos tém sido utilizados com sucesso para estimar as diferencas nas
taxas de crescimento nas populac@es de lagostas selvagens da costa oeste (Jasus lalandii) e para
descrever as diferengas na condicdo corporal das populacGes de lagostas da rocha (Jasus
edwardsii) sob diferentes regimes alimentares (Cockcroft 1997; Musgrove 1997). Em ambos 0s
estudos, o indice hepatossomatico e o teor de humidade do hepatopancreas, analisados em
conjunto, foram Uteis para descrever a condi¢do das lagostas.

O volume do hepatopancreas, especialmente quando esta relacionado com baixo teor de
humidade no 6rgdo, podera ser tido em consideragcdo como sendo um indicador do bom estado
de condicdo corporal do lagostim. Vaérios estudos demonstraram que o0s indices
hepatossomaticos podem ser Uteis, se forem utilizados em conjunto (McClain, 1995a, b;
Musgrove 1997). Além disso, os indices hepatossomaticos podem ser utilizados como indices
de condicgéo corporal de lagostins obtidos a partir do ambiente natural (Mannonen & Henttonen
1995) ou a partir de sistemas de aquacultura semi-intensivos (McClain 1995a, b) em que se

realizam comparagdes entre grupos que habitam ambientes semelhantes (Jussila 1999).
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2 Metodologia

Esta seccdo descreve os métodos desenvolvidos no presente estudo. Este trabalho é composto
por duas fases distintas: uma fase experimental em que se realizou um ensaio laboratorial em
condi¢cbes controladas de oxigénio, por forma a avaliar as respostas eco-fisiologicas dos
individuos com base nos indices de condigdo corporal e hepatossomaticos (teor de humidade e
coloracdo do hepatopéncreas) quando sujeito a condigbes de hipoxia; a segunda fase deste
trabalho consiste na anélise da condigdo corporal e hepatossomatica de individuos provenientes
de massas de agua com diferentes condi¢cGes ambientais, nomeadamente degradago.

2.1 Ensaio laboratorial em condigdes controladas de oxigénio

A primeira fase do estudo decorreu durante 60 dias, em sala de experimentacdo bioldgica,
climatizada e com fotoperiodo (8 horas de luz). Foram utilizados 26 lagostins adultos, da
espécie Procambarus clarkii (Girard 1852), em fase intermuda, repartidos entre 13 fémeas e 13
machos (ver Tabela 1, capitulo 2.1.3), previamente coletados na Ribeira de Valverde e no Rio
Guadiana, tendo sido aclimatados as condigdes experimentais, cerca de 2 meses antes da
realizacdo do estudo, por forma a evitar o efeito da origem de captura na resposta as condi¢des

experimentais.

Todos os individuos selecionados foram identificados individualmente com trés marcas no
cefalotdrax, utilizando para o efeito vernizes de diferentes cores (Figura 2). Para cada individuo
foi atribuida uma combinacdo de cores diferente, de forma a ndo haver repeticdes e facilitar a

sua identificacdo visual.
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2.1.1 Desenho Experimental

Para a realizacdo da experiéncia, foi montado em laborat6rio um sistema com catorze réplicas, 7
réplicas de controlo (condi¢Bes de oxigénio dissolvido — OD, dentro dos limites de conforto —
aproximadamente entre 8 e 10 mg/L) e 7 réplicas de tratamento (condi¢Ges de hipoxia moderada
— aproximadamente entre 3 e 5 mg/L OD), devidamente preparados com substrato (cascalho).

Cada aquario apresentava uma profundidade de aproximadamente 30 cm e 37 litros de volume
de &gua, tendo sido isolado hermeticamente, com uma placa de esferovite, coberta por rede, na
face de contacto com a agua. Cada réplica estava provida de um orificio fechado com tampa de
rosca, que era aberto para efeitos de alimentacdo e manipulagéo individual, e um outro orificio,
devidamente isolado, sendo utilizado apenas para a colocacdo de difusores de oxigénio. Imagens

do esquema de montagem descrito anteriormente podem ser observadas nas figuras 3 e 4.
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Figura 4 — Imagem da tampa dos aquérios com a identificacdo dos respectivos orificios: a verde o orificio
para efeitos de alimentacdo e manipulacéo individual; a vermelho o orificio utilizado para a colocagéo dos

difusores de oxigénio.

Os individuos foram distribuidos pelos aquarios, tendo-se mantido constante a biomassa animal
por réplica (biomassa média de aprox. 60g) e entre os grupos de controlo (Normoxia) e
tratamento (Hipoxia) (ver Tabela 1, capitulo 2.1.3). O comprimento e peso médio de machos e
fémeas ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos de normoxia e hipoxia.
Considerou-se também o sexo e a origem de cada individuo, pelo que, em cada réplica,
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agrupou-se um macho e uma fémea, de modo a que, o “sex-ratio” fosse igual em todas as
réplicas, ou seja, razdo de 1:1.
Todos os individuos foram alimentados ad libitum intercalando-se a distribui¢do de cenoura e

pota, e removendo o excedente, ndo consumido, de 3 em 3 dias.

2.1.2 Monitorizacédo dos parametros ambientais

Seguindo um protocolo de monitorizacdo, de 12 em 12 horas foram efetuadas medicGes diarias
dos niveis de oxigénio dissolvido (mg/L) e temperatura (°C) com o auxilio de um oximetro, do
modelo Profiline Oxi 197 da marca WTW, cuja sonda é do modelo CellOx325 da marca WTW.
Durante o decorrer da experiéncia, registaram-se valores de temperatura da dgua com um
minimo de 15,6°C e um maximo de 17,1°C.

Nas réplicas do grupo de hipoxia, a entrada de oxigénio era controlada de forma a manter
condigdes hipoxia moderada, acima dos niveis criticos de sobrevivéncia. A manutencdo destes
valores, foi realizada através de monitorizacdo horéria dos niveis de oxigénio dissolvido. A
guantidade de oxigénio disponibilizado ao longo da experiéncia manteve-se relativamente
constante ao longo da experiéncia; no grupo de normoxia, 0s valores de OD variaram entre
8,5mg/L (minimo disponivel por dia) e 9,85 mg/L (maximo disponivel por dia) e no grupo de
hipoxia variaram entre os 3,18 mg/L (minimo disponivel por dia) e 4,65 mg/L (maximo
disponivel por dia). Nos tltimos 3 dias da realizacdo da experiéncia, os individuos do grupo de
hipoxia foram submetidos a concentracfes de oxigénio inferiores a 1,5 mg/L, por um periodo de
48 horas, por forma a avaliar o padrdo de sobrevivéncia em condigdes de hipoxia extrema.

Os valores de pH, temperatura, condutividade, aménia e nitritos foram idénticos entre réplicas e
constantes ao longo do periodo de estudo, tendo sido monitorizados semanalmente durante o
decorrer da experiéncia.

Os niveis de pH foram obtidos com o auxilio do aparelho medidor universal modelo MultiLine
P4 da marca WTW, com as sondas modelo pH-Electrode Sem Tix 41, da marca WTW. A
condutividade foi medida com a sonda do modelo Tetracon®325, da marca WTW. Os valores
de pH variaram entre 6,1 e 8,4 e para a condutividade registaram-se valores entre 0s 210 e 0s
370 pS/cm.

O teor de amdnia e nitritos foram determinados através de kits de teste de aménia e nitritos da
marca Waterlife. A amplitude do kit de amonia é de 0 a 10 mg/L, sendo que se o valor fosse
igual ou superior 2mg/L efetuava-se a mudanca de dgua do aquario. A amplitude do teste de
nitritos é de 0 a 15 mg/L, quando o valor fosse igual ou superior a 5mg/L realizava-se a
mudanca da &gua, tendo o cuidado em repor rapidamente os niveis de oxigénio de acordo o

desenho da experiéncia.
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2.1.3 Parametros biologicos

No inicio e no final do ensaio, os individuos foram pesados e medidos. As pesagens realizaram-
se com o auxilio da balanca Spider 1-6 da marca Mettler Toledo. A medigdo do comprimento
foi realizada com o auxilio de uma craveira. Esta medi¢do foi realizada desde o acimen do

rostro até ao final do telson.

Tabela 1 - Caracterizagdo dos parametros biolégicos nos grupos de hipoxia e normoxia no inicio do

ensaio (Med - média, DP — Desvio Padrdo, Min - minimo, Max - maximo)

Comprimento (cm Peso
Grupo Sexo et (cm) (&)

Med DP Min Max Med DP Min Max

. . M 9,20 0,75 8,2 10,2 26,28 7,55 17,0 37,0
Hipoxia

F 10,29 1,32 8,2 12,0 33,93 13,88 | 16,0 53,5

. M 9,54 0,69 8,2 10,3 31,93 6,93 22,5 42,5
Normoxia

F 9,50 1,12 8,5 10,9 27,14 10,46 | 11,5 42,5

Com base nestes pardmetros foi calculado o incremento de comprimento e peso dos individuos

assim como o indice de condig&o corporal, utilizando para tal o seguinte algoritmo:

ICC = (P, / C® x 100 (Equacio 1)

Onde ICC = indice de condicéo corporal; P, = Peso vivo (g); C = Comprimento total (cm)

Apdbs o término da experiéncia sacrificaram-se todos os individuos em estudo. Verificou-se qual
0 estado de maturagdo sexual das fémeas e procedeu-se a extracdo do hepatopancreas de todos
os individuos. Ap0s a extragcdo do hepatopancreas de cada individuo de acordo com o protocolo
experimental definido para o efeito (ver anexos), este 6érgdo, foi posteriormente pesado em
fresco com o auxilio de balanga de precisdo (Precisa 40SM-200A). O peso seco do
hepatopéancreas foi obtido através da secagem em estufa a 60° C durante 24 horas. O indice

hepatossomatico foi calculado através do seguinte algoritmo:

IH = [(Pns /1000) / P, ] x 100 (Equagio 2)

Onde IH = indice hepatossomatico; Py = Peso do hepatopancreas seco total; P, = Peso vivo (g)

Ainda em fresco, procedeu-se & avaliacdo da cor deste 6rgdo, tendo como base comparativa a

carta de cores de solos de Munsell (Macbeth 1992). Esta Ultima avaliacdo consiste na
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comparacdo de trés parametros: a cor, o valor e o chroma. Verificaram-se trés Siglas diferentes:
2.5Y, 5Y e 10YR, cada uma com os correspondentes chromas e cores. Dada a elevada
variabilidade da coloracdo observada nos hepatopéncreas do lagostim (Tabela 2), tornou-se
necessario uniformizar o sistema de cor de forma a facilitar a anélise deste parametro. Foi
criada uma escala de cor com 4 classes de tonalidade de cor (Tabela 2 e 3), que variou de 1
(mais claro) para 4 (mais escuro)

Tabela 2 — Gama de cores observadas de acordo com a escala de Munsell e a respectiva classe atribuida

Cor Sigla Chroma Classe
Yellow 8./6 1
Yellow 8./8 2
Yellow 7./6 1
Yellow 2.5Y 7./8 2

Olive Yellow 6./6 3
Olive Yellow 6./8 3
Olive Brown 4./4 4
Olive Yellow 8./6 1
Yellow 7./6 2

Pale Yellow 7./4 1
Olive Yellow oy 6./6 3
Pale Olive 6./4 3
Olive 5./6 4

Olive 5./4 4

Olive 4./4 4

Very Pale Brown 8./4 1
Yellow 8./6 1
Yellow 8./8 2
Very Pale Brown 10YR 7./4 2
Yellow 7./6 2
Yellow 7./8 2
Brownish Yellow 6./8 3

Tabela 3 — Sistema de Classificacdo da coloragdo do hepatopancreas de lagostim

Classe Designagao
1 Yellow
2 Olive yellow
3 Brownish yellow
4 Very pale brown
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2.2 Condicdo corporal e hepatossomatica de lagostins
provenientes de diferentes massas de agua

A segunda fase consistiu no processamento e analise, em laboratorio, de individuos oriundos de
diversos sistemas aquéaticos com diferentes condi¢es ambientais, particularmente em termos de

degradagéo.

2.2.1 Area de estudo

Nesta fase do estudo foram selecionados 12 massas de &gua (rios e canais) das Bacias
Hidrograficas dos rios Tejo, Sado e Guadiana com diferentes niveis de pressdo ambiental, de
forma a tentar obter uma elevada variabilidade relativamente as condi¢fes de degradacéo
ambiental.

As capturas foram realizadas durante a Primavera, entre Abril e Maio de 2010, tendo o0 nlimero
de individuos viaveis capturados para o presente estudo, sido varidvel consoante a populacdo
existente em cada local, resultando num total de 91 individuos, dos quais 39 eram machos e 52
eram fémeas.

Aplicaram-se trés técnicas de recolha, de acordo com as caracteristicas dos locais. Nos locais
menos profundos utilizou-se a técnica de pesca elétrica e arrasto com camaroeiro. Em locais
mais profundos, nos quais se regista baixa eficacia das técnicas anteriormente referidas, optou-
se pela colocacdo de armadilhas do tipo covo. Uma imagem do tipo de armadilha utilizado pode

ser observada na Figura 4.
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Figura 4 — Imagem das armadilhas do tipo covo, utilizadas para a captura de lagostins.

Apos a sua recolha, os individuos foram imediatamente colocados em malas térmicas com gelo
picado, de forma a baixar o metabolismo dos animais e a conserva-los em bom estado durante o

transporte até ao laboratorio, onde eram imediatamente processados.

2.2.2 Parametros ambientais

Em todos os locais de amostragem procedeu-se a medicdo e registo dos parametros fisico-
quimicos: temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg/L), condutividade (uS/m) e disco de
Secchi (cm).

A avaliacdo das pressdes antropogénicas foi realizada em cada local e de acordo as seguintes
variaveis: Uso do solo, Area Urbana, Zona Ripéaria, Carga de Sedimento, Regime Hidroldgico,
Acidificacdo e Toxicidade, Condi¢cdo Morfoldgica, Contaminacdo Organica/Nutrientes, Massas
de &gua Iénticas/artificiais. Todas as variaveis foram pontuadas numa escala de classes entre 1 e
5 (1 — pouco ou nada perturbado; 5 — muito perturbado), sendo a pressao total o somatério das
pontuagOes atribuidas a cada variavel, que ira traduzir o nivel global de perturbagdo
antropogenica de cada local. Posteriormente, com base nestas variaveis e nos parametros fisico-
quimicos, sobretudo oxigénio dissolvido e condutividade, com base na classificacdo da
qualidade da &gua para usos multiplos pelo Instituto Nacional da Agua (http:/snirh.inag.pt) foi

atribuida um nivel final de degradacgdo a cada local, baseado em 4 classes (Tabela 4).
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Tabela 4 — Classificacdo do nivel de degradacdo ambiental dos locais de estudo

Classe de degradagao
ambiental Designagao do estado
1 Bom
2 Moderado
3 Mediocre
4 Mau

Complementarmente, as varidveis de habitat foram obtidas in situ durante o periodo de
amostragem, nas quais se incluem: Largura média do trogo (m), profundidade média da agua,
velocidade da corrente media e méaxima (m.s™), transparéncia da agua, avaliada através do
Disco de Secchi, substrato dominante (adotando a escala Wentworth — Giller & Malmqvist,
1998: 1- vasa; 2- areia; 3- cascalho; 4- pedras; 5- blocos e lajes), tipo de vegetacdo aquatica
(hidrdfitas, helofitas e bridfitas) (%), disponibilidade de detritos (%) ensombramento (%) e
proporcdo dos varios tipos de meso-habitat (pool, riffle e run). O comprimento do troco

amostrado foi definido como 20 vezes a largura média do curso, num maximo de 150 m.

2.2.3 Parametros biologicos

Os Individuos capturados foram medidos e pesados individualmente e foi determinado o
respetivo género. Dada a presenca consideravel de fémeas capturadas, assinalou-se também a
presenca de fémeas ovigeras. As pesagens realizaram-se com o auxilio da balanga Spider 1-6 da
marca Mettler Toledo. A medicdo do comprimento foi realizada com o auxilio de uma craveira.
Esta medicdo foi realizada desde o acimen do rostro até fim do télson. Com base nestes
parametros foi também calculado o indice de condig&o corporal, utilizando para tal a Equagdo 1.
Logo ap6s o registo dos pardmetros anteriormente descritos, procedeu-se a extragdo do
hepatopancreas de cada individuo de acordo com o protocolo experimental definido para o
efeito (ver anexos). Cada 6rgdo foi posteriormente pesado em fresco com o auxilio de balanga
de precisdo (Precisa 40SM-200A). Posteriormente estimou-se 0 peso seco de cada 6rgao através
do processo de liofilizagcdo, com o auxilio do Liofilizador (Edwards Freeze Dryer Modulyo), no
qual as amostras permaneceram 72 horas até estarem completamente liofilizadas. O indice
hepatossomatico foi calculado com base na Equagéo 2.

A avaliagdo da cor do hepatopancreas de lagostim foi realizada utilizando o método descrito na

primeira fase deste estudo.
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2.3 Tratamento de dados e analise estatistica

Para testar diferencas entre os grupos de individuos provenientes de diferentes tratamentos e
locais, efetuaram-se testes estatisticos ndo paramétricos. Os testes estatisticos Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis foram utilizados para testar diferengas entre grupos de individuos dos varios
locais relativamente aos parametros: peso, comprimento, indice de condi¢do corporal, indice
hepatossomatico, O teste de Friedman foi utilizado para testar diferengas nas gamas de cor do
hepatopancreas. Foi ainda realizada analise de correlagdo de Spearman entre os diferentes
indices bioldgicos e estes e as varidveis ambientais. Foram considerados significativos valores
de P <0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do “software” Statistica
7.0.
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3 Resultados

3.1 Ensaio em condicdes ambientais controladas

3.1.1 Sobrevivéncia, crescimento e resposta fisiolégica do
Lagostim em condic¢Oes de hipoxia

Ao longo de toda a experiéncia e a exce¢ao de um individuo, cuja causa de morte se associou a
interacBes agressivas entre individuos, apenas se observou mortalidade no final do ensaio
quando, durante os ultimos 3 dias do periodo experimental, os valores de oxigénio foram
mantidos abaixo de 1,5 mg/L, tendo-se registado uma taxa sobrevivéncia zero apenas quando a
concentracdo de OD foi inferior a 0,2 mg/L. N&o se observaram diferencas no padrdo de
mortalidade de fémeas e machos.

Apesar de, no inicio da experiéncia, ndo se registar diferencas significativas no comprimento e
peso inicial para individuos do mesmo género entre 0s grupos hipoxia e normoxia, 0
comprimento médio final dos individuos do grupo de hipoxia foi significativamente (P < 0,05)
superior ao comprimento médio do grupo de normoxia (Tabela 5). O grupo de individuos do
controlo registou também o menor valor de comprimento minimo (8,05 cm), engquanto o0 grupo
de tratamento registou o valor mais elevado de comprimento (12,6 cm). O peso médio final dos
individuos do grupo de tratamento foi também superior ao peso médio do grupo de controlo,

embora ndo se tenham verificado diferencas estatisticamente significativas (P> 0,05).

Tabela 5 — Caracterizagdo biométrica dos individuos nos grupos de hipoxia e normoxia ap6s o término do
ensaio (Med — média, DP — desvio padrdo, Min — Minimo, Max — m&ximo, n.a — ndo se aplica)

Comprimento (cm) Peso (g) % Fémeas
Grupo Sexo - - ;
Med | DP | Min | Max Med DP Min Max Ovigeras
L. M 10,0 |1,33| 8,2 | 12,0 35,2 10,4 | 23,5 | 53,5 n.a
Hipoxia
F 10,8 | 1,29 | 8,7 | 12,6 36,9 12,1 | 14,3 | 55,6 80%
. M 96 (084 | 80 | 10,9 30,1 9,0 11,5 | 42,5 n.a
Normoxia
F 98 |0,82| 8,1 | 10,8 30,1 8,0 16,8 | 44,5 60%

No grupo normoxia, os individuos apresentaram um incremento de peso de 9,52 % (+0,21
DP) relativamente aos valores inicialmente registados, enquanto que o incremento no

grupo hipoxia foi de 6,54 % (+0,81 DP), embora ndo se tenham evidenciado diferencas
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estatisticamente significativas (P> 0,05). No grupo normoxia, as fémeas apresentaram um
incremento médio de peso significativamente maior (P <0,001) que os machos, ndo se
tendo registado o mesmo no grupo hipoxia.

Dado no término deste ensaio se ter verificado a ocorréncia de fémeas ovigeras, registou-
se também este pardmetro que, como se podera observar na tabela 5, foi bastante elevado
em ambos os grupos, com particular destaque para o grupo de tratamento.

O indice de condi¢do corporal (ICC) do grupo normoxia foi o que apresentou maiores variagdes
entre individuos tendo-se registado um valor médio mais elevado relativamente ao grupo de
hipoxia (Tabela 6) embora sem diferencas estatisticamente significativas (P> 0,05).
Relativamente ao indice hepatossomatico, registou-se elevada variabilidade tanto entre
individuos do mesmo grupo como entre tratamentos. O valor médio mais elevado deste indice
foi observado no grupo de hipoxia, embora sem diferencas estatisticamente significativas (P>
0,05). Néo se observou qualquer correlagdo significativas entre o indice hepatossomatico e o

indice de condigao corporal quer para a totalidade dos individuos quer dentro dos grupos.

Tabela 6 — indice corporal (ICC) e indice hepatossomatico (IH) dos individuos nos grupos hipoxia e
normoxia (Med — média, DP — desvio padrdo)

ICC IH
Grupo P N ~
Med DP Médio Desvio Padrao
Hipoxia 2,85 0,46 4,28 1,01
Normoxia 3,15 0,60 4,06 1,28

Relativamente ao pardmetro coloracdo do hepatopancreas (Tabela 7) observou-se uma grande
variabilidade de cores. As cores da sigla 2.5Y foram observadas em 12% do total dos individuos
do estudo. A cor que mais se verificou foi Olive Yellow (chroma 6/8) observada em 8% dos
individuos, sendo representada pela classe 3. As cores da sigla 5Y foram observadas em

88% do total dos individuos do estudo. A cor predominante desta sigla foi Olive Yellow (6/6),
observada em 40% da amostra. Relativamente a classificacdo de cor atribuida, esta sigla
registou cores de todas as classes. Observando a Tabela 7, pode-se verificar que a colorac¢do do
hepatopancreas dos individuos em estudo, distribuiram-se essencialmente pelas classes 3 e 4
(76%).
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Tabela 7 — Caracterizacdo do parametro cor na totalidade dos individuos em ensaio

Cor Sigla Chroma N % Céc!igo de Cor Atribul'do
(1 -mais claro; 4 - mais escuro)

Olive Brown 2.5Y 4/4 1 4% 4
Olive Yellow 2.5Y 6/8 2 8% 3
Olive 5Y 4/4 2 8% 4
Olive 5Y 5/4 1 1% 4
Olive 5Y 5/6 3 12% 3
Pale Olive 5Y 6/4 1 4% 2
Olive Yellow 5Y 6/6 10 40% 3
Olive Yellow 5Y 6/8 1 1% 1
Pale Yellow 5Y 7/4 1 4% 2
Yellow 5Y 7/6 3 12% 1

A coloracdo do hepatopancreas apresentou-se distribuida de um modo desigual entre
tratamentos (Tabela 8). Os individuos do grupo normoxia apresentaram dominantemente a
classe 3 e uma maior heterogeneidade de classes relativamente aos individuos submetidos a
hipoxia, embora sem diferencas significativas (P> 0,05). Verificou-se que os individuos que
apresentaram maiores indices corporais, apresentam classes de cor tendencialmente mais claras,

e as mais escuras, corresponderam a situacdes inversas.

Tabela 8 — Coloragdo do hepatopancreas observada em individuos de ambos 0s grupos normoxia e
hipoxia

Classe de Cor o
Grupo (1 -mais claro; 4 - mais escuro) N %
1 2 15,4%
. 2 2 15,4%
Normoxia
3 6 46,1%
4 3 23,1%
1 2 16,7%
L 2 0 0%
Hipoxia
3 9 75%
4 1 8,3%
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3.2 Condicdo corporal e hepatossomatica do Lagostim em
massas de agua com diferentes condi¢cdes ambientais

3.2.1 Caracterizacdo ambiental das massas de agua

3.21.1 Parametros morfométricos e biofisicos

Das massas de agua em estudo, 5 pertenciam a bacia hidrografica do Rio Sado (Peramanca
jusante, Ponte do Galo, Ribeira das Alcagovas jusante, Ribeira de Valverde, Rio Xarrama), 4
pertencem a bacia hidrogréafica do Rio Guadiana (Herdade da Negaca, Machede, Pecena e
Ribeira de Borba montante) e 3 pertencem a bacia hidrogréafica do Rio Tejo (Almansor, Ribeira
de Almadafe e Padl de Magos) (Tabela 9). Todos os locais a exce¢do do Paul de Magos, sdo
cursos de agua. O Paul de Magos constitui uma vala de arrozal, representando uma massa de
adgua com um elevado grau de artificializacdo, embora com caracteristicas proximas dos

sistemas loticos.

Tabela 9 — Rede hidrica das esta¢cdes amostradas e respetiva bacia

Cadigo de Estacéo Estacdo Bacia
R.FRE Ribeira do Freixo Guadiana
R.MAC Ribeira de Machede Guadiana
R.PEC Ribeira Pecena Guadiana
R.BOR Ribeira de Borba Guadiana
R.PER Ribeira de Peramanca Sado
R.ALC1 Ribeira das Alcacovasl Sado
R.ALC2 Ribeira dasAlcagovas2 Sado
R.VAL Ribeira de S. Brissos Sado
R.XAR Rio Xarrama Sado
R.ALM Rio Almansor Tejo
R.ALF Ribeira de Almadafe Tejo
PMAG Paul de Magos Tejo

Relativamente a caracterizacdo fisica das estacOes representada na Tabela 10, a estacdo Rio
Xarrama (R.XAR) foi a que apresentou a maior largura de curso e a Ribeira do Freixo (R.FRE)
a menor. A estacdo rio Xarrama (R.XAR) apresentou também a maior profundidade média e

maxima. A velocidade de corrente, foi nula nas estacbes Ribeira do Freixo (R.FRE), Machede
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(R.MAC) e Pall de Magos (PMAG) e os valores mais elevados observaram-se nas estaces
Ribeira das Alcacovas (R.ALC1 e R.ALC2). O tipo de substrato dominante foi da classe 1 e 2
(vasa e areia) na generalidade das estacGes, tendo a Ribeira de Borba (R.BOR), Valverde
(R.VAL) e Almadafe (R.ALF) apresentado substratos de maior granulometria (Tabela 10). A
percentagem de pedras revelou-se bastante elevada no tro¢o da Ribeira de Almadafe (R.ALF)
(90%) e bastante baixa no troco da Ribeira de Machede (R.MAC) (5%); as estacOes que
apresentam maior percentagem de habitat de tipo Pool (corrente zero) foram as estagcfes Ribeira
do Freixo (R.FRE), Paul de Magos (PMAG) e Ribeira de Valverde (R.VAL), tendo as restantes
apresentado dominancia de habitat com corrente.

Tabela 10 — Caracteristicas morfométricas e de habitat das esta¢cdes amostradas
(Classificagdo do substrato dominante: 1- vasa; 2- areia; 3- cascalho; 4- pedras; 5- blocos e lajes)

. Vel. Corrente Tipo d.e
Largura | Profundidade (m) ' mesohabitat
~ . (m/s) Substrato | Pedras

Estacdo | media do dominante| %

trogco (m) | Média | Maxima | Média | Maxima Pool | Run | Riffle

(m) (m) (m/s) (m/s) % | % %

R.FRE 3 0,3 0,4 0 0 2 30 100 O 0
R.MAC 2,5 0,3 0,5 0 0 2 5 5 60 35
R.PEC 5 0,5 1,2 0,5 0,74 2 40 10 | 80 10
R.BOR 3 0,5 1 0,2 0,4 3 20 20 5 75
R.PER 3,5 0,3 0,6 0,14 0,25 2 10 10 | 30 60
R.ALC1 9 0,7 1,2 0,8 1,2 1 40 60 35
R.ALC2 9 0,7 1,2 0,8 1,2 1 40 60 35
R.VAL 4 0,3 0,6 0,17 0,50 4 40 60 | 20 20
R.XAR 25 1,2 2,5 0,45 0,8 1 20 10 | 75 15
R.ALM 0,4 0,9 0,2 0,4 2 40 20 | 60 20
R.ALF 4 0,7 15 0,2 0,5 5 90 0 | 100
PMAG 1 0,15 0,4 0 0 1 30 100 O

No que respeita as caracteristicas relacionadas com a vegetacéo aquética (Tabela 11) verifica-se
que as EstacOes Valverde (R.VAL) e Paul de Magos (PMAG) sédo os locais onde esta
componente tem menor expressdo. As restantes estagdes apresentaram, niveis intermédios de
vegetacdo, destacando-se as Ribeiras de Peramanca (R.PER) e de Almadafe (R.ALF) por terem
sido as estacOes que apresentaram mais vegetacdo e com maior variedade. Quanto a presenca de
hidrofitas, observou-se maior ocorréncia nas estaces Ribeira de Borba (R.BOR), Peramanca
(R.PER), Valverde (R.VAL), Xarrama (R.XAR), Almansor (R.ALM) e Almadafe (R.ALF). A
presenca de Helofitas revelou-se mais abundante na Ribeira de Almadafe (R.ALF). A presenca
de detritos lenhosos revelou-se mais abundante nas Ribeiras de Machede (R.MAC) e de
Peramanca (R.PER).
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Ao nivel do ensombramento, este revelou-se nulo nas estacbes Almadafe (R.ALF) e Paul de

Magos (PMAG) e os valores mais elevados foram verificados nas Ribeiras de Machede

(R.MAC) e Alcagovas (R.ALC1 e E.ALC2).

Tabela 11 — Caracteristicas biofisicas as estacdes amostradas

Hidrofitas
Estacéo — . Helofitas | Detritos lenhosos Ensomkgramento
Abundancia Tipo %
R.FRE Intermédias Plantas Superiores Esparsa Ausentes 60
R.MAC Ausentes - Esparsas Abundantes 30-60
R.PEC Ausentes - Esparsas Esparsas 40
R.BOR Intermédias Algas filamentosas Esparsas Esparsas 20
Algas filamentosas;
R.PER Intermédias Bridfitos; Intermédias Abundantes 10
Plantas superiores
R.ALC1 Esparsas Plantas superiores Esparsas Intermédias 30-60
R.ALC2 Esparsas Plantas superiores Esparsas Intermédias > 60
Algas filamentosas;
R.VAL Esparsas Musgos; Esparsas Intermédias <30
Fanerogamicas
R.XAR Esparsas Algas filamentosas | Intermédias Ausentes <30
R.ALM | Abundantes Algas filamentosas; Esparsas Intermédias 30-60
Musgos
Algas filamentosas;
R.ALF Intermédias Briofitos; Abundantes Esparsas 0
Plantas superiores
PMAG Ausentes - Ausentes Ausentes 0
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3.2.1.2 Parametros fisico-quimicos

Verificou-se uma grande variabilidade nos valores de temperatura entre as varias estacdes
(Tabela 12). A estacdo que apresenta o valor de temperatura mais baixo é a estacdo Ribeira de
Borba (15°C) e a estacdo que apresenta o valor de temperatura mais elevado é a estacdo Ribeira
do Freixo (26,1°C). No geral, as estacbes que apresentam temperaturas mais elevadas, sao
também as que apresentam valores de condutividade mais elevados, a excecdo das estagdes
Ribeira de Borba (Temperatura 15°C; Condutividade 734us/cm) e Ribeira de Almadafe
(Temperatura 19,5°C; Condutividade 1150ups/cm). Relativamente aos valores de oxigénio
dissolvido (OD), verifica-se que os valores mais elevados se observam nas estacfes com
menores valores de temperatura e condutividade i.e. Pecena, Peramanca e Valverde. Contudo o
inverso ndo se verifica, uma vez que as estagdes com valores de temperatura mais elevados néo
apresentam os menores valores na concentragcdo de OD. Salienta-se a estagdo Paul de Magos
como aquela que apresenta condigdes de hipoxia apresentando um valor muito baixo de OD (2,8
mg/L). O mesmo sucede com os valores de pH, em que a estacdo Paul de Magos apresenta
também um valor muito baixo (Tabela 12). As restantes estagdes apresentam valores de pH
entre os 7,3 e 8,7, sendo que as estacOes Ribeira do Freixo, Ribeira de Borba e Ribeira de
Almadafe, sdo as Unicas que apresentam valores superiores a 8. Relativamente ao grau de
transparéncia da agua, avaliada através do disco de Secchi, a generalidade das estacOes

apresentou valores relativamente baixos neste parametro, indicando baixa transparéncia da agua.

Tabela 12 — Temperatura (°C), oxigénio dissolvido - OD (mg/L), pH, condutividade (us/cm) e disco de secchi (cm)
das estacGes amostradas

Estacéo T (°C) OD (mg/L) pH Cond. (us/cm) Secchi (cm)
R.FRE 26,1 74 8,7 761 0,3
R.MAC 20,1 6,9 7,3 645 0,25
R.PEC 18,5 12,9 73 342 0,4
R.BOR 15,0 9,5 8,2 734 0,1
R.PER 19,0 13,4 7,7 362 0,2
R.ALC1 16,5 8,9 7,6 278 0,3
R.ALC2 17,1 9,1 7,4 285 0,2
R.VAL 17,1 11,8 7,5 320 0,3
R.XAR 19,5 8,5 7,3 445 0,4
R.ALM 17,8 10,7 7,3 419 0,3
R.ALF 19,5 8,3 8,0 1150 0,1
PMAG 24,1 2,8 6,6 580 0,15

Relativamente aos parametros da Tabela 12, pode-se verificar que as estagdes que apresentam

percentagens de ensombramento elevadas (ver Tabela 11), refletem valores de temperatura mais
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baixos, a excecdo da estacdo Ribeira do Freixo. As estacBes caracterizadas por tipos de meso
habitat com agua corrente e velocidade de corrente mais elevada (ver Tabela 10), apresentam,

consequentemente, valores de OD mais elevados.

3.2.1.3 Pressao Antropogénica

Tal como se pode observar na Tabela 13, também nas pressfes antropogénicas se verifica uma
grande variabilidade entre estagdes. Analisando a pontuacdo obtida em cada uma das variaveis
de pressdo, destacam-se as estaces Alcacovasl (R.ALC1) e Paul de Magos (PMAG) como as
gue atingem os valores mais elevados em todas as variaveis, representando as estacdes sujeitas a
maiores pressdes antropogénicas. As estagdes com menores pressdes globais foram as Ribeiras
de Valverde (R.VAL), Peramanca (R.PER) e Pecena (R.PEC). As restantes estacOes

apresentaram valores de pressdo moderada a elevada.

Tabela 13 — Pontuagdo individual para cada estagdo segundo as Varidveis do Projecto FAME (FAME,
2004) (Legenda: US — Uso de solo; AU — Area Urbana; ZR — Zona riparia; CM — Condi¢&o morfoldgica;
CS - Carga sedimento; CO — Contaminagdo orgénica e enriquecimento em nutrientes; RH — Regime
hidrol6gico; ML — Massas de agua lénticas; AT — Acid Toxicidade; PT — Pressdo total; ND — Nivel de
degradacéo)

Estagao us AU ZR CM CS CO RH ML AT PT ND
R.FRE 3 2 3 3 3 2 3 3 1 23 2
R.MAC 4 1 4 2 4 4 1 1 1 22 3
R.PEC 3 1 3 2 3 3 1 1 1 18 1
R.BOR 4 1 4 1 3 4 1 1 1 20 2
R.PER 3 1 3 1 4 3 1 1 1 18 1
R.ALC1 5 1 4 4 5 4 4 4 1 32 2
R.ALC2 3 1 1 4 4 3 4 4 1 25 1
R.VAL 3 1 2 1 3 3 2 1 1 16 1
R.XAR 4 2 4 2 5 5 3 1 1 27 3
R.ALM 4 2 2 1 4 4 2 1 1 21 2
R.ALF 4 1 3 1 4 5 1 1 1 21 3
PMAG 5 1 5 5 5 2 5 5 3 31 4

No que respeita ao Nivel de Degradacdo verifica-se que as estacdes com menores pressoes
globais foram também as que apresentaram parametros fisico-quimicos dentro dos intervalos de
conforto para a generalidade da fauna aquética, tais como valores de temperatura da agua entre
17-19°C e concentracdo de OD mais elevados (Tabela 12), dai terem a classificagdo de nivell
(Bom estado). Contudo verificou-se também que algumas estacdes que obtiveram pontuacdes

finais de pressdo relativamente baixas apresentaram parametros fisico-quimicos, como a
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condutividade correspondentes a niveis de degradacao relativamente elevados, como é o caso
das ribeiras de Machede (R.MAC) e Almadafe (R.ALF) e dai terem ambas sido classificadas
com Moderado nivel de degradagdo (nivel 3). De todas as estacBes observadas, a de Padl de
Magos (PMAG) foi a que apresentou no conjunto de todos os fatores a pior classificagdo no que
diz respeito ao nivel de degradagdo (Mau estado, nivel 4), uma vez que demonstrou ser a
estacdo mais afetada por pressdes antropogénicas (Tabela 13), apresentando também parametros
fisico-quimicos com valores extremos, tais como temperatura elevada e baixo valor de OD
(Tabela 12).

3.2.2 Parametros biométricos e indices de condicdo corporal e
hepatossomatico

O numero de individuos capturados em cada local foi muito variavel (Tabela 14), apesar do
esforco de amostragem ter sido aproximadamente 0 mesmo em todas as estagdes. O maior
numero de individuos capturados ocorreu na estagdo Ribeira de Borba (R.BOR) e 0 inverso
ocorreu nas estagdes Almansor (R.ALM) e Alcacovasl (R.ALC1). Relativamente ao “sex-
ratio”, também se registou elevada variabilidade entre as esta¢des, contudo néo se evidenciaram
diferencas estatisticamente significativas (P> 0,05). A estacdo Ribeira de Valverde (R.VAL) foi
a Unica estagcdo em que apenas se capturaram fémeas. A estagdo Rio Xarrama (R.XAR) foi a

registou o maior nimero de machos capturados.

Tabela 14 — Caracteriza¢do morfométrica dos individuos capturados em cada trogo

Estacdo N Sex Ratio Comprimento (cm) Peso (9) % Fémeas
(M:F) [ Mméd | DP | Min | Max | Méd | DP | Min | Max | ovadas
R.FRE 5 3:2 89 | 154 | 7,2 | 10,8 |20,80 | 12,72 | 8,59 | 37,10 0,0%
R.MAC 6 2:4 8,6 1 7,3 95 |14,40 | 5,00 | 7,76 | 18,98 0,0%
R.PEC 7 3:4 79 | 076 | 7,2 9,2 12,43 | 581 | 7,08 | 24,02 0,0%
R.BOR 19 7:12 83 (099 | 70 | 10,1 |16,80| 8,73 | 8,03 | 35,03 25,0%
R.PER 5 2:3 87 | 065 | 80 | 94 [1654 | 4,45 | 12,70 | 22,34 0,0%
R.ALC1 3 2:1 95 (098 | 87 | 10,6 [23,33| 942 |17,75| 34,21 0,0%
R.ALC2 10 7:3 84 | 098] 72 | 105 [1525]| 6,33 | 8,35 | 30,34 66,7%
R.VAL 4 0:4 8,4 1,14 7,2 98 1457 | 6,82 | 7,98 | 23,40 0,0%
R.XAR 13 8:5 88 (111 | 7,3 | 105 |20,15|10,89 | 9,21 | 42,99 40,0%
R.ALM 3 2:1 85 | 076 | 76 | 90 [16,14| 560 | 10,78 |21,96 0,0%
R.ALF 6 1:5 81 061 ]| 74 8,8 14,86 | 506 | 8,63 | 20,67 20,0%
PMAG 10 2:8 103 | 0,79 | 9,0 | 11,3 | 30,28 | 6,88 | 21,11 | 41,47 37,5%
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Paul de Magos apresentou individuos com comprimento médio significativamente superior (P
<0,001) relativamente as outras estacGes (Figura 5), ndo tendo estas apresentado diferengas

estatisticamente significativas entre si.
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Figura 5 — Comprimento médio dos individuos nas estagdes amostradas.

O peso dos individuos seguiu 0 mesmo padrdo que o comprimento, destacando-se hovamente a
estacdo de Paul de Magos que apresentou individuos com peso médio significativamente maior
(P <0,01) relativamente aos individuos das outras estacoes.

Registou-se também a ocorréncia de fémeas ovigeras em 5 estacfes (Tabela 14), tendo a sua

proporcéo nas estacdes onde foram detetadas variado entre 20 e 66,7%.

O valor médio do indice de Condicao Corporal por estagio variou entre 2,72 e 2,16 (Tabela 15).
Os valores mais elevados foram registados nas estac@es Ribeira de Almadafe (R.ALF) e Paul de
Magos (PMAG) (Tabela 15), tendo apenas esta Ultima apresentado individuos com condicéo
corporal significativamente superior (P <0,001) aos das restantes esta¢des, 0 que acompanha a
tendéncia verificada no comprimento e peso médios dos individuos. A Ribeira de Machede
(R.MAC) apresentou individuos com indice de Condic&o corporal significativamente menor (P

<0,05) que as restantes estacoes.
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Tabela 15 — Valores médios (Med) e desvio padrdo (DP) do indice de Condicdo Corporal e indice
Hepatossomatico em cada estagdo amostrada

Estagao indice de Condicdo Corporal indice Hepatossomatico
Med DP MED DP
R.FRE 2,60 0,35 18 0,94
R.MAC 2,16 0,18 0,5 0,28
R.PEC 2,35 0,40 2,0 0,68
R.BOR 2,69 0,51 2,5 1,50
R.PER 2,50 0,13 18 0,63
R.ALC1 2,63 0,28 2,3 0,09
R.ALC2 2,48 0,25 2,4 0,75
R.VAL 2,31 0,15 11 0,66
R.XAR 2,70 0,53 1,9 0,51
R.ALM 2,59 0,37 2,0 0,52
R.ALF 2,72 0,39 1,6 0,46
PMAG 2,72 0,22 2,3 0,79

O valor médio do indice Hepatossomatico de cada estagio variou entre 0,5 e 2,5 (Tabela 15),
registando-se o valor mais elevado na estacdo Ribeira de Borba e 0 mais baixo na estagdo
Machede. A estacdo Machede (R.MAC) apresentou individuos com indice hepatossomatico
significativamente inferior as restantes estacfes (P <0,01). A estacdo Ribeira de Valverde
(R.VAL) apresentou individuos com indice hepatossomatico significativamente inferior (P
<0,05) as estacBes da Ribeira das Alcagovas (R.ALC1 e R.ALC2) e de Borba (R.BOR). As
estacOes Ribeira das Alcacovas (1 e 2) apresentaram individuos com indice hepatossomatico
significativamente superior (P <0,05) respetivamente as estacfes Peramanca (R.PER) e
Almadafe (R.ALF), e Almansor (R.ALM). Verificou-se ainda que os individuos da estacéo Paul
de Magos apresentaram um valor médio no indice hepatossomatico significativamente superior
(P <0,05) as estacdes Valverde (R.VAL) e Almadafe (R.ALF). O indice de condicdo corporal
apresentou-se correlacionado positivamente com o indice hepatossomatico (P <0,05; R=0,30).

Os padrdes coloracdo do hepatopancreas dos individuos apresentaram grande dispersdo dentro
e entre estagdes (Tabela 16), ndo se observando diferengas estatisticamente significativas (P>
0,05) entre estagBes. As estacOes da Ribeira das Alcacovas (1 e 2), Xarrama (R.XAR),
Almansor (R.ALM), Almadafe (R.ALF) e Paul de Magos (PMAG) sdo as que apresentam
maioritariamente classes de coloragdo mais clara. N&o existe nenhuma estacdo em que se tenha
verificado a classe 4, correspondente a coloragdo mais escura. A classe 2 foi a que mais se
verificou entre todas as estagbes (Tabela 16). A coloragdo do hepatopancreas apenas apresentou
uma correlacdo negativa significativa com o indice hepatossomético (P <0,05; R=-0,30),

significando que quanto melhor é a condigdo do hepatopéncreas, mais clara é a sua coloragdo

31




Tabela 16 — Padrdo de coloracdo do hepatopancreas em cada estacdo de amostragem

(1 -mais claro; 4 - mais escuro)

Codigo de cor atribuido

Codigo de cor atribuido

(1 -mais claro; 4 - mais escuro)

Local Cor Sigla | Chroma 1 2 3 Local Cor Sigla | Chroma 1 2 3 4
% [N| % % % % % % %

Yellow 7.8 3| 60% Yellow 2.5Y 8.6 30%

RFRE | Olive Yellow 25Y | 6.6 20% RALC | Yellow 8./6 20%
Olive Yellow 6.8 20% 2 | Yellow 10YR | 746 10%
Yellow o5y |78 1] 167% Yellow 7./8 40%
Olive Yellow 6./6 16,7% Yellow 8./8 25%

RMAC | Olive Yellow 5y | 66 16,7% RVAL | yellow 10YR | 78 50%
Very Pale Brown 8./4 16,7% Brownish Yellow 6./8 25%
Yellow 10YR [ 7.8 1]167% Yellow 8./6 11%
Brownish Yellow 6./8 16,7% Yellow 2.5y 7.16 7,7%
Olive Yellow 25Y | 6.8 14,3% RXAR | yellow 7.8 30.8%
Yellow 8./8 1] 143% Yellow 10YR 7.6 11%

RPEC Very Pale Brown 10VR 7.14 1| 143% Yellow 7./8 46,29
Yellow 7.8 3| 429% RALM | Yellow 10YR 8./8 33%
Brownish Yellow 6./8 14,3% Yellow 7.18 67%
Yellow o5y |78 12| 63% Yellow ry 7.6 17%

RBOR | Olive Yellow 6./8 16% RALF | vellow 7.8 33%
Yellow 10YR | 7.8 41 21% Yellow 10YR 7.18 50%
Yellow ooy |18 1] 20% Yellow 8./6 10%

RPER Olive Yellow 6./8 20% Yellow 2.5Y 8./8 30%
Yellow 1ovr |_818 2| 40% oM [Olive Yellow 6./6 10%
Yellow 7.8 1] 20% Yellow 8.6 10%

RALC | Yellow 10y | 8.8 1] 33% Yellow 10YR 8./8 30%

b | vellow Rl 78 2| 67% Yellow 7.6 10%
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3.2.3 Relacao entre os parametros bioldgicos e ambientais

Relativamente ao comprimento e ao peso dos individuos de todas as estacdes, verifica-se que,
em ambos, os individuos das esta¢cBes que correspondem ao nivel de degradagdo 1 (Bom
estado), apresentam comprimentos e pesos significativamente inferiores (P <0,01) aos
individuos cujas estacdes correspondem ao nivel 4 de degradacdo (Mau estado), registando uma
correlacdo significativa entre a dimensao dos individuos e a degradacdo do meio (P <0,01, R= -
0,35). A dimensdo dos individuos apresentou-se negativamente correlacionada com a
profundidade da agua (P <0,05; R=-0,25) e a velocidade da corrente (P <0,05, R= -0,22) assim
como com a granulometria do substrato (P <0,05; R=-0,33). Verificou-se ainda uma correlagdo
positiva entre 0 aumento do peso e tamanho dos individuos e a percentagem de pools (P <0,05;
R=0,25). Verifica-se também que os individuos das esta¢bes correspondentes a menor nivel de
degradacdo ambiental, apresentam indices de condicéo corporal significativamente inferiores (P
<0,05) aos dos individuos de estacbes com niveis de degradacdo ambiental mais elevados
(Figura 6), observando-se também correlagdo positiva entre a condicdo corporal e o nivel de
degradacdo ambiental (P <0,05, R= 0,63). A condicdo corporal dos individuos apresentou-se
ainda correlacionada positivamente com o uso de solo (P <0,05; R= 0,61), a condutividade da
agua (P <0,05; R=0,29) e a pressdo total humana (P <0,05; R=0,25). N&o se observou qualquer
correlagdo entre a condigdo corporal e as variaveis de habitat consideradas.
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Figura 6 — Indice de Condigdo Corporal médio de P.clarkii dos locais com diferentes niveis de

degradacéo.
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Relativamente ao indice hepatossomatico, ndo se observa um padréo significativo de associacdo
com o nivel de degradacdo. O indice hepatossomatico apresentou correlagdo positiva com a
concentragdo de oxigénio dissolvido (P <0,05; R= 0,30), regime hidrologico (P <0,05; R= 0,33)
e condigdo morfoldgica (P <0,05; R=0,23). Néo se observou qualquer correlagdo entre o indice
hepatossomatico e as varidveis de habitat consideradas.

Ao nivel da coloracdo do hepatopéncreas, ndo se verificaram diferencgas significativas entre os
vérios niveis de degradacdo ambiental, no entanto observou-se correlagdo negativa significativa
entre a classe de cor do hepatopancreas e o regime hidrolégico (P <0,05; R=-0,26) e a pressao
total humana (P <0,05; R= -0,22) (Figura 7), i.e. quanto maiores as alteragdes hidroldgicas e
pressdo total, mais clara se apresenta a cor do hepatopancreas. Este pardmetro apresentou-se
negativamente correlacionado com a profundidade (P <0,05; R=-0,28) e velocidade da corrente
(P <0,05; R=-0,26) da &gua.
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Figura 7 — Relacg&o entre a Pressdo Total do meio e a Cor do Hepatopancreas de P.clarkii.
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4 Discussao

4.1 Influéncia dos fatores ambientais

Vérios autores, revelam que variacdes em fatores tais como temperatura da dgua (Holdich &
Lowery 1988; Huner & Lindqvist 1988; Huner et al. 1993; Mills et al. 1994), de amodnia e
nitritos (Ackefors et al. 1994), pH (Aiken & Waddy 1992), geralmente utilizados para avaliar a
qualidade da &gua, podem ser responsaveis por alteracbes no crescimento, reproducdo e
inclusivamente poderdo condicionar a sobrevivéncia do lagostim. Relativamente a experiéncia
levada a cabo neste trabalho, os valores de pH, condutividade, nitritos, amdnia e temperatura,
foram semelhantes nos dois grupos em estudo (normoxia e hipoxia), 0 que permitiu isolar o
efeito de caréncia de oxigénio como a principal variavel que pudesse influenciar as respostas
fisiologicas dos lagostins. Os valores de oxigénio dissolvido disponiveis, no grupo de normoxia
encontraram-se dentro dos limites de conforto da generalidade das espécies aquéticas e de
acordo com os valores registados na grande maioria dos ecossistemas onde P. clarkii geralmente
pode ser encontrado. Opostamente, no grupo de hipoxia, foram mantidas condi¢cGes ambientais
com valores médios de OD que se enquadram na situacdo de hipoxia (3-5mg/l), o que para um
grande nimero de espécies aquéticas é considerado critico ou mesmo letal para varias espécies
(Alabaster & Loyd 1980; Menezes 2000; Ilhéu 2004). A taxa de crescimento, expressa em
comprimento e peso ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas entre ambos os
grupos do estudo, verificando-se inclusivamente maiores diferencas entre individuos do mesmo
grupo (neste caso de normoxia) do que propriamente com o grupo de hipoxia. Outra situagdo
registada foi a elevada taxa de maturacdo sexual das fémeas em ambos 0s grupos. Este sexo
apresentou inclusive, maiores aumentos de peso comparativamente aos machos, em ambos 0s
grupos, podendo estes resultados estar associados a elevada competitividade das fémeas, sendo
frequente as fémeas maturas apresentarem os comportamentos mais agressivos entre individuos
do mesmo aquario (Figler et al. 1994). A ocorréncia deste tipo de interagcdo podera ser menor a
medida que a disponibilidade de OD diminui (Fidalgo, 1983) devido a regulacdo do seu
metabolismo em funcéo das condi¢cdes ambientais. A auséncia de mortalidade em situacdo de
hipoxia moderada associada a performances biolégicas idénticas ao grupo de normoxia, permite
evidenciar a elevada resisténcia e capacidade de adaptacdo desta espécie a condicBes
desfavoraveis a maior parte das espécies, em concordancia com os resultados obtidos por outros

autores (e.g. Morrissy et al. 1984; Demers et al., 2006). Contudo, tal como o autor McClain
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(1999) refere, os mecanismos através dos quais os lagostins podem lidar com sucesso aos
efeitos de hipoxia prolongada n&o sdo totalmente claros e deverdo ser foco de futuras
investigaces.

Os locais com condi¢fes ambientais mais degradadas apresentaram de forma geral individuos
maiores e com melhor condi¢do corporal. Um exemplo disso € o caso da Estagdo Paul de Magos
que apresentou elevado grau de perturbacdo com baixa concentragcdo de OD (2,8 mg/L), tendo
sido a estacdo onde se registaram os valores de comprimento médio (10,3 cm + 0,79 DP) e peso
médio (30,289 + 6,88 DP) mais elevados, uma percentagem de 37,5% de fémeas ovigeras e com
indices de condicédo corporal e hepatossomatico elevados comparativamente com a generalidade
das outras estaces. Esta estacdo apresenta caracteristicas muito distintas das restantes, dado
tratar-se de um sistema artificial, onde as condicdes hidro-morfolégicas tipicas de canais
parecem beneficiar esta espécie.

O indice hepatossoméatico apresentou-se correlacionado com perturbacBes no regime
hidrologico e condigdo morfologica. Aparentemente, quanto maior € o grau de alteragdo hidro-
morfol6gica dos sistemas aquaticos, melhor é a condicdo hepatossomatica desta espécie.
Embora P. clarkii possa beneficiar de condic¢des particulares de habitat, nomeadamente a
elevada disponibilidade de habitats sem corrente e com deposi¢éo de detritos (llhéu et al. 2003)
ndo se observou qualquer relacdo entre as variaveis de habitat, convencionalmente avaliadas em
rios, e os indices de condicdo corporal e fisiolégica. No entanto observou-se um aumento da
dimensdo dos individuos em habitats de deposicdo (vasosos), com baixa profundidade e sem

corrente.

4.2 Interpretacdo de Indices

Os indices hepatossomaticos tém sido utilizados como indices de condicéo, se o lagostim for
obtido do meio natural (Mannonen & Henttonen 1995) ou criados em sistemas semi-intensivos
(McClain 1995a, 1995b) e podem ser feitas comparacdes entre grupos que habitam ambientes
semelhantes. Relativamente aos resultados obtidos neste trabalho, o indice de condigdo corporal
apresenta-se correlacionado com o indice hepatossomético. No entanto, a condicéo corporal foi
o indice que apresentou maior responsividade a degradagdo ambiental, expressa sobretudo em
fungdo da condutividade da agua e das alteragdes nos usos decorrentes da atividade humana. O
indice hepatossomatico ndo apresentou potencialidade para discriminar individuos provenientes
de massas de agua com diferentes niveis de degradacdo global, mas mostrou-se responsivo a
pressdes do tipo hidro-morfoldgico, tendo-se observado indices hepatossomaticos mais elevados
em locais com elevada perturbacdo nas condicOes hidroldgicas e morfoldgicas, 0 mesmo se

tendo observado com a colorag¢do do hepatopancreas. Jussila (1997b) sugere que a combinagdo
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dos indices de crescimento e condi¢do poderdo fornecer uma base mais fidvel para a condicao
geral ou para estimar as performances, do que cada indice individualmente. Neste estudo
verifica-se que a aplicacdo do indice hepatossomatico pode ser complementar para diagnosticar
pressdes de tipo especifico, em particular hidro-morfoldgicas. Huner et al. (1990) demonstraram
que na espécie Astacus astacus (Linnaeus 1758) a maturacdo sexual e o ciclo reprodutivo
também afetam os indices hepatossomaticos. Estudos realizados por Huner et al. (1985)
verificaram também que ndo haveria diferencas significativas no peso relativo do
hepatopancreas entre machos e fémeas. Contudo, num estudo realizado por Jussila (1997b), com
a espécie Cherax tenuimanus (Smith, 1912), o mesmo ndo encontrou diferengas entre sexos,
relativamente aos indices hepatossomaticos. Ja Lucic & Erben (2005) indicam que os machos e
as fémeas, da espécie Austrapotamobius torrentium (Schrank 1803), diferem significativamente
no teor de humidade do hepatopancreas e no peso relativo das goénadas, verificando-se também
diferencas sazonais nos indices hepatossoméatico e gonadosomético, o que confirma as
diferentes necessidades energéticas da oogénese e da espermatogénese (Gherardi, 2002). No
decorrer deste trabalho apenas se observou na fase laboratorial que o indice hepatossomatico
das fémeas foi significativamente maior que o dos machos, em ambos 0s grupos, normoxia e
hipoxia. Contudo, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo conclusiva relativamente ao indice

hepatossomatico obtido entre machos e fémeas.

4.3 Interpretagdo da cor do hepatopancreas

A cor do hepatopancreas foi determinada através da comparagdo visual do material dissecado
com a carta de solos de Munsell (Gretag-Macbeth, New Windsor, NY, USA). Um estudo
realizado por Hasek & Felder (2006) em individuos das espécies Uca longisignalis e Uca nr.
minax, foi utilizado o sistema de correspondéncia de cores Pantone (Pantone Inc., Carlstadt,
New Jersey, 07072 USA) para classificar a coloracdo dos ovarios e do hepatopancreas. Num
outro estudo realizado por Van der Ham & Huner (2006), os autores investigaram a relacdo
entre o teor de humidade do hepatopancreas de fémeas, individuais, de P. clarkii e a cor deste
Orgdo, com base numa escala de cores padrdo, comparando também eles, com a carta de solos
de Munsell (Gretag-Macbeth, New Windsor, NY, USA). Embora qualquer um destes tipos de
cartas ndo fossem concebidas para esta funcdo especifica, fornecem uma vasta gama de cores
que podera ser utilizada para avaliar outros aspectos bioldgicos tais como pele, cabelo, e a cor
dos olhos. Esta comparacéo visual permite um agrupamento padronizado das cores observadas.
Relativamente ao estudo de Hasek & Felder (2006) o hepatopancreas foi classificado numa de
quatro classes de cores: i) castanho (419CV), em que a cor do hepatopancreas variou desde

castanho-escuro amarelado a castanho-preto com é&reas pretas ou castanhas ao longo dos
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tubulos; ii) amarelo ocre (145CV), na qual a cor do hepatopéancreas variou desde um uniforme
amarelo acastanhado ou amarelo escuro, por vezes com partes castanhas ao longo dos tabulos;
iii) amarelo liméo (129CV), em que a cor do hepatopancreas e os tdbulos tinham um amarelo
uniforme; e iv) amarelo cadmio (102CV), em que o hepatopancreas e os tubulos tinham um
amarelo com elevada intensidade uniforme até ao amarelo-alaranjado. J& os autores Van der
Ham & Huner (2006), tendo em conta a avalia¢do visual da cor do hepatopéncreas, agruparam
as cores, baseadas nas cartas de cores de Munsell, em seis: yellow, brownish-yellow, yellowish-
brown, olive yellow, dark yellowish-brown e strong-brown; as cores que foram verificadas em
menor frequéncia foram agrupadas com a cor mais semelhante. Neste trabalho, agruparam-se as
cores observadas em 4 classes com base na tonalidade mais clara para mais escura: yellow
(classe 1), olive yellow (classe 2), brownish yellow (classe 3) e very pale brown (classe 4).

Com base no ensaio em condigdes de hipoxia, verificou-se uma tendéncia acentuada para todos
os individuos apresentarem uma coloragdo do hepatopéncreas predominantemente escura
(classe 4). No entanto, os dois grupos, normoxia e hipoxia, apresentaram uma elevada
variabilidade no padrdo de cores, mas ndo se observaram diferencas significativas entre
tratamentos. A avaliacdo da cor do hepatopancreas em individuos provenientes de diferentes
massas de &gua, permitiu identificar uma correlacdo negativa significativa entre a classe de cor
do hepatopéancreas e o regime hidrolégico e a pressdo total humana; i.e. quanto maiores as
alteracdes hidroldgicas e pressdo total, mais clara se apresenta a cor do hepatopancreas, mas
dado o seu caracter preditivo ser pouco potente, ndo é fidvel a sua utilizagdo como indice
bioldgico. Estes resultados levantam a hipdtese de que a degradacdo ambiental ndo devera ser
considerada como um fator unicamente responsavel pela degradacdo do hepatopancreas. Van
der Ham & Huner (2006) levantaram a hip6tese de que a variagao observada entre as diferentes
populacOes podera ser resultado de varias influéncias, tais como flutuagcdes na disponibilidade
de alimentos, ou as diferencas ambientais tais como diferencas na qualidade da agua e dos
sedimentos. Os resultados deste estudo, corroboram esta hip6tese, dado que se verificou
intensificacdo da cor do hepatopé@ncreas do lagostim em habitats com baixa profundidade e
velocidade de corrente, assim como um aumento do indice hepatossomatico com a
disponibilidade de substrato vasoso.

No estudo de Hasek & Felder (2006), foi verificado que a cor do hepatopancreas da espécie U.
longisignalis ndo variou na maioria dos indices estudados, & excecdo do indice da glandula
digestiva dos machos, em que os individuos cujos hepatopancreas apresentavam coloragado
castanha ou amarelo ocre possuiam valores inferiores deste indice comparativamente com
individuos cujos hepatopéncreas apresentavam colora¢fes amarelo limdo ou amarelo cadmio.
Nos individuos da espécie U. nr. minax, também ndo se verificaram relagcdes suficientes entre a
cor do hepatopancreas e os indices estudados, excepto o tamanho e 0 peso himido corporal.

Hasek & Felder (2005) observaram um padrdo de correlacdo entre a concentracdo de dgua no
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hepatopancreas e a cor do hepatopancreas. Para a espécie S. nr. reticulatum, a concentracdo de
agua diminuiu ao longo de uma continuacédo de colora¢do do hepatopancreas de castanho (com a
maior concentragdo de agua) para amarelo cadmio (com a menor concentracdo de agua). Este
facto sugere que a coloragcdo do hepatopancreas estd relacionada com o estado nutricional.
Durante periodos sem alimento ou periodos de stress nutricional, a concentragdo de agua no
hepatopancreas aumenta (Dall 1974; Trendall & Prescott 1989). Durante o periodo de stress
nutricional, verifica-se, no hepatopancreas, a diminuicéo dos niveis de concentragdo de Carbono
enquanto que a concentragdo de azoto aumenta (Trendall & Prescott 1989). Este representa o
mesmo padrdo verificado por Hasek & Felder (2005) para os hepatopéncreas cuja coloracao
apresenta variagdo de castanho a amarelo cddmio. O aumento das concentraces de agua e de
azoto juntamente com a diminuicdo da concentracdo de carbono (verificado durante o periodo
de stress nutricional) podera também explicar as diferencas bioquimicas em hepatopéncreas de
colorag0es diferentes (Hasek & Felder 2005).

Hasek & Felder (2006) referem que outra explicacdo possivel para as diferentes cores e
contetdo lipidico sera as flutuagbes nas fontes de alimento. Referem também que estes
caranguejos intertidais ocupam habitats em fluxo constante, ao contrario de muitos outros
crustaceos cujos contetdos lipidicos foram estudados. Durante a maturagdo dos ovarios, o
hepatopancreas do género Carcinus adquire uma cor palida comparativamente com o normal
castanho amarelado ou laranja (Goodwin, 1960). A coloragdo normal do hepatopancreas pode
ser restaurada, alimentando o caranguejo com uma dieta rica em carotentides (Goodwin, 1960).
A cor do hepatopancreas pode flutuar em caranguejos capturados da natureza devido a presenca
de carotendides na dieta e pelo modo como estes pigmentos sdo metabolizados. Em alguns
crustaceos, os carotenoides sdao mobilizados do hepatopancreas para as génadas (Goodwin,
1950). O hepatopéancreas da espécie Clibabarius erythopus Latreille, quando os individuos sao
alimentados em laboratério com dietas ricas em astaxantina, adquire a coloragdo rosa claro; para
os individuos alimentados com dietas ricas em B-carotenos e cantaxantina, torna-se visualmente

incolor (Castillo e Negre-Sadargues 1995).
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5 Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo permitem demonstrar a elevada tolerancia de P.clarkii a
condicBes ambientais de elevado constrangimento, bem como a associacdo desta espécie a
condicBes ambientais degradadas.

Este estudo demonstra que condi¢Bes de hipoxia moderada (3-5mg/L) ndo afetam a taxa de
sobrevivéncia, o crescimento e a condicdo corporal e hepatossomatica de P.clarkii.

Quando se relacionou os parametros bioldgicos com os pardmetros ambientais dos varios locais
assinalados no estudo, foi possivel observar que individuos provenientes de massas de &gua com
elevada degradacéo apresentam significativamente maior dimenséo e condicao corporal.
Verificou-se também que o Indice hepatossomatico assim como a cor do hepatopancreas
apresentam correlagdo com modificacdes hidro-morfoldgicas causadas por acdo humana.

Estes resultados, demonstram que os fatores ambientais constrangedores ndo representam um
efeito nefasto a boa condicdo corporal dos individuos, contudo, as correlagdes positivas
existentes, demonstram a necessidade de desenvolver trabalho nesta area de forma a poder
utilizar com maior precisdo as potencialidades de P.clarkii como bioindicador para a avaliagdo

da degradacdo ambiental do meio.
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Protocolo laboratorial

Material

- Luvas de latex;

- Bata;

- Tabua para processamento das amostras;

- Mala térmica;

- Gelo;

- Maguina Fotografica;

- Réguas pléasticas (minimo 15 cm);

- Balanca de preciséo;

- Folhas de aluminio individuais devidamente identificadas para colocacao das amostras;
- Eppendorfs devidamente identificados para colocagéo das amostras;
- Kit de dissecacéo (tesoura, bisturi e pinca);

- Escala de Munsell;

- Recipiente com azoto liquido para armazenar as amostras;

- Léapis;

- Etiquetas;

- Panos;

- Sacos de plastico;

- Agua destilada;

- Caixa de Primeiros Socorros;

54



Procedimento

Preparacao do Material
Identificar dois eppendorfs e quatro folhas de aluminio (duas folhas para colocar respetivamente
0 hepatopancreas e uma amostra de tecido muscular e duas folhas para envolver dois eppendorfs
contendo respetivamente uma amostra de hepatopancreas e uma amostra de tecido muscular)
por cada individuo a dissecar, com os respetivos dados:
- Nome da espécie;
- Numero de identificacdo do individuo;
- Identificacdo do tipo de amostra:
HEP para hepatopancreas, num eppendorf e em duas folhas de aluminio (uma para o
hepatopéncreas e outra para envolver o eppendorf);
M para tecido muscular, noutro eppendorf e em duas folhas de aluminio (uma para a
amostra de tecido muscular e outra para envolver o eppendorf);
- Data da recolha;
Pesar as folhas de aluminio, antes de colocar o hepatopancreas e a amostra de tecido muscular,

de forma a retirar o valor da tara de cada folha;

Preparacéo dos individuos

Retirar cada individuo separadamente, de cada réplica em estudo, identificar o nimero do
individuo, pesar, medir e registar os dados obtidos;

Preencher metade da caixa térmica com gelo, de forma que o fundo fique coberto de forma
uniforme;

Colocar o individuo no interior da caixa, tapando posteriormente com o restante gelo e selar a
caixa;

Aguardar entre uma a duas horas e retirar cada individuo da mala térmica de forma a proceder-
se a sua dissecacdo e correspondente recolha de amostras;

Remover uma pinga de cada individuo, colocar num saco de plastico individual com uma

etiqueta com a corresponde identificacdo descrita anteriormente;
Método de Remocdo do hepatopancreas

Remover o hepatopancreas abrindo a parte dorsal do exosqueleto que cobre o cefalotorax,

utilizando uma tesoura;
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Com uma pinca, remover cuidadosamente o masculo e restante tecido que cobre o
hepatopancreas e, finalmente, remova 0 hepatopéancreas para uma folha de aluminio
devidamente identificada;

Método de Remocdo de tecido muscular

Remover o musculo abdominal através de um corte inicial das membranas que ligam o
abdémen e o cefalotdrax, utilizando uma tesoura;

Remover cuidadosamente o abdémen com o tecido muscular que se estende até ao cefalotérax
incluido, através do corte da membrana ventral abdominal, colocando-o0 posteriormente numa

folha de aluminio devidamente identificada;

Pesagem das amostras

Colocar cada folha de aluminio individualmente, na balanca de precisdo, retirar respetivamente
o valor correspondente ao peso obtido do hepatopéancreas e do tecido muscular;

Remover uma amostra do hepatopancreas recolhido para o interior de um eppendorf, utilizando
uma pinga;

Remover uma amostra do tecido muscular recolhido para o interior de um eppendorf, utilizando
uma pinga;

Pesar novamente a folha contendo o hepatopéancreas e a folha contendo o tecido muscular, de

forma a verificar qual a quantidade de amostra que foi retirada;

Classificacao de acordo com a escala de Munsell
Observacao das amostras para num local com boa iluminagdo natural. Caso ndo seja possivel,
recorrer a iluminag&o artificial, (luz branca).

Registar os dados da coloracéo relativos a observagdo efetuada;

Armazenamento das amostras

Armazenar, em azoto liquido, as amostras obtidas, de acordo com a seguinte distribuicdo:
- Separador Branco: amostras de tecido muscular;

- Separador Azul: pingas;

- Separador Laranja: amostras de hepatopancreas;

Apos efetuar todos estes procedimentos, efetuar a respectiva limpeza e desinfecdo do material

utilizado e da area de trabalho.
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Ficha Laboratorial

Identificagdo do Local de Processamento

Local:

Responsavel:

Data: Hora Processamento:
Caracterizagao do Individuo
Individuo n2: | Género: M F | Peso vivo(g): | Tamanho (cm):

Caracterizagao hepatopancreas

Tara (mg):

Pesoheptotal (mg)

PesOhep.ona (mg):

Pesohephumido (mg)

COR:

| SIGLA:

| VALUE/CHROMA:

Caracterizagao tecido muscular

Tara (mg):

I:)esotmusc.total (mg)

Pesot.musc.DNA (mg) :

I:)esotmusc.ht]mido (mg)

Identificagdo do Local de Processamento

Local:

Responsavel:

Data: Hora Processamento:
Caracterizagao do Individuo
Individuo n2: | Género: M___ F Peso vivo(g): | Tamanho (cm):

Caracterizagao hepatopancreas

Tara (mg):

Pesoheptotal (mg)

PeSOhep.ona (MB):

Pesohephﬂmido (mg)

COR:

| SIGLA:

| VALUE/CHROMA:

Caracterizagao tecido muscular

Tara (mg):

PesoLmusc.total (mg)

Pesot.musc.DNA (mg) :

Pesotmusc.hl.]mido (mg)

Identificagdo do Local de Processamento

Local:

Responsavel:

Data: Hora Processamento:

Caracterizagao do Individuo

Individuo n2: | Género: M___ F___ Peso vivo(g): | Tamanho (cm):
Caracterizagdao hepatopancreas

Tara (mg): PeSOhep.otal (MB):

Pesoamostra (mg) PeSOhep.hl.’lmido (mg)

COR: | SIGLA: | VALUE/CHROMA:
Caracterizagao tecido muscular

Tara (mg): PesO¢ musc.total (MB):

Pesoamostra (mg)

Pesot.musc.humido (mg)
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