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RESUMO

O estudo da qualidade dos ovdcitos libertados por progenitores “selvagens” da
espécie améijoa-macha Venerupis senegalensis (=pullastra) podera contribuir tanto para
a definicdo de critérios de qualidade aplicaveis as maternidades deste bivalve, bem
como podera ser encarado como um indicador do potencial de reproducdo da espécie e
da eficiéncia de um sistema de producéo.

A qualidade dos ovdcitos € um dos factores determinantes da viabilidade larvar.
A caracterizacdo bioquimica dos ovocitos podera ajudar a compreender melhor como se
processa a acumulacdo e transferéncia de reservas para a gonada das fémeas, em funcéo
das condi¢cBes ambientais a que estao sujeitas.

Neste estudo, os objectivos foram i) determinar a composi¢do biogquimica
(proteinas, lipidos totais, lipidos neutros, fosfolipidos, hidratos de carbono, agucares
redutores livres, polissacarideos e matéria organica) dos ovocitos resultantes da postura
de progenitores “selvagens” de Venerupis senegalensis e ii) estabelecer critérios
indicadores da qualidade desses ovocitos.

As proteinas sdo o constituinte mais abundante nos ovécitos (18-38 % de peso
seco), seguidas pelos lipidos totais (7-17 % de peso seco) e hidratos de carbono (1-3 %
de peso seco).

O resultado das correlagbes entre os parametros (temperatura, matéria organica,
proteinas, indice de condicéo e indice gonadal) dos progenitores e 0s ovOcitos sugerem
que o contetudo em lipidos, nomeadamente fosfolipidos pode ser utilizado como um
critério de qualidade dos ovdcitos. Ainda ficou demonstrado que V. senegalensis tem
um periodo de postura alargado sem variacdes significativas de qualidade ovacitaria, o
que permite a inducdo da postura em maternidade ao longo do periodo de maturacao e
postura.

Em sintese, a definicdo de indices de qualidade avaliam a qualidade dos ovécitos
e consequentemente das larvas mas sdo necessarios futuros estudos sobre a viabilidade
larvar destes ovocitos, para validar os indices de qualidade encontrados. Esta
informacdo € uma contribuicdo para o conhecimento do ciclo reprodutivo da V.
senegalensis e podera ser aplicada na maternidade destes bivalves, contribuindo para

uma sua melhor gestéo.

Palavras-chave: bivalves, Venerupis senegalensis, améijoa-macha, composicao

bioguimica, qualidade dos ovaocitos.
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ABSTRACT

The study of oocytes quality released by “wild” broodstock of pullet carpet shell
Venerupis senegalensis (=pullastra) can be used as a quality criteria applied to
hatcheries, and also as an indicator of the reproductive efficacy on the growing system.

The oocytes quality is one of the most important factors which determine larval
viability. The oocytes biochemical characterization may be help to understand how
process for reserves accumulation occurs and how these reserves are transferred to
female gonad, attending to environmental conditions.

In this study, the main objectives were i) determine the biochemical composition
(proteins, total lipids, neutral lipids, phospholipids, carbohydrates, free reducing sugars,
polysaccharides and organic matter) of oocytes resulting from spawning of “wild”
broodstock of Venerupis senegalensis and ii) establish a quality criteria for oocytes.

Proteins were the most abundant oocytes constituent (18-38 % dry weight),
followed by total lipids (7-17 % dry weight) and carbohydrates (1-3 % dry weight).

Since there is a large extended correlation between several studied parameters in
broodstock (temperature, organic matter, proteins, condition index, gonadal index), and
the lipid content, particularly the phospholipids, in oocytes, this determination can be
used as a criteria of the oocytes quality. It was demonstrated that V. senegalensis has a
broad spawning period without significant variations in oocyte quality, which allows the
artificial spawning induction in hatcheries along the period of maturity and spawning.

In conclusion, the definition of quality index which allow to evaluate the oocytes
and consequently, larvae quality. However, further studies will be necessary on the
larval viability, to validate the quality indexes. This information is a contribution to the
knowledge of the reproductive cycle of V. senegalensis and can be applied in hatchery

contributing to better management.

Keywords: bivalve, Venerupis senegalensis, pullet carpet shell, biochemical

composition, oocyte quality.
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1. INTRODUCAO
Os moluscos bivalves (ostras, mexilhdes, améijoas e vieiras) constituem uma

parte importante da producdo pesqueira mundial. Durante a década 90, verificou-se um
aumento constante de producdo mundial de bivalves, passando de 6,3 milhdes de
toneladas para 14 milhdes de toneladas de bivalves desembarcados procedentes da
pesca e da aquacultura (Helm & Bourne, 2006). A cultura de moluscos bivalves é uma
actividade de grande importancia econémica e social a nivel mundial, nomeadamente
em paises como Japdo, Franca, Espanha e Portugal (Joaquim, 1997).

Os bivalves constituem um dos maiores recursos da actividade pesqueira e de
aquacultura, em Portugal. No entanto, na Gltima década, este manancial tem vindo a
diminuir drasticamente, quer por causas naturais quer por causas antropogénicas,
colocando em risco a sustentacdo e a producdo destes sectores (Gaspar & Monteiro,
1999).

Em Portugal, os bivalves com maior interesse economico em aquacultura séo:
améijoas, ostra, mexilhdo, berbigéo e longueirdo (DGPA, 2009). Por sua vez, no sector
pesqueiro sdo: berbigdo, améijoas e longueirdo (DGPA, 2009). A nivel nacional em
2008, a producdo média anual de bivalves em aquacultura atingiu 3.039 toneladas e no
sector pesqueiro atingiu 2.867 toneladas (DGPA, 2009). Uma parte desta producéo
destina-se ao consumo interno e a outra é exportada para Espanha (IPIMAR, 2000 e
Campos & Cachola, 2006). E também importante realcar a existéncia de um circuito
paralelo de comercializacdo onde o produto é vendido directamente (sem depuracao e
sem factura) ao consumidor, para a restauracdo ou para Espanha. Este circuito contribui
para que os valores totais de producéo estejam subavaliados (Bernardino, 2001).

O objecto de estudo deste trabalho foi a améijoa-macha Venerupis senegalensis
(=pullastra), que é comercialmente importante em Portugal, Espanha, Franca e Italia
(Joaquim et al., 2009).

Na Ria de Aveiro, a exploracdo de moluscos bivalves constitui uma actividade
de grande importancia sdcio-econémica com mais de mil profissionais envolvidos. A
producdo anual de 2007 atingiu 1.100 toneladas correspondendo a 1,6 milhGes de euros,
contribuindo a moluscicultura com 363 toneladas (DRAP, 2008). Esta actividade tem
vindo a crescer ao longo dos anos, sendo dirigida, entre outras, a captura de améijoa-

macha. Esta espécie tem sido alvo de uma intensa exploragdo do sector pesqueiro
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devido ao seu valor comercial. Nos ultimos anos tém-se assistido a uma apanha ilegal
por mergulhadores e a situagdo é agravada pela intensificagdo da apanha nos meses de
Verdo, quando os veraneantes a exercem como actividade ludica, tendo o esforgo de
pesca aumentado, significativamente. Contudo, o poder de recuperacdo dos bancos
naturais tem permitido a sua exploracdo, mas evidenciam indicios de exaustdo (Maia et
al., 2006). Estes sinais sdo preocupantes e repercutam-se na quantidade e na qualidade
dos recursos explorados. Actualmente, na Ria de Aveiro, a exploracdo de améijoa-
macha ocupa 9,4 hectares da Gafanha da Encarnacdo (costa ocidental de Portugal: N
40° 36' 12.53"; W 8° 40' 16.14") (Figura 1). No inicio de 2009, verificou-se valores
anormalmente elevados de mortalidade, nos viveiros. Pensa-se que este facto foi
resultante do aumento do nivel da 4gua doce na Ria provocado pelas chuvas intensas em
dias consecutivos (MADRP, 2009 e Cardoso, Com. Pes.).

Muranzel

Figura 1 — Zona de producédo natural na Ria de Aveiro — Gafanha da Encarnacdo (Sobral et al., 2000 e
Wikipédia, 2009).

A améijoa-macha foi em tempos, uma espécie abundante na Ria Formosa (sul de
Portugal) cuja actividade pesqueira foi economicamente rentavel nos anos 80. Contudo,

a sua abundancia diminuiu drasticamente devido a uma intensa pesca ao ponto de
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provocar a rotura dos mananciais (Joaquim et al., 2009), de tal forma, que actualmente
ndo € alvo de explorag&o.

A elevada exploracdo e mortalidade deste recurso podem vir a coloca-lo em
risco de colapso, com graves consequéncias econdmicas, sociais e ambientais. Torna-se
assim imperativo a implementacdo de medidas de gestdo especificas (ex. criagdo de um
periodo de defeso na pesca), que se ajustem a exploracdo deste bivalve ao estado e a
condicdo dos recursos disponiveis (Maia et al., 2006).

Dada a sua importancia sdcio-econdmica, a exploracéo intensiva e a mortalidade
da espécie, € necesséria a realizacdo de estudos para uma melhor compreensdo dos
mecanismos que controlam a sua qualidade biolégica, de modo a desenvolver
metodologias de produgdo em maternidade e permitir um eficiente repovoamento nos
locais mais depauperados.

A qualidade dos ovécitos € um dos factores determinantes na viabilidade larvar
dos bivalves (Massapina et al., 1999). Os estados iniciais do desenvolvimento larvar
apoiam-se nas reservas vitelinas dos ovocitos que constituem uma fonte de energia
formada por lipidos, proteinas e hidratos de carbono (NoOvoa et al., 2007). Assim,
geralmente, a qualidade dos ovocitos € determinada pelas suas reservas (Angel-Dapa et
al., 2010). Por sua vez, a qualidade dos ovdcitos e a viabilidade larvar sdo dependentes
das caracteristicas intrinsecas dos progenitores. Neste caso, a caracterizacdo bioquimica
dos ovocitos podera ajudar a compreender melhor como se processa a acumulacao e
transferéncia de reservas para a gonada da fémea, em funcdo das condigdes ambientais a
gue 0s progenitores estdo sujeitos (Joaquim, 1997).

Os lipidos séo essenciais como componentes estruturais de membranas celulares
(fosfolipidos) e como fonte de energia (especialmente os lipidos neutros) (Garcia-
Guerrero et al., 2003) e ainda sdo conhecidos por desempenharem um papel
fundamental na maximizacdo da taxa de eclosdo dos ovos, na taxa de crescimento larvar
e sobrevivéncia das larvas, logo sdo extremamente importantes para a qualidade das
larvas (Napolitano et al., 1992 e Angel-Dapa et al., 2010). As larvas, nos seus estados
iniciais (até larva D) dependem da quantidade enddgena inicial de lipidos fornecidos aos
ovocitos pelos progenitores durante a vitelogénese (Massapina et al., 1999). Vérios
autores tém considerado os lipidos totais como indicadores da qualidade dos ovocitos

em espécies como Mercenaria mercenaria (Gallager et al., 1986), Crassostrea virginica
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(Heffernan & Walker, 1989) e Ruditapes decussatus (Delgado & Pérez-Camacho,
2003).

Por sua vez, as proteinas ndo contribuem significativamente para a
gametogénese, uma vez que este processo depende, em grande medida, da quantidade
de glicogénio armazenado (Joaquim et al., em publicacdo). Mas, por outro lado, as
proteinas sdo componentes estruturais do tecido embrionario das larvas (Garcia-
Guerrero et al., 2003).

Finalmente, os hidratos de carbono (constituidos por agucares redutores livres e
polissacarideos) ndo sdo fontes principais de energia em ovos de organismos marinhos
(Holland, 1978 e Garcia-Guerrero et al., 2003). No entanto, os hidratos de carbono sdo
essenciais durante a embriogénese para a sintese de compostos especificos (Holland,
1978 e Garcia-Guerrero et al., 2003).

Em geral, o conteddo bioquimico dos ovdcitos de bivalves visa estabelecer
critérios de qualidade de postura mas atée agora s6 tem sido caracterizado 0s
progenitores de V. senegalensis. O estudo da composi¢do bioquimica dos ovocitos
libertados por progenitores “selvagens” e a sua relacdo com os progenitores contribuira
para a definicdo de indices de qualidade (Massapina et al., 1999). Tais indices podem
ser aplicados a sistemas de maternidade e de engorda e também podem contribuir para o
conhecimento do potencial reprodutivo da améijoa-macha no meio natural.

Este trabalho visa avaliar a qualidade dos ovdcitos de améijoa-macha em fungéo
da sua composicdo bioquimica, tendo em vista a definicdo de indices de qualidade
baseados em indicadores para a producdo da espécie em maternidade. Neste sentido,

foram definidos os seguintes objectivos especificos:

i) Determinacdo da composicdo bioquimica (lipidos totais, lipidos neutros,
fosfolipidos, proteinas, hidratos de carbono, agUcares redutores livres, polissacarideos,
matéria organica e conteudo energético) dos ovdcitos resultantes de posturas de

progenitores “selvagens” de améijoa-macha, provenientes da Ria de Aveiro.

ii) Estabelecimento de relagdes entre a condigdo dos progenitores “selvagens”, as

caracteristicas da postura e a composicao bioquimica dos ovacitos.
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1.1. BIOLOGIA DA ESPECIE

1.1.1. TAXONOMIA

A espécie, em estudo, Venerupis senegalensis vulgarmente designada em
Portugal por améijoa-macha, foi inicialmente designada por Venerupis pullastra
(Montagu, 1803). Actualmente a sua sequéncia filogenética, dentro dos moluscos, € a
sequinte (WoRMS, 2010):

Filo: Mollusca
Classe: Bivalvia
Sub-Classe: Heterodonta
Super-familia: Veneroidea
Familia: Veneridae
Género: Venerupis

Espécie: Venerupis senegalensis (Gmelin, 1791)

Nomes vulgares:

(P) Améijoa-macha (Vieira, 1989)

(Es) Almeja babosa (Poutiers, 1987)
(En) Pullet carpet shell (Poutiers, 1987)
(Fr) Palourde bleue (Poutiers, 1987)

1.1.2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A espécie V. senegalensis distribui-se pelo Atlantico Oriental, desde o Norte da
Noruega até a costa de Marrocos e ainda na costa mediterranea (Camacho, 1991; Vilia,
1992 e FAO, 2010) (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicio geografica da Venerupis senegalensis. (Sealifebase, 2010)

Em Portugal, esta espécie predomina em zonas abrigadas da costa, como séo 0s
casos da Ria Formosa (Algarve), da Ria de Aveiro (Aveiro) e do estuario do Sado
(Diniz, 1998).

1.1.3. HABITAT

A améijoa-macha é uma espécie nativa da zona litoral entre o nivel do intertidal
e a regido superior do subtidal, situadas em locais com comunicacdo com 0 mar, mas
ndo batidas directamente por este (enseadas, rias e lagoas litorais) (Arrobas &
Massapina, 1992; Vilia, 1992; Lagarto, 2006 e Matias, 2007). Encontra-se enterrada no
sedimento entre 5 e 6 cm presas por filamentos do bisso a um objecto solido, com
distribuicdo na vertical dependendo de varios factores como a consisténcia do
sedimento, a densidade populacional, o estado fisioldgico dos individuos, bem como o
tamanho dos sifées (Matias, 2007).

A espécie escolhe preferencialmente areias finas, mais ou menos vasosas ou
ainda vasas compactas, com maior ou menor mistura de elementos de maior
granulometria (conchas, gravilha), desde as zonas costeiras (zona de entremares) até
profundidades de cerca de 30 m (Camacho, 1991; Vilia, 1992; Schuller, 1998 e Lagarto,
2006).
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1.1.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Venerupis senegalensis apresenta concha solida equivalente, de contorno mais
ou menos rombdide, alongada, grosseiramente quadrangular (Camacho, 1991) e com
um fino desenho concéntrico (Schuller, 1998). A superficie da concha estéa esculpida por
numerosas estrias concéntricas mais profundas (estrias de crescimento) e estrias radiais
finas, formada por duas valvas simétricas de coloracdo externa semelhante, unidas por
um filamento cuja insercao se apresenta pouco diferenciada (Camacho, 1991).

As valvas estdo unidas por uma estrutura elastica situada na regido posterior da
concha. E as conchas estdo unidas por dois musculos adutores posteriores fortemente
inseridos na face interna das valvas (Pinto, 1998).

A coloragdo externa das valvas varia entre creme, cinzento claro e castanho
claro, por vezes com raios e manchas em zigzag de cor castanho-escuro ou parpura e a
face interna é branca polida ou rosada e algumas vezes parpura perto do bordo
posterior. (Camacho, 1991 e Vilia, 1992) (Figura 3).

Figura 3 — Morfologia da concha Venerupis senegalensis (Marine Life Encyclopedia, 2010).

O corpo encontra-se revestido pelo manto, cuja funcdo € segregar a concha. Os
bordos do manto prolongam-se formando os sifdes exalante e inalante, sendo este
altimo utilizado no fornecimento do oxigénio e das particulas alimentares (Pinto, 1998).
Esta espécie apresenta a particularidade dos dois sifées estarem completamente unidos
em toda a sua longitude (Camacho, 1991). Na cavidade do manto situa-se a massa

visceral.
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As g6nadas encontram-se na massa visceral em posicdo anterior e dorsolateral, e
ocupam inicialmente um pequeno espago e aquando da maturagdo aumentam

significativamente e tendem a invadir o interior do manto (Lagarto, 2006).

1.2. CICLO DE VIDA

1.2.1. REPRODUCAO E DESENVOLVIMENTO

A espécie em estudo é gonocorica (sexos separados), embora possam apresentar
tracos de hermafroditismo juvenil, que porém, desaparecem antes de atingirem o estado
funcional das gonadas (Vilia, 1992; Lagarto, 2006; Matias, 2007).

O sistema reprodutor da V. senegalensis € constituido por um par de génadas e
pelos respectivos gonoductos. O aspecto e a dimensdo das gonadas sofrem alteracOes
muito acentuadas, em funcdo quer da idade quer, principalmente, da fase do ciclo
reprodutivo em que os individuos se encontram (Vilia, 1992).

Segundo Vilia (1992), a primeira maturag@o ocorre ao fim do primeiro ano (26-
27 mm de comprimento) de vida. Contudo, Maia et al. (2006) relatam a primeira
maturacao aos 22 mm de comprimento.

O ciclo reprodutivo da améijoa-macha € o resultado de um equilibrio entre
factores exdgenos (salinidade, alimento, temperatura, luz e fases lunares) e factores
enddgenos (reservas alimentares, ciclo hormonal e gendtipo) (Maia et al., 2006). A
interaccdo entre estes factores assegura um sincronismo no desenvolvimento
gametogenico e na postura. Varios autores apontam que a relacdo entre a temperatura e
a disponibilidade do alimento séo os factores como maior relevancia (Maia et al., 2006).

Na Ria de Aveiro, a postura apresenta um periodo extenso que se prolonga entre
a Primavera e o Outono, em emissdes parciais (Maia et al., 2006 e Joaquim et al., em
publicacdo). Segundo Maia et al. (2006), na Ria de Aveiro a espécie V. senegalensis
inicia a gametogénese em Dezembro, a postura entre Marco e Novembro e segue-se um
periodo de repouso sexual até Janeiro. Contudo, Joaquim et al. (em publicacdo) relatam
o0 inicio da gametogénese no fim do Verdo/inicio de Outono, a postura entre o fim do
Inverno e o inicio do Verdo e o repouso sexual no fim do Verdo. As variacdes

encontradas, entre autores, no inicio e no final de cada periodo do ciclo reprodutivo
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podem dever-se a alteragdes nos factores ambientais que influenciam o ciclo

reprodutivo da espécie.

A fecundagdo é externa, sendo os gametas expelidos para a coluna de agua,
através do sifdo exalante e o numero de ovdcitos que uma fémea pode emitir oscila
entre 800 000 e 2 000 000 (Camacho & Cabello, 1973). Se a fecundagéo tardar em
ocorrer por falta de condi¢cBes ambientais que a favorecam, os ovécitos degeneram
(Lagarto, 2006).

A emissdo dos gametas e o desenvolvimento larvar sdo condicionados por
factores ambientais, fundamentalmente, a temperatura. Assim, a temperatura minima de
emissdo dos gametas situa-se entre os 12-15°C (iniciando-se na costa portuguesa nos
meses de Marco a Maio) (Vilia, 1992; Maia et al., 2006 e Joaquim et al., em
publicacdo). A fase de desenvolvimento larvar prolonga-se por 16 a 21 dias,
encontrando as temperaturas optimas entre 25 e 26°C. (Camacho, 1980; Vilia, 1992 e
Lagarto, 2006).

Apos a fecundacdo da-se o desenvolvimento embrionario. A incubacéo é a fase
do desenvolvimento larvar compreendida entre o ovo e a fase de larva veligera. Em
poucas horas, ocorre o aparecimento da larva trocofora, que gradualmente se vai
transformando na larva veligera (cerca de 48 horas ap0s a fecundacdo). Esta larva é
caracterizada pelo aparecimento de uma concha transparente, que cobre todas as partes
moles, cujo tamanho varia entre 90 e 110 um (Camacho & Cabello, 1973). No final do
periodo larvar tem inicio a metamorfose que Ihes confere a forma definitiva e permite a
fixacdo no sedimento através do pé. Nesta fase o tamanho varia entre 220 e 230 um,
passando da fase pelagica para a fase bentonica definitiva (Camacho & Cabello, 1973).

Sé&o entdo designadas por pds-larva, juvenis ou semente.

1.2.2. CRESCIMENTO

O desenvolvimento bentonico é fundamentalmente condicionado pela
temperatura e pela disponibilidade de alimento, contudo outros factores ambientais,
como sejam a salinidade, a composicdo do sedimento ou a concentra¢do do oxigénio
dissolvido também podem ter uma influéncia preponderante (Parache, 1982; Vilia, 1992
e Lagarto, 2006).

O crescimento dos lamelibranquios s6 termina com a sua morte (Banha, 1984 e

Matias, 2007). Os seus indices de crescimento diminuem gradualmente a medida que 0s
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animais envelhecem, sendo o seu tamanho limite determinado pelas condigdes do meio
(essencialmente temperatura e disponibilidade de alimento) (Banha, 1984 e Matias,
2007).

1.2.3. NUTRICAO

As améijoas, tal como todos os restantes bivalves, alimentam-se por filtracdo,
tanto de materiais em suspensdo na interface Agua-sedimento (regime alimentar
suspensivoro) (Parache, 1982 e Vilia, 1992), como de materiais provenientes da
ressuspensdo de depositos de natureza diversa (regime alimentar depositivoro) (Valence
& Peyre, 1989 e Vilia, 1992). Os bivalves necessitam de filtrar um enorme volume de
agua de forma a extrairem a quantidade de alimento necessario ao seu desenvolvimento.
Este processo é efectuado por microfagia e pelos movimentos ciliares das branquias que
forcam a entrada da adgua na cavidade do manto através do sifdo inalante. As particulas
sdo capturadas por uma secrecdo mucosa produzida pelas branquias e pelo manto e séo
levadas pelos cilios branquiais para a regido cefalica. Nesta regido os palpos labiais
seleccionam as particulas, eliminando as de maiores dimensfes, as excedentes e a
matéria inorganica (areia e outros detritos de natureza variada) sob a forma de pseudo-
fezes (aglutinados de muco com a forma de filamentos) por contraccéo do sifao exalante
e enviando para a boca as que véo servir de alimento (Vilia, 1992 e Matias, 2007).

O regime alimentar dos bivalves é variado, englobando algas plancténicas,
diatbmaceas e outras microalgas, bactérias, protistas, ovos, larvas de invertebrados,
particulas do sedimento, fibras vegetais e outros detritos de origem diversa (Franc,
1960; Vilia, 1992; Lagarto, 2006 e Matias, 2007).

A relacdo entre a disponibilidade de alimento, acumulacdo de reservas e
actividade reprodutiva nos bivalves varia consoante as condices ambientais. Na
améijoa-macha, as reservas de nutrientes acumulam-se quando o alimento é abundante
antes da gametogénese na forma de glicogénio e lipidos, sendo posteriormente usadas
para a sintese de gametas quando o gasto metabdlico é elevado (Joaquim et al., em
publicacdo). A energia derivada do alimento e destinada a gametogénese depende do
processo acumulativo de energia durante os periodos de maior alimento (Joaquim, 1997

e Joaquim et al., em publicacéo).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. CONDICOES EXPERIMENTAIS

Atendendo aos objectivos do estudo, a qualidade bioquimica das posturas de
progenitores “selvagens” de améijoa-macha foi avaliada através da determinacdo dos
seus constituintes bioquimicos: lipidos totais, lipidos neutros, fosfolipidos, proteinas,
hidratos de carbono, acucares redutores livres, polissacarideos, matéria organica e
respectivos valores energéticos dos ovécitos resultantes da postura dos progenitores.

Neste estudo, os progenitores de Venerupis senegalensis sdo provenientes da
Ria de Aveiro (Figura 1). A amostragem foi efectuada entre 21 de Fevereiro de 2006 e
12 de Outubro de 2007, quinzenalmente. As améijoas foram transportadas para a
Estacdo Experimental de Moluscicultura de Tavira, em arcas refrigeradas. Sendo
posteriormente acondicionadas até se dar inicio a estimulacéo térmica (dois dias apos a

captura).

Paralelamente a este trabalho, foi efectuada a caracterizacdo fisiologica e
bioguimica dos progenitores. Estes resultados foram analisados e deram origem a um
artigo (Joaquim et al., em publicacdo), o qual, embora ndo fazendo parte integrante
desta tese, foi utilizado de modo a estabelecer relacdes entre a qualidade dos
progenitores e a qualidades dos ovocitos. Os resultados obtidos nesse estudo encontram-

se sumarizados na Tabela 1 (Anexo I).

2.1.1. INDUCAO DA POSTURA

Foram usadas améijoas adultas de 35 a 45 mm de comprimento como

progenitores.

Por cada fémea que emitiu foram recolhidos aproximadamente, 50 mil ovocitos
em triplicado. As fémeas, cuja fecundidade ndo permitia a recolha dos trés replicados
foram descartadas deste estudo. A recolha dos ovocitos foi efectuada com a ajuda de
seringas. Esta solucdo foi concentrada num filtro (MILLIPORE HA, 0,45 um) e lavada,
posteriormente, com formato de amonia a 0,3% (P/V) de forma a eliminar os sais

minerais presentes na agua do mar. Seguidamente, as amostras foram guardadas em
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agua destilada, em tubos de polietilieno e conservada a -20°C para a sua posterior
liofilizacdo (SAVANT). Posteriormente, procedeu-se a pesagem das amostras numa
balanca METTLER TOLEDO com precisdo até a micrograma.

2.2. DETERMINACAO ANALITICA DOS CONSTITUINTES

A espectroscopia de absor¢do UV-Visivel é a técnica utilizada neste estudo para
a determinacgdo dos varios constituintes bioquimicos (proteinas, hidratos de carbono e
lipidos) nos ovocitos. A espectroscopia visivel e ultravioleta é aplicada para
determinacfes de compostos organicos e inorganicos devido a sua sensibilidade,
reprodutibilidade e facil manuseamento (Goncalves, 1990).

A luz UV-Visivel é suficientemente energética para promover electrdes para
niveis de energia mais elevados, quando ocorre absorcao de radiacdo em qualquer zona
do espectro, a substancia absorvente passa de um nivel de energia para outro de maior
energia (Goncalves, 1990). Neste estudo utilizou-se um espectrofotometro de feixe
duplo, onde o feixe de radiacdo € dividido em dois feixes, com intensidades e
distribuicdes espectrais idénticas. Um dos feixes passa através da célula referéncia
contendo o branco e o outro feixe passa atraves da ceélula que contém a amostra. A luz
incidente I, de um dado comprimento de onda incide na solucdo contendo a substancia
que a absorve em parte (Gongalves, 1990). | ¢ a intensidade da luz que ndo é absorvida
pela solucdo (Goncalves, 1990). A lei de Lambert-Beer descreve a absorcdo de luz feita
por uma solucdo de concentracdo, C, a um dado comprimento de onda (Gongalves,
1990):

I
LogTozAzngxl

A = Absorvancia
& = Absortividade molar (mol™ L cm™)
C = Concentracéo (mol L)

| = Percurso Optico (cm)

Para a determinacdo dos constituintes bioquimicos utilizou-se o
espectrofotometro UV-Vis THERMO ELECTRON GENESYS 6 e cuvetes de quartzo

de 10 mm. O método consiste na determinacdo dos lipidos, proteinas e hidratos de
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carbono por leitura espectrométrica no UV-Visivel, nos comprimentos de onda 375, 750

e 420 nm, respectivamente.

2.3. REAGENTES E PADROES

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade analitica reconhecida: formato
de amonia (NH;sHCO,) (Merck), cloroférmio (CHCIs) (Panreac), metanol (CH;OH)
(Merck), acido tricloroacético (TCA) (Panreac), hidroxido de sédio (NaOH) (Sigma),
acido cloridrico (HCI) (Panreac), &cido sulfarico (H,SO4) (Merck), ferricianeto de
potassio (KsFe(CN)s) (Sigma), acido silicico (Riedel de Haén), tartarato dissédico
(C4H40¢Nay) (Sigma), carbonato de sddio (Na,CO3) (Riedel de Haén), sulfato de cobre
(CuS0Og,) (Sigma), cianeto de potassio (KCN) (Merck), reagente de Folin - Colciteau
(Merck e Sigma) e agua destilada (H0).

Foram preparados reagentes a partir de varios compostos quimicos:

- Reagente A: 0,2 g de C4H,OgsNa, + 10 g de Na,CO3 + 69 mL de NaOH 0,8M e
perfazer a 100 mL com HO.

- Reagente B: 2 g de C4H,OgNa, + 1 g de CuSQO, + 12,5 mL de NaOH 0,8M e perfazer a
100 ml com H,0.

- Reagente I: 25 mL de NaOH 0,8M + 18 mL do reagente A + 2 mL do reagente B

- Reagente C: Reagente Folin — Colciteau : H,O (1:2)

- Reagente carbonato/cianeto: 500 pL de Na,CO3 a 16% + 30 uL KCN 5% e perfazer
até 10 mL com H0.

Foram efectuadas curvas de calibracdo para cada constituinte bioquimico em
estudo (lipidos, proteinas e hidratos de carbono) usando diferentes concentracdes e um
branco. Utilizaram-se padrdes de tripalmitina (Sigma), seroalbumina bovina (Sigma) e
glucose (Sigma), respectivamente. A partir destes padroes preparam-se as solucGes de
trabalho correspondentes ao intervalo de concentracdes aplicado ao constituinte
bioguimico.

Para cada constituinte bioquimico, efectuou-se a validacdo do método analitico
através dos parametros de validacdo (Tabela 1, Anexo Il): gama de trabalho,
linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) (Guia Relacre,
2000). Por definicdo, o LD do método corresponde ao teor minimo medido, a partir do

qual é provavel detectar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel,
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embora ndo haja quantificacdo do valor exacto (Guia Relacre, 2000), logo as amostras

com concentragdes abaixo do LD n&o foram tidas em conta neste estudo.

2.4. FRACCIONAMENTO DAS AMOSTRAS

Para a determinacdo dos componentes bioquimicos, o fraccionamento seguido
foi 0 método descrito por Holland & Gabbott (1971).

A partir de 227 e até 2074 ug de material biolégico iniciou-se o processo de
fraccionamento, ao qual se adicionaram 500 uL de H,O. A metodologia de recolha dos
ovocitos pode ndo ter sido a mais eficaz, visto ndo se conseguir obter em todos os
replicados a quantidade média de 50 mil ovécitos.

De forma a obter a ruptura e desagregacédo dos tecidos dos ovacitos, as amostras
foram submetidas a um tratamento ultrasonoro a frio mediante um aparelho de ultra-
sons VIBRACELL SONICS & MATERIALS. Este processo consistiu na aplicacdo de
impulsos de 20 watts de poténcia durante 3 intervalos de 10 segundos, evitando o
aquecimento e a consequente degradacdo dos tecidos. Todo o processo decorreu
mantendo as amostras a uma temperatura de 0 a 4°C. Ap6s homogeneizacdo foram
retiradas duas amostras de 200 pL para dois Eppendorf’s, as quais sofreram diferentes

esquemas de fraccionamento (Figura 4).
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200 L

Adicionaram-se 250 L de CHCI; e 500
ML de CH;OH. Agitou-se durante 1 minuto
num agitador e arrefeceu-se a 4°C
durante 10 minutos. Seguidamente fez-se
uma centrifugagao a 2500 r.p.m. durante
10 minutos e recolheu-se o sobrenadante:

Retiraram-se 350 pL

Adicionaram-se 250 dos lipidos totais e
HL de CH;CH e 250 adicionaram-se 500 pL
ML de agua. Agitou- de CH;CH.

se durante 1 minuto. Adicionaram-se 10 mg

Centrifugou-se a de acido silicico

500 L

200 L

Adicionaram-se 100 pL de TCA 15% frio e
agitou-se a amostra durante 5 minutos.
Posteriormente, arrefeceu-se a 4°C durante 10
minutos e centrifugou-se a 2500 r.p.m. durante
10 minutos, recolheu-se o sobrenadante e
lavou-se o precipitado com 200 |IL de TCA 5%.
Centrifugou-se a 2500 r.pm. durante 10min e
misturou-se o lavado com o sobrenadante:

Sobrenadaite

Adicionaram-se Retiraram-se 2
- subamostras de 100
500 uL NaOH ML e adicionaram-se
M e 20 L de HCI 6M.

Sobrenadaite

Retiraram-se 2
subamostras de
100pL e
adicionaramrse 20

Precipitado

2500 r.p.m. durante
5 minutos. Eliminou-
se a fase superior.
Secou-se a fase
inferior a 100°C
durante 15 minutos.
Adicionou-se 500 pL
de CHiCH ao
residuo lipidico.

Lipidos Totais

activado (pelo menos 2h
a 120°C). Colocaram-se
a 4°C durante 15

minutos, agitando a
cada 3 minutos.
Centrifugaram-se a

2500 r.p.m. 10 minutos.
Recolheu-se o sobre-
nadante.

Lipidos
Neutros

Figura 4 — Esquema de fraccionamento das amostras.
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2.5. DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES BIOQUIMICOS

i) Lipidos totais

Os lipidos totais foram determinados pelo método de Marsh & Weinstein
(1966). Foi retirada uma toma de 150 pL dos lipidos fraccionados de cada amostra e foi
colocada em tubo de vidro na estufa durante 15 minutos a 100°C para evaporar 0
solvente (CHCI;). Adicionou-se 500 pL de H,SO, e agitaram-se os tubos. Aqueceram-
se a 200°C durante 30 minutos. Apds o arrefecimento foi adicionado 1,5 mL de H,O e
agitaram-se novamente. Quando as amostras arrefeceram foram determinadas as
respectivas absorvancias. As curvas de calibracdo (Figura 1, Anexo I1) foram obtidas a
partir do padréo tripalmitina com 5 concentracGes diferentes, variando entre 5 e 40
ug/UL e um branco (500 puL de CHCIs). Para cada concentracdo de padrdo foram feitas
7 replicas.

i) Lipidos neutros

Para a determinacdo dos lipidos neutros foi seguido o método de Marsh &
Weinstein (1966) descrito anteriormente com duas alteracdes: retirou-se uma toma de
200 pL da amostra fraccionada e as amostras foram para a estufa a 100°C durante 20

minutos. O restante método ndo sofreu alteracoes.

iii) Fosfolipidos
O conteudo de fosfolipidos foi determinado com base na diferenca entre o teor

bioguimico dos lipidos totais e dos lipidos neutros.

iv) Proteinas

As proteinas foram determinadas segundo o método de Lowry et al. (1951)
modificado por Bensadoun & Weinstein (1976) e Hess et al. (1978) usando o
seroalbumina como padréo.

Partindo de 2 tomas de 50 pL de proteinas, adicionaram-se 450 pL de reagente |
e 300 pL de reagente C a cada amostra. Agitaram-se ¢ foram adicionados mais 300 pL
de reagente C. ApOs nova agitacdo, as amostras foram a incubar no escuro durante 45
minutos. Posteriormente, determinou-se a absorvancia. As curvas de calibracdo (Figura

2, Anexo |1) para as proteinas obtiveram-se a partir do padrao seroalbumina bovina com
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6 concentragdes diferentes, variando entre 5 e 50 pug/uL ¢ um branco (50 uL de H;0). O

namero de réplicas para cada padréo foi de 7.

v)  Hidratos de carbono e Ac¢Ucares Redutores Livres

A determinagdo dos hidratos de carbono e agucares redutores livres foi efectuada
de acordo com o método Holland & Gabbott (1971). As amostras foram adicionados
500 pL de NaOH 0,625%, 100 puL de KsFe(CN)s 0,2% e 200 pL de reagente
carbonato/cianeto (descrito na pagina 24), sendo estas, seguidamente, colocadas a
aquecer a 95°C durante 15 minutos. Apds o arrefecimento em banho de &agua,
adicionaram-se 500 pL de H,O. Posteriormente, foi determinada a absorvancia. A curva
de calibracdo (Figura 3, Anexo Il) obteve-se a partir do padrdo glucose com 5
concentraces diferentes, variando entre 1,25 e 15,00 ug/uL ¢ um branco (200 pL de
H,0). Para cada padréo foram feitas 8 réplicas.

vi)  Polissacarideos
Os polissacarideos foram determinados com base na diferenca entre o teor dos

hidratos de carbono e dos acucares redutores livres.

vii) Matéria organica
O contetdo em matéria organica foi determinado com base na soma dos
constituintes bioquimicos determinados anteriormente (lipidos totais + proteinas +

hidratos de carbono).

viii) Valor energético

Os factores de conversdo em energia para os lipidos, hidratos de carbono e
proteinas foram 35,24; 17,16 e 18,00 kJ g™, respectivamente (Beukema & De Bruin,
1979).

Os resultados relativos as proteinas, lipidos totais, lipidos neutros, fosfolipidos,
hidratos de carbono, acUcares redutores livres e polissacarideos encontram-se expressos
em pg/100 pg de peso seco. A composicdo de hidratos de carbono (acuUcares redutores
livres e polissacarideos) e de lipidos totais (lipidos neutros e fosfolipidos) foi, também,

expressa em percentagem de hidratos de carbono e de lipidos totais, respectivamente.
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2.6. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente atendendo aos objectivos do
estudo. Os dados expressos em percentagem foram modificados pela transformacao
arcoseno (arcsen \y) para assumirem uma distribuicdo normal e homogeneizacdo de
variancias, permitindo a comparacao estatistica (Maroco, 2007).

A comparacdo entre e dentro (entre fémeas) das amostragens das variaveis
independentes foi realizada através de testes paramétricos e ndo-paramétricos. Apos
garantir as condicdes dos testes paramétricos: independéncia das observacgdes,
homogeneidade de variancias populacionais (através do teste de Levene) e normalidade
das distribuicdes da variavel (através do teste de Kolmogorov-Smirnov) aplicou-se o
Método de Andlise de Variancias (ANOVA) (Maroco, 2007). Quando as condi¢des da
estatistica parametrica ndo séo satisfeitas utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis como alternativa a ANOVA (Maroco, 2007).

As comparagdes mdaltiplas entre pares foram executadas usando o teste
paramétrico de Tukey ou o0 teste ndo-paramétrico Dunn’s, a fim de detectar as
diferencas significativas entre amostras consecutivas.

As hipdteses estabelecidas neste trabalho visaram explicar a variabilidade ou ndo
dos parametros. Na hipotese nula ndo existem diferencas significativas entre o0s
parametros em estudo para um nivel de significancia de 5% (p>0,05).

Com o objectivo de avaliar a relacéo entre os parametros estudados foi utilizado
o coeficiente de correlacdo de Spearman devido a presenca de dados ndo-parameétricos.
Deste modo, foram calculados os coeficientes de correlacdo entre os diferentes
parametros e determinaram-se 0s niveis de significancia das relacdes encontradas,
através de uma tabela de coeficiente de correlacéo.

Foram determinados os coeficientes de correlacdo e 0s respectivos niveis de
significancia entre os varios constituintes dos ovocitos e entre 0s varios constituintes
bioguimicos dos ovacitos e os parametros dos progenitores de V. senegalensis obtidos
em Joaquim et al. (em publicacdo).

Sendo um dos objectivos desta tese, encontrar relacbes significativas entre os
varios parametros estudados, das relacdes encontradas com um intervalo de confianca
superior a 95% (p> 0,05) e que revelaram interesse biolégico, foram representadas

sobre 0 modelo estatistico de regressdo linear (y = a + bx).
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Ao contrério da correlacdo, onde existe simetria, a relagdo linear € um modelo
estatistico que tem como objectivo quantificar a relacdo algébrica, apresentada pela
equacdo da recta de regressdo, de uma quantidade y em fungdo de uma quantidade x.
Quando esta relacdo entre parametros ndo apresenta uma influéncia importante, a recta
de regressao de y em x apresenta-se paralela ao eixo do xx (Schwartz, 1984).

O tratamento estatistico foi efectuado com o auxilio de softwares informaticos:
Microsoft Office Excel 2007 e SigmaStat 3.5 (2006).
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3. RESULTADOS

3.1. COMPOSICAO BIOQUIMICA DOS OVOCITOS

Na Tabela 1, encontram-se os teores médios (ug/100 g de peso seco) dos varios
constituintes bioquimicos (proteinas, hidratos de carbono, aglcares redutores livres,
polissacarideos, lipidos totais, lipidos neutros, fosfolipidos e matéria organica) e energia
total dos ovdcitos emitidos por V. senegalensis, durante o ano de 2006 até Outubro de
2007.

Durante este periodo, existiram amostragens em que 0S progenitores nado
responderam positivamente a estimulacdo térmica ou emitiram ovdcitos em quantidades
insuficientes para a analise.

As proteinas foram o constituinte bioquimico mais predominante (18-38 pg/100
Mg peso seco) seguido pelos lipidos totais (7-17 pg/100 pg peso seco) e hidratos de
carbonos (1-3 pg/100 ug peso seco).
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Tabela 1 — Teores médios (g/100 pg de peso seco + desvio padrdo) de proteinas, hidratos de carbono,

acucares redutores livres, polissacarideos, lipidos totais, lipidos neutros, fosfolipidos, matéria organica

total e energia total dos ovdcitos de V. senegalensis durante o periodo de amostragem.

Proteinas HC ARL PS LT LN FL MO EnergiaTotal
Ano Data  Més  (ug/100yg  (4g/1004g  (ug/00ug  (ug/1004g  (ug/100pg  (ug/100Hg  (ug/200g (1g) (Kiug?)
pesoseco)  pesoseco)  pesoseco)  pesoseco)  pesoseco) pesoseco)  pesoseco)
2102 Fev 20,77%578 138039 1,19£0,22 0,26%0,17 7,15t3,58  292+144 4761327 28941653 57412,07
09-03 Mar 28,62t867 1,63t057 141:046 035031 8271503 3884269 572447 40,27:12,09 7,703,49
2203  Mar Sem desova
06-04 Abr  27,168,61 2,21+0,56 1,28+0,65 0,38:0,32 835+3,10  3,32+139 557+2,97 39,90+10,64 8,56%2,50
2104 Abr  28,85t7,22 1,82:0,89 197089 0,58%0,60 9,07t4,87  3,79+2,77 6,844,339 39,93+9,91 8,72+2,50
0505  Mai Sem desova
1905 Mai 28221465 2,3810,98 1831055 0,70:0,67 10,91t656 3,48%1,16 6,71£3,73 40,87t557 82881222
2106 Jun 32224603 2,06%0,77 187:0,50 0,54:0,57 10,96+4,97 4,65%314 7561294 43,6916,68 9,00+2,03
© 0707 Jul 38041684 2,11+1,27 2,09t1,17 050062 12,32#530 526243 6,81+2,99 48591597 10,20£1,05
R 207 Wl Sem desova
04-08 Ago 18,07t10,39 1,50:040 1,16%0,33 0,50:035 10,28t464 2,61£051 895525 10,28%7,46 7,6310,34
18-08  Ago Sem desova
0109  Set N2 ovdcitos insuficiente
1509  Set N2 ovécitos insuficiente
20-10  Out N2 ovdcitos insuficiente
10-11  Nov Sem desova
2411 Nov 26,6244 2471212 639000 0,150,000 16,31%552 4,.8612,08 10,49£3,85 56,7619,24 11,8312,94
1112 peg Sem desova
0501 Jan N2 ovécitos insuficiente
1901 Jan  33,22#584 2,05:061 167041 062045 9,66t307  3,18t124 7184235 4575676 9,70£1,76
0102 Fev 3361690 3,08+137 2,74%067 1,04t1,07 1357+448 4,71+198 10,34%3,00 52,18+12,13 10,8413,22
1602 Fev 31591686 1,70£0,49 135:048 0521044 9,21+484 3461156 5834395 4114+801 9,15£1,89
0203 Mar 3194+891 196#0,73 157#047 046%042 7083+317  2,79£130 561%2,63 4050676 829236
1603 Mar  34,69%9,75 169:056 142%042 050037 793+391  398+2,47 4284293 438611092 870£1,43
1304 Abr Sem desova
5 0405 Mai N ovdcitos insuficiente
R 2105 Mai Sem desova
2206 Jun 30681567 2221061 169:0,58 0,64:046 10,78+4,43 3731088 7,731380 44461655 9,602,227
1307  Jul 27,99:854 3141168 2,91:0,50 1,110,660 17,00£8,05 7,26%3,69 11,541593 43,98110,53 10,4012,24
2707 Jul N2 ovécitos insuficiente
2408 Ago Sem desova
0709 Set Sem desova
2109 Set Sem desova
12-10  Qut Sem desova

Os resultados da variacdo dos teores medios de proteinas ao longo do periodo de

amostragem, encontram-se representados na Figura 5.
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Figura 5 - Variacdo média (+ desvio padrdo) de proteinas presente nos ovdcitos de améijoa-macha V.
senegalensis, ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovocitos emitidos
insuficiente).

O conteudo em proteinas nos ovocitos apresentou um aumento entre Fevereiro e
Julho de 2006, excepto nas amostragens do inicio de Abril e em Maio, onde se verificou
uma ligeira diminuicdo. A amostragem de Julho de 2006 correspondeu ao valor maximo
(38,1 + 6,9 ug/100 pg peso seco) de proteinas obtido, durante o periodo de amostragem.
Na amostragem seguinte, Agosto de 2006 verificou-se o valor minimo (18,1 £ 10,4
1g/100 ug peso seco). Em Novembro de 2006 ocorreu uma subida do teor de proteinas,
em relacdo ao Gltimo més amostrado (Agosto). Durante o ano de 2007 ndo se
verificaram grandes oscilagdes no teor em proteinas nos ovocitos de V. senegalensis.
Este constituinte bioquimico manteve-se relativamente alto, verificando-se valores
acima dos 28 ug/100 g peso seco.

Estatisticamente, verificou-se que existiram diferencas significativas entre o0s
anos de amostragem (K-W., H=24,804 d.f.=1, p<0,001), entre periodos de amostragem
(Tabela 1, Anexo Ill) (K-W., H=100,899 d.f.=15, p<0,001) e entre fémeas da mesma

amostragem (p<0,05).

Os resultados relativos ao contetdo de hidratos de carbono ao longo do periodo

de amostragem encontram-se representados na Figura 6.
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Figura 6 - Variagdo média (+ desvio padrdo) de hidratos de carbono presente nos ovdcitos de améijoa-
macha V. senegalensis, ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovdcitos

emitidos insuficiente).

Durante o periodo de amostragem, verificaram-se oscilagcdes do teor em hidratos
de carbono, registando-se um aumento entre Fevereiro e Maio de 2006, excepto na
amostragem efectuada no fim de Abril, onde ocorreu um decréscimo. Tal como para o
teor de proteinas, também os hidratos de carbono decresceram acentuadamente em
Agosto de 2006 e voltaram a subir em Novembro do mesmo ano. No ano de 2007,
ocorreu uma ligeira subida em Janeiro e inicio de Fevereiro, registando-se
posteriormente um decréscimo até final do més de Marc¢o, excepto na amostragem do
inicio de Marc¢o, onde houve um ligeiro aumento. Durante a amostragem dos meses de
Junho e Julho verificou-se um aumento do conteudo em hidratos de carbono nos
ovacitos de V. senegalensis.

O conteddo minimo de hidratos de carbono presente nos ovocitos foi atingido
em Fevereiro de 2006 (1,4 £ 0,4 pg/100 pg peso seco) e o conteddo maximo foi
atingido em Julho de 2007 (3,2 £ 1,7 ug/100 g peso seco).

Estatisticamente, verificaram-se diferencas significativas entre os anos de
amostragem (K-W., H=24,897 d.f.=1, p<0,001), entre periodos de amostragem (Tabela
2, Anexo Il (K-W., H=127,274 d.f.=15, p<0,001) e entre fémeas da mesma

amostragem (p<0,05).
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Os resultados da variagdo do teor de lipidos totais ao longo do periodo de
amostragem encontram-se representados na Figura 7.
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Figura 7 - Variacdo média (* desvio padrédo) de lipidos totais presente nos ovocitos de améijoa-macha V.
senegalensis, ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovdcitos emitidos

insuficiente).

Através da Figura 7, verifica-se uma subida do contetido em lipidos totais desde
Fevereiro até Julho de 2006, ocorrendo um decréscimo na amostragem seguinte. Em
Novembro de 2006, registou-se o valor mais elevado (16,4 = 5,6 pg/100 pg peso seco).
O valor minimo corresponde a Fevereiro de 2006 (7,2 £ 3,6 1g/100 g peso seco).

Entre Janeiro e Fevereiro de 2007 ocorreu um aumento do teor em lipidos totais,
seguindo-se um decréscimo até ao inicio de Margo de 2007. Nas amostragens de Junho
e Julho deste ano verificou-se uma recuperacdo do teor em lipidos totais dos ovocitos.
De um modo geral, a variacdo deste componente bioquimico ao longo do periodo de
amostragem assemelha-se ao verificado para as proteinas e para os hidratos de carbono.

Néo se verificou a existéncia de diferencas significativas entre anos de
amostragem (K-W., H=1,659 d.f.=1, p=0,198). No entanto, existiram diferencas
significativas entre periodos de amostragem (Tabela 3, Anexo 1) (K-W., H=62,790

d.f.=15, p<0,001) e entre fémeas da mesma amostragem (p<0,05).

A variacdo da composicdo dos hidratos de carbono em acucares redutores livres
e polissacarideos, ao longo do periodo de amostragem, encontra-se representada na

Figura 8.
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Figura 8 - Variacdo média (+ desvio padrdo) da percentagem relativa de acUcares redutores livres e
polissacarideos na composi¢cdo dos hidratos de carbono presentes nos ovécitos de améijoa-macha V.
senegalensis, ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovdcitos emitidos

insuficiente).

Os acucares redutores livres mantém-se relativamente estaveis ao longo do
periodo experimental comparativamente com o0s polissacarideos. O teor minimo
corresponde a amostragem de Agosto de 2006 (71,5 £ 17,1 % de hidratos de carbono),
coincidindo com a diminuicdo generalizada nos outros constituintes bioquimicos. Em
Novembro de 2006 atingiu-se o teor mais elevado (97,7 % de hidratos de carbono),

sendo importante salientar que este valor corresponde apenas a uma amostra.

No entanto, estatisticamente, foram encontradas diferencas significativas entre
anos de amostragem (ANOVA, p=0,023) e entre fémeas da mesma amostragem
(p<0,05). Mas ndo existiram diferencas significativas entre os periodos de amostragem
(ANOVA, p=0,618), realcando que a amostragem de Novembro de 2006 ndo entrou no

teste estatistico devido a corresponder a uma Unica amostra.
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Relativamente aos polissacarideos, verificou-se que este componente dos
hidratos de carbono aumentou desde de Fevereiro até Maio de 2006, decresceu nas duas
amostragens seguintes e voltou a aumentar em Agosto de 2006, onde se verificou o
valor mais elevado (28,6 + 17,1 % de hidratos de carbono) do periodo de amostragem.
Em Novembro de 2006 foi registado o valor mais baixo (2,4 % de hidratos de carbono)
de polissacarideos. Durante o ano de 2007 verificaram-se pequenas oscilagfes no teor
em polissacarideos nos ovdcitos de V. senegalensis, verificando-se, sempre valores
acima dos 20 % de hidratos de carbono.

No caso dos polissacarideos, existiram diferencas significativas entre anos de
amostragem (ANOVA, p=0,023) e entre fémeas da mesma amostragem (p<0,05) mas
ndo se verificaram diferencas significativas entre periodos de amostragem (ANOVA,
p=0,618).

A variacdo da composicédo dos lipidos totais em lipidos neutros e fosfolipidos, ao

longo do periodo de amostragem, encontra-se representada na Figura 9.
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Figura 9 - Variacdo média (+ desvio padréo) da percentagem relativa de lipidos neutros e fosfolipidos na
composicdo dos lipidos totais presentes nos ovdcitos de améijoa-macha V. senegalensis, ao longo do

periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovocitos emitidos insuficiente).
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Por analise da Figura 9, verificou-se que, de um modo geral, os lipidos neutros
apresentam um decréscimo entre Fevereiro e Agosto de 2006, excepto no fim de Abril,
Maio e Julho onde houve um aumento. Em 2007 verificou-se um aumento até final de
Margo de 2007, excepto na amostragem do inicio de Marco. Nas Gltimas amostragens
(Junho e Julho de 2007) ocorreu um decréscimo do teor dos lipidos neutros. O teor
maximo de lipidos neutros foi atingido no final de Margo de 2007 (45,4 + 16,6 % de
lipidos totais) e o teor minimo em Agosto de 2006 (24,6 + 7,9 % de lipidos totais), tal

como aconteceu nas proteinas e nos aglcares redutores livres.

N&o se verificou a existéncia de diferencas significativas entre anos de
amostragem (K-W., H=2,534 d.f.=1, p=0,111) nem entre fémeas da mesma amostragem
(p>0,05). No entanto, existiram diferencas significativas entre periodos de amostragem
(Anexo 1) (K-W., H=26,761 d.f.=15, p=0,031).

Nos fosfolipidos, os valores mais elevados foram obtidos em Agosto de 2006
(75,5 £ 7,9 % dos lipidos totais) e os valores mais baixos no fim de Marco de 2007
(54,7 £ 16,6 % dos lipidos totais). No inicio do periodo de amostragem verificou-se um
aumento do teor de fosfolipidos até Agosto de 2006, excepto em Maio e Julho. De um
modo geral, verificou-se um decréscimo dos fosfolipidos a partir do fim de Fevereiro
até ao fim do més de Margco de 2007. Entre Junho e Julho de 2007, o teor de

fosfolipidos mantiveram-se constantes.

A semelhanca do que ocorreu com os lipidos neutros, ndo foram registadas
diferencas significativas entre anos de amostragem (K-W., H=2,580 d.f.=1, p=0,108)
nem entre fémeas da mesma amostragem (p>0,05). No entanto, existiram diferencas
significativas entre periodos de amostragem (Anexo 1) (K-W., H=26,796 d.f.=15,
p=0,030).

Os resultados relativos a matéria organica, como resultado da soma dos
principais constituintes (proteinas, hidratos de carbono e lipidos totais), ao longo do

periodo de amostragem, encontram-se representados na Figura 10.
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Figura 10 - Variacdo média (+ desvio padrdo) da matéria organica total (ug) dos ovécitos de améijoa-
macha V. senegalensis, ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovdcitos
emitidos insuficiente).

A matéria organica dos ovocitos de V. senegalensis aumentou desde Fevereiro a
Julho de 2006, excepto no inicio de Abril. Na amostragem seguinte (Agosto de 2006)
ocorreu um decréscimo acentuado correspondendo ao minimo (10,3 + 7,5 pg) de
matéria organica encontrado. Em Novembro de 2006 registou-se o valor maximo (56,8
+ 9,3 ug).

Ao longo de 2007 nao se verificaram grandes oscilagdes no teor de matéria
organica nos ovocitos. Este constituinte bioquimico manteve-se relativamente alto,
verificando-se valores acima dos 41 ug.

De um modo geral, a matéria organica dos ovdcitos variou de forma idéntica a
variacdo do conteudo em proteinas, hidratos de carbono e lipidos totais, ao longo do
periodo de amostragem.

Os resultados da analise ANOVA, mostraram diferencas significativas entre
anos de amostragem (ANOVA, p<0,001) e entre periodos de amostragem (Tabela 4,
Anexo 111) (ANOVA, p<0,001). No entanto, ndo se registaram diferencas significativas

entre fémeas da mesma amostragem (p>0,05).
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A Figura 11 representa as percentagens relativas em termos de matéria organica
dos Vérios constituintes bioquimicos (proteinas, hidratos de carbono e lipidos totais) ao

longo do periodo de amostragem.
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Figura 11 - Variagdo média (+ desvio padrdo) da percentagem relativa em termos de matéria organica de
proteinas, lipidos totais e hidratos de carbono presentes nos ovdcitos de améijoa-macha V. senegalensis,

ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovdcitos emitidos insuficiente).

Através da Figura 11, verificou-se que as proteinas em percentagem relativa,
foram relativamente estaveis entre a primeira amostragem (Fevereiro) e Junho de 2006,
excepto na amostragem de Maio que registou um ligeiro decréscimo. Em Julho de 2006
ocorreu uma subida da percentagem relativa das proteinas registando-se neste més a
percentagem relativa mais elevada (77,9 = 0,06%), seguida de um acentuado
decréscimo em Agosto de 2006 onde ocorreu a percentagem mais baixa (54,3 + 0,3 %).
Entre Janeiro e Marc¢o de 2007, verificou-se um aumento gradual das proteinas, excepto
na amostragem do inicio de Fevereiro. Durante as amostragens dos meses de Junho e
Julho do mesmo ano, verificou-se um decréscimo da percentagem relativa de proteinas
nos ovacitos de V. senegalensis.

A variacdo da percentagem relativa do componente bioquimico lipidos totais €
relativamente estavel entre Fevereiro e Junho de 2006, excepto no més de Maio onde
houve uma ligeira subida. Em Agosto registou-se um aumento significativo deste
componente nos ovacitos, relativamente aos outros componentes. No inicio do ano de
2007 até Marco, verificou-se um decréscimo da percentagem relativa de lipidos totais,

excepto na amostragem do inicio de Fevereiro. Durante as amostragens dos meses de
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Junho e Julho de 2007, verificou-se um aumento da percentagem relativa de lipidos
totais nos ovocitos de V. senegalensis. Os lipidos totais apresentam um comportamento
inverso relativo ao das proteinas. Os valores maximos percentuais relativos de lipidos
totais foram registados em Agosto de 2006 (40,5 + 0,3%) e os minimos no inicio de
Marco de 2007 (17,9 £ 0,07%).

De um modo geral, os hidratos de carbono, em percentagem relativa, nédo
apresentaram variag6es ao longo do periodo de amostragem, sendo os maiores valores
alcancados no inicio de Fevereiro de 2007 (6,07 + 0,02 %) e os mais baixos em
Novembro de 2006 (3,3 + 0,003 %).

Nas proteinas, ndo se verificou a existéncia de diferencas significativas entre
anos de amostragem (ANOVA, p=0,152) nem entre fémeas da mesma amostragem
(p>0,05) excepto nas fémeas da amostragem de fim de Fevereiro de 2007 (ANOVA,
p=0,038). No entanto, existiram diferencas significativas entre periodos de amostragem
(Anexo 1) (K-W., H=35,152 d.f.=15, p=0,002).

Estatisticamente, os lipidos totais ndo apresentaram diferencas significativas
entre anos de amostragem (ANOVA, p=0,116) nem entre fémeas da mesma
amostragem (p>0,05). No entanto, existiram diferencas significativas entre periodos de
amostragem (Anexo I11) (K-W., H=32,822 d.f.=15, p=0,005).

Os hidratos de carbono nédo apresentaram diferencas significativas entre anos de
amostragem (ANOVA, p=0,706) nem entre fémeas da mesma amostragem (p>0,05)
excepto nas fémeas da amostragem de inicio de Marco de 2007 (K-W., H=12,638
d.f.=6, p=0,048). Mas existiram diferencas significativas entre periodos de amostragem
(Anexo 1) (K-W., H=26,474 d.f.=15, p=0,033).

Os resultados relativos a energia total, ao longo do tempo, encontram-se

representados na Figura 12.
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Figura 12 - Variacdo média (+ desvio padrdo) da energia total (kJ.ug™) dos ovdcitos de améijoa-macha
V. senegalensis, ao longo do periodo de amostragem (* sem postura ou quantidade de ovécitos emitidos
insuficiente).

A variacdo do conteudo energético total segue a mesma tendéncia que oS
principais constituintes bioquimicos determinados; de uma forma geral, aumentou desde
a primeira amostragem, correspondente ao valor mais baixo (5,8 + 2,07 kJ.ug™) até
Julho de 2006, seguindo-se um decréscimo do conteudo energético. Na amostragem de
Novembro de 2006 registou-se um aumento atingindo o valor mais elevado (11,9 + 3,0
kJ.ug™) do periodo de amostragem. As proteinas s&o o constituinte que mais contribui
para a energia total, seguidas pelos lipidos totais.

Estatisticamente, registaram-se diferencas significativas entre anos de
amostragem (K-W., H=11,013 d.f.=1, p<0,001) e entre periodos de amostragem (Tabela
5, Anexo IlI) (ANOVA, p<0,001). No entanto, ndo se registaram diferencas

significativas entre fémeas da mesma amostragem (p>0,05).

3.2. RELACAO ENTRE PARAMETROS

3.2.1. OVOCITOS EMITIDOS

Os coeficientes de correlacdo e o0s respectivos niveis de significancia
encontrados para 0s varios constituintes estudados nos ovécitos estdo representados na
Tabela 1 (Anexo V).

Através da andlise da Tabela 1 (Anexo V), verifica-se que todos os constituintes

bioguimicos (ug/100ug de peso seco) se correlacionam positivamente (p<0,05), excepto
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as proteinas com os polissacarideos (p=0,0678), com os lipidos neutros (p=0,0535) e
com os fosfolipidos (p=0,720), entre os quais ndo foi encontrada qualquer relacdo

estatisticamente significativa.

3.2.2. PROGENITORES E OVOCITOS EMITIDOS

Tendo em conta os principais objectivos deste trabalho, as relagdes encontradas
entre 0s varios parametros, que apresentavam um nivel de significancia superior a 95%
e interesse bioldgico, foram representados sob a forma de y = ax + b (regressdo linear).
Na Figura 13 e na Tabela 1 (Anexo V) encontram-se representadas as relacdes
encontradas entre a temperatura da agua, aquando a captura dos progenitores na Ria de
Aveiro, os indicadores de qualidade dos progenitores e 0s Varios constituintes
bioquimicos dos ovocitos. E de salientar que apenas foram encontradas relacées entre os

lipidos totais e fosfolipidos dos ovocitos e 0s parametros dos progenitores.
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Figura 13 — Rectas de regressdo de a) lipidos totais dos ovdcitos em fungdo da temperatura, b)
fosfolipidos dos ovdcitos em fungdo de temperatura, c) lipidos totais dos ovécitos em funcgdo da matéria
orgénica dos progenitores, d) fosfolipidos dos ovécitos em funcdo da matéria orgénica dos progenitores,
e) lipidos totais dos ovocitos em fungdo das proteinas dos progenitores, f) fosfolipidos dos ovocitos em
funcdo do indice de condicdo dos progenitores e g) fosfolipidos dos ovécitos em funcéo do indice gonadal
dos progenitores.
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Através da andlise da Figura 13, verifica-se que os lipidos totais dos ovocitos
correlacionam-se positivamente com a temperatura da dgua registada durante o periodo
de amostragem na Ria de Aveiro (Spearman’s r=0,604; p<0,05) e com a matéria
organica dos progenitores (Spearman’s r=0,512; p<0,05) e correlacionam-se
inversamente com o teor de proteinas dos progenitores (Spearman’s r=-0,526; p<0,05).

Por sua vez, os fosfolipidos dos ovdcitos correlacionam-se positivamente com a
temperatura da agua registada (Spearman’s r=0,610; p<0,05), com a matéria organica
dos progenitores (Spearman’s r=0,556; p<0,05) e com o indice de condigdo
(Spearman’s 1=0,571; p<0,05) mas negativamente com o indice gonadal (Spearman’s
r=-0,567; p<0,05).

Na fase de maturacdo dos ovdcitos (Janeiro até Mar¢o de 2007) verifica-se uma
correlacdo positiva entre o indice de condicdo dos progenitores e os fosfolipidos dos
ovocitos (Spearman’s r=1; p<0,05) e uma correlacdo negativa entre as proteinas dos
progenitores e os lipidos neutros dos ovocitos (Spearman’s r=-1; p<0,05) (Tabela 1,
Anexo VI). E na fase de postura (Marco até Agosto de 2006 e Margo de 2007) verifica-
se que os fosfolipidos dos ovdcitos correlacionam-se positivamente com a temperatura
da agua da Ria de Aveiro (Spearman’s r=0,821; p<0,05), com o indice de condicéo
(Spearman’s r=0,850; p<0,05) e com a matéria organica dos progenitores (Spearman’s
r=0,783; p<0,05) (Tabela 2, Anexo VI). O indice de condicdo correlaciona-se
positivamente com os lipidos totais dos ovocitos (Spearman’s r=0,650; p<0,05). Por sua
vez, as proteinas dos progenitores correlacionam-se negativamente com os lipidos totais
dos ovécitos (Spearman’s r=-0,700; p<0,05) (Tabela 2, Anexo VI).
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4. DISCUSSAO

A variabilidade bioquimica e fisiologica entre larvas de bivalves pode sempre
ser esperada, e compreender a origem dessa variabilidade é fundamental para reduzi-la
em situagdes de cultivo. A condicdo dos progenitores e consequentemente a qualidade
dos ovacitos sdo factores importantes para determinar a viabilidade larval (Massapina et
al., 1999).

O ciclo reprodutivo dos bivalves é controlado por uma interaccdo de factores
ambientais e enddgenos, sendo a temperatura determinante no desenvolvimento
reprodutivo e na postura (Joaquim et al., 2008). O ciclo reprodutivo da V. senegelansis
segue um ciclo anual, compreendendo o periodo de desenvolvimento dos gametas que
se intensifica durante o Outono, coincidindo com a diminuicdo da temperatura, seguido
por um periodo de maturacdo no Inverno e por ultimo um longo periodo de postura, que
comega no fim do Inverno, desencadeado pelo aumento da temperatura na Primavera e
estende-se durante todo o Verdo (Joaquim et al., em publicacdo). A fase de repouso
ocorre no fim do Verdo (Joaquim et al., em publicacdo). Neste estudo, as posturas em
laboratdrio ocorreram entre Fevereiro e Agosto de 2006, em Novembro de 2006, entre
Janeiro e Marco de 2007 e entre Junho e Julho de 2007, ou seja, incidiram de forma
geral sobre as fases de maturacédo e de postura de V. senegalensis.

Varios estudos sobre bivalves evidenciaram que a gametogénese (ovogénese)
estd associada ao ciclo anual de acumulagédo e uso das reservas de energia e que esta é
influenciada por parametros ambientais tais como a temperatura e a disponibilidade de
alimento (Utting & Millican, 1997; Massapina et al., 1999; Pérez-Camacho et al., 2003
e Joaquim et al., em publicacdo). Geralmente, a acumulacdo de energia ocorre quando o
alimento € abundante e esta energia €, posteriormente, usada para sintetizar os ovdcitos
que sdo libertados durante o processo de postura. Este ciclo traduz-se num padrdo
sazonal da composicdo bioguimica que pode variar entre populacdes e entre espécies
(Albentosa et al., 2007 e Joaquim et al., em publicacéo). O teor de proteinas (18-38 %
de peso seco), lipidos totais (7-17 % de peso seco) e hidratos de carbono (1-3 % de peso
seco) obtido nos ovocitos de V. senegalensis foi ligeiramente inferior aos descritos na
literatura para ovocitos de outros bivalves tais como M. edulis, M. californianus, Astarte
sp., Placopecten magellanicus, Spisula solidissima, Mya truncata, Patinopecten

yessoensis e Crassadoma gigantea que foram reportados com 37-68%, 9-24% e 1-8%
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de peso seco total de proteinas, lipidos totais e hidratos de carbono, respectivamente
(Holland, 1978; Gabbott, 1983; Whyte et al., 1987 e Whyte et al., 1990) e como Mytilus
galloprovincialis reportado com 45%, 22% e 3% de peso seco total de proteinas, lipidos
totais e hidratos de carbono, respectivamente (Sedano et al., 1995). No entanto, a
quantidade relativa em termos de matéria organica de proteinas (54-78%), lipidos totais
(18-41%) e hidratos de carbono (3-7%) foi ligeiramente superior aos reportados por Lee
& Heffernan (1991) e Massapina et al. (1999) para Crassostrea virginica e Crassostrea
gigas spp. angulata, respectivamente.

As proteinas sdo 0 componente bioquimico principal dos ovécitos e o que mais
contribui para a matéria organica. No entanto, poucos estudos evidenciam a importancia
do contetdo proteico nos ovocitos mas a sua elevada quantidade podera sugerir um
papel importante durante o desenvolvimento larvar normal. Neste estudo ndo foram
encontradas relacbes entre as proteinas dos ovoécitos e os parametros relativos a
qualidade dos progenitores. Contudo, segundo Massapina et al. (1999), em Crassostrea
gigas spp. angulata existe uma relacdo positiva entre as proteinas dos ovocitos e o
indice de condicdo dos progenitores. Nesta espécie, o indice de condicdo reflecte
claramente o ciclo reprodutivo da mesma, mas em V. senegalensis a relacdo entre o
indice de condicdo e o ciclo reprodutivo € dissimulado pela recuperacdo répida das
reservas energéticas mesmo durante o periodo de postura (Maio-Setembro) devido a
acumulacdo derivada do alimento abundante durante o Verdo (Joaquim et al., em
publicacdo).

Massapina et al. (1999) ainda referiram uma relacdo entre o teor de proteinas
nos ovocitos e a taxa de eclosdo larvar. No caso de V. senegalensis, ainda serdo
necessarios mais estudos relativos a qualidade das larvas para determinar a real
importancia das proteinas como indice de qualidade dos ovdcitos e da viabilidade
larvar.

O teor de proteinas nos ovacitos apresenta um aumento entre Fevereiro e Julho
de 2006 que, segundo Joaquim et al. (em publicacédo) corresponde ao periodo de postura
e uma subita diminuicdo em Agosto de 2006 no fim do periodo de postura e inicio da
fase de repouso. Em Janeiro de 2007, o teor das proteinas recupera correspondente a
fase de maturacdo dos ovocitos, mantendo-se o teor elevado ao longo da fase de postura.

No fim da postura e inicio da fase de repouso (Junho de 2007) ha novamente um

Universidade do Algarve - Faculdade de Ciéncias e Tecnologia Pagina 47



Catia Vera - Estudo da qualidade bioquimica das posturas de progenitores “selvagens” de améijoa-
macha Venerupis senegalensis (Gmelin, 1791)

decréscimo do teor de proteinas como no ano anterior. O aumento do teor de proteinas
durante a fase de postura deve-se a fungdo estrutural das proteinas, ou seja, @ medida
que os ovodcitos amadurecem e consequentemente aumentam de tamanho, o contetdo

proteico destes aumenta.

Os lipidos totais nos ovdcitos sdo o0 componente bioquimico que mais contribui
para a matéria organica a seguir as proteinas e sdo a principal fonte de energia para o
desenvolvimento embrionario, enquanto as larvas ndo se alimentam exogenamente (Lee
& Heffernan, 1991; Joaquim, 1997; Utting & Millican, 1997; Garcia-Guerrero et al.,
2003 e Matias et al., 2009). Segundo Utting & Millican (1997), os lipidos totais dos
ovdcitos influenciam positivamente a taxa de eclosdo das larvas de P. maximus.

Este componente bioquimico apresenta um aumento entre Fevereiro e Julho de
2006 que corresponde ao periodo de postura e uma diminuicdo em Agosto de 2006 no
fim do periodo de postura e inicio do periodo de repouso. Em 2007, o teor dos lipidos
totais aumenta no periodo de maturacao (Janeiro e inicio de Fevereiro de 2007), porém
h& uma subita diminuicdo no inicio do periodo de postura (meados de Fevereiro de
2007) provavelmente porque nesta fase do desenvolvimento sexual, a condi¢cdo dos
individuos ainda ndo permitia um investimento mais eficaz na maturacdo dos gametas
sexuais. Os lipidos totais voltam a recuperar no decorrer da postura.

Apesar de Joaquim et al. (em publicacdo) terem encontrado uma relagédo
negativa entre o ciclo de reprodutivo de V. senegalensis e a temperatura da agua, neste
estudo, os lipidos totais dos ovocitos correlacionaram-se positivamente com a
temperatura da dgua e com a matéria organica dos progenitores, contrariamente ao
encontrado por Whyte et al. (1990) para a Crassadoma gigantea. Com o aumento da
temperatura da dgua ha uma maior disponibilidade de alimento e consequentemente
uma melhoria fisiologica dos individuos (Joaquim et al., em publicacdo). De uma forma
geral, a subida da temperatura coincidiu com o estado de maturagdo maximo dos
progenitores e simultaneamente com o inicio do periodo de postura (Joaquim et al., em
publicacdo), o que sugere que a espécie num estado fisiolégico melhorado, tambéem
pode investir mais na reproducdo, ou seja, na maturacdo dos ovocitos (Angel-Dapa et
al., 2010). Contudo, segundo Joaquim et al. (em publicacédo) quando a temperatura se
mantém nos valores maximos por um largo periodo de tempo, a espécie entra em estado

de pos-postura e inactividade. Por esta razdo, neste periodo de tempo, a inducdo da
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postura nem sempre foi bem sucedida, sendo o0s ovocitos com mais lipidos totais
conseguidos aquando a subida da temperatura da agua na Ria de Aveiro, 0s que mais
contribuiram para a relagdo positiva entre estes dois parametros.

Neste estudo foi encontrada uma relacdo negativa das proteinas dos
progenitores com os lipidos totais dos ovécitos, em especial na época de postura, 0 que
leva a supor que estas ndo contribuem significativamente para a maturacdo dos
ovacitos. Este resultado vai de encontro com a ideia defendida por Joaquim et al. (em
publicacdo) para esta espécie e por Mladineo et al. (2007) para a espécie Modiolus
barbatus de que as proteinas dos progenitores, de uma forma geral, sdéo um componente
estrutural utilizado para o crescimento somatico e para a manutencdo do metabolismo
dos individuos e ndo para funcbes relacionadas com o ciclo reprodutivo da espécie,
sobretudo na producdo/maturacdo dos gametas quando o alimento disponivel é
abundante.

E largamente descrito na bibliografia (Whyte et al., 1990; Robinson, 1992; Ruiz
et al., 1992 e Joaquim, 1997) que indicadores da condi¢do dos bivalves, nomeadamente
0 indice de condicdo apresentam uma relacdo muito estreita com o conteudo em lipidos
dos ovocitos emitidos sendo esta relacdo apoiada pela ideia de que o indice de condicao
€ um parametro associado ao ciclo reprodutivo e consequentemente a conversdo de
glicogénio em lipidos na formacao dos ovdcitos na fase de pré-postura.

Contudo, Joaquim et al. (em publicacéo) revelam que o indice de condigdo nesta
espécie correlaciona-se negativamente com o ciclo reprodutivo de V. senegalensis e que
este indice é porém uma consequéncia da estratégia de armazenamento/utilizacdo de
energia. Neste estudo, de um modo geral, ndo foi encontrada uma relacdo entre o indice
de condicédo e os lipidos totais dos ovocitos, excepto aquando da analise individualizada
das diferentes fases de maturacdao sexual de V. senegalensis. Esta analise revelou uma
relacdo positiva entre estes parametros apenas na fase de postura, o que corrobora a
hipGtese de que esta espécie pode armazenar energia, mesmo durante a época de
postura, quando as condicdes ambientais sdo favoraveis (Joaquim et al.,, em
publicacao).

Similarmente ao estudo de Angel-Dapa et al. (2010) para Atrina maura, também
este estudo sugere que os lipidos totais podem ser indicadores de qualidade dos

ovocitos.
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Os lipidos neutros sdo componentes dos lipidos totais e tém como principal
papel o fornecimento de energia na fase endotrofica das larvas (Garcia-Guerrero et al.,
2003). De uma forma geral em 2006, os lipidos neutros diminuem ao longo da fase de
postura. No entanto, ao longo de 2007, o teor de lipidos neutros aumentam durante a
fase de maturacdo (Janeiro e Fevereiro) e postura (Marco até Julho).

Tal como os lipidos totais, os lipidos neutros dos ovocitos correlacionam-se de
forma negativa com as proteinas dos progenitores, na fase de matura¢do. Como ja tinha
sido referido, as proteinas dos progenitores sdo usadas essencialmente para o
crescimento somatico e manutencdo do metabolismo (Mladineo et al., 2007 e Joaquim
et al., em publicacdo) dos individuos e ndo tém um contributo significativo para o ciclo
reprodutivo.

Contrariamente ao que era esperado, ndo foi encontrada nenhuma correlacéo
entre os lipidos neutros e o indice gonadal. Dada a sua funcdo de reserva energética
seria esperado que os lipidos neutros dos ovocitos aumentassem sempre que estes

entrassem em processo de maturacédo (estado de maturacao e postura dos progenitores).

Os fosfolipidos também sdo constituintes dos lipidos totais e sdo 0s componentes
estruturais das membranas celulares (Lee & Heffernan, 1991 e Garcia-Guerrero et al.,
2003). O teor dos fosfolipidos aumenta entre Fevereiro e Agosto de 2006 (fase de
postura) e mantém-se praticamente estavel entre Janeiro e Fevereiro de 2007 (fase de
maturacao) e entre Junho e Julho de 2007 (fim da postura).

De um modo geral, os lipidos totais e o seu componente em fosfolipidos
correlacionaram-se de igual forma com os parametros dos progenitores, tanto aquando a
analise em todo o periodo de amostragem, como na analise apenas da fase de postura.
Contudo, os fosfolipidos dos ovdcitos também se correlacionam positivamente com o
indice de condicdo dos progenitores e negativamente com o indice gonadal dos
progenitores. Este fendmeno pode ser justificado pela diminuicdo da formacdo dos
ovocitos a medida que os progenitores vdo amadurecendo sexualmente. Quando o0s
progenitores atingem o estado de maturacdo e o estado de postura, € esperado que 0
investimento ocorra no sentido de munir 0s ovacitos de componentes que poderdo servir
como reserva energética para as larvas, como é o caso dos lipidos neutros, e ndo no
sentido da formacdo de mais ovocitos como ocorreu na fase de gametogénese, para a

qual foram necessarios mais fosfolipidos para a formacdo de membranas. A relacdo
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negativa encontrada por Joaquim et al. (em publicacdo) entre o indice de condicdo e o

indice gonadal dos progenitores vem corroborar esta hipotese.

Os hidratos de carbono existem em reduzidas quantidades nos ovdcitos o que
sugere ndo terem uma importancia significativa no fornecimento de energia para as
primeiras fases larvares (Massapina et al., 1999 e Garcia-Guerrero et al., 2003) mas tém
um papel importante na embriogénese para a sintese de compostos especificos (Holland,
1978 e Garcia-Guerrero et al., 2003).

Neste estudo ndo foram encontradas relagcbes dos hidratos de carbono dos
ovdcitos e seus componentes (acglcares redutores livres e polissacarideos) com o0s
parametros dos progenitores o que pode evidenciar a irrelevancia da grandeza do seu
papel no ciclo reprodutivo desta espécie.

O teor dos hidratos de carbono aumenta entre Fevereiro e Julho de 2006, durante
a fase de postura e diminui em Agosto (fim da fase de postura). Em 2007, o teor de
hidratos de carbono recupera durante a fase de maturacdo e de postura. Os agUcares
redutores livres (glucose) sdo o componente maioritario dos hidratos de carbono e os
polissacarideos (glicogénio) o minoritario. Os agucares redutores livres sdo rapidamente
metabolizados e os polissacarideos sdo os agucares de reserva.

Os acUcares redutores livres mantém-se relativamente estaveis durante a fase de
postura de 2006 e ao longo da fase de maturacdo e postura de 2007, no entanto com
teores inferiores. Os polissacarideos, de um modo geral, aumentam entre Fevereiro e
Agosto de 2006 durante a fase de postura e ao longo de 2007, durante a fase de

maturacao e postura praticamente ndo oscilaram.

Este estudo indica que quantitativamente os constituintes bioquimicos dos
ovacitos variam da mesma forma ao longo do periodo de amostragem mas em termos
de percentagem relativa no que diz respeito ao total de matéria organica, as proteinas
variam de forma inversa aos lipidos totais, sendo esta relacdo mais evidente ao longo do
ano 2006. Similarmente Mladineo et al. (2007) também encontraram a mesma relacéo

entre as proteinas e os lipidos totais.

O tratamento estatistico evidencia variabilidade no conteldo dos diferentes

constituintes bioguimicos entre amostragens. Este facto relaciona-se com as diferencas
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na qualidade da postura ao longo do tempo, o que pode reflectir o estado nutricional das
fémeas e a sua condicdo geral, bem como as diferencas genéticas entre os individuos
(Holland, 1978; Joaquim, 1997 e Garcia-Guerrero et al., 2003). Segundo Joaquim et al.
(em publicacdo), V. senegalensis tem um periodo alargado de postura, durante o qual
ocorrem ovocitos em diferentes estados de maturacdo. Este fendmeno pode justificar as
diferencgas significativas encontradas entre ovdcitos provenientes de diferentes fémeas

durante a mesma amostragem.

Ainda ficou demonstrado que, contrariamente a C. gigas (Widowati et al., 1992;
Joaquim, 1997 e Massapina et al., 1999) que também tem um periodo de postura
alargado, mas cuja qualidade dos ovdcitos emitidos diminui significativamente ao longo
desse periodo, V. senegalensis ndo apresenta uma variacdo tdo significativa na
qualidade ovacitaria. Este facto é evidenciado aquando da avaliagdo do conteudo
energético dos ovocitos ao longo do periodo de maturacdo e postura da espécie, o qual
ndo varia tdo significativamente, comparado com outras especies (Widowati et al.,
1992; Joaquim, 1997 e Massapina et al., 1999).
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os principais objectivos estabelecidos para este estudo foram i) determinacéo da
composi¢do bioquimica (lipidos totais, lipidos neutros, fosfolipidos, proteinas, hidratos
de carbono, agucares redutores livres, polissacarideos e matéria organica) dos ovdcitos
resultantes de posturas de progenitores “selvagens” de V. senegalensis provenientes da
Ria de Aveiro e ii) estabelecimento de relagbes entre a condi¢cdo dos progenitores e a
composicao bioquimica dos ovécitos.

Os ovacitos de V. senegalensis apresentaram teores médios de proteinas (18-38
%), lipidos totais (7-17 %) e hidratos de carbono (1-3 %), em peso seco, dentro do
reportado na bibliografia existente.

Os resultados deste estudo permitem estabelecer relagdes importantes entre a
caracterizacao bioquimica dos ovocitos de V. senegalensis e a condi¢do reprodutiva dos
progenitores. Os lipidos, mais propriamente os fosfolipidos podem ser considerados um
indice indicativo da qualidade dos ovocitos, uma vez que se correlacionam
significativamente com varios parametros de qualidade dos progenitores, tanto durante a
fase de maturacdo, como na fase de postura.

A caracterizacao bioquimica dos ovdcitos resultantes de posturas de progenitores
“selvagens” de améijoa-macha podera contribuir para estabelecer indicadores da
qualidade para serem usados em aquacultura. O conhecimento detalhado dos periodos
de gametogénese, postura bem como da sua relagdo com os ovdcitos emitidos €
importante sobre o ponto de vista do fornecimento de informacg6es sobre o periodo ideal
para a inducdo da postura artificial em maternidade. A analise dos resultados obtidos
neste estudo permitiu concluir que a inducdo da postura de V. senegalensis em
maternidade pode, de um modo geral, ser efectuada ao longo de todo o periodo de
maturacao e postura da espécie, uma vez que, a qualidade dos ovécitos ndo varia tdo
significativamente como noutras espécies de bivalves. Contudo, é importante salientar a
importancia de se efectuar futuros estudos incidentes sobre a viabilidade larvar destes
ovacitos, para validar os indices de qualidade encontrados.

Em suma, do ponto de vista da gestdo dos recursos numa maternidade, 0s
constituintes biogquimicos dos ovdcitos estudados, em especial o conteudo lipidico,
servem como critério de qualidade para o desenvolvimento larvar. Numa viséo futura,

este trabalho contribuird para a producdo de larvas e juvenis de V. senegalensis de boa
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qualidade que poderdo ser utilizados no aumento da populagdo da Ria de Aveiro bem
como no repovoamento da Ria Formosa. Do ponto de vista socio-econdmico, a
producdo de améijoa-macha pode ser encarada como um investimento num produto
rentadvel em aquacultura e como uma possivel alternativa a améijoa-boa Ruditapes
decussatus, a espécie mais produzida na Ria Formosa.

As correlacGes obtidas neste estudo poderéo vir a contribuir para a definicdo de
indices de qualidade, que servirdo como indicadores da qualidade da producdo de V.
senegalensis em maternidades e da eficiéncia de um sistema de producdo.

Considera-se importante referir, que este estudo assume uma relevancia
significativa devido a existéncia de poucos estudos relativos a composicao bioquimica

dos ovécitos em bivalves.
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Catia Vera - Estudo da qualidade bioquimica das posturas de progenitores “selvagens” de améijoa-
macha Venerupis senegalensis (Gmelin, 1791)

Tabela 1 — Resultados obtidos segundo Joaquim et al. (em publicac8o) para os progenitores de V.

senegalensis.

Mo Mis [ T IC MO 16 Proteinas(ugmg®) LT (ugmy?) Glicogenio ugmy’)
Fev 1w 13 060 2596 673 208
My | 1260 1082 04 280 2966 91,2 164
Abr | 1693 6% 029 240 2355 154 157
Abr 6,50 050 20 3508 1051 182

% Mao | 1837 1193 078 20 1422 8,3 122
Jn 046 2O 069 129 1757 1172 533
l 190 897 041 240 522 1071 313
Ay 198% W3 06 057 216, 1106 184
Nov | 1960 947 042 090 2142 1464 66,0
Jn W3 768 034 200 33 12 175
Fev e 103 064 210 55 66,3 155
Fev 102 038 200 BT 1151 382

g My | 158 63 031 200 318 ) 198
Mar 501 030 280 2132 24 109
Jun 1880 148 05 1663 %3 37
l 1930 171 066 092 1788 8,7 %3
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Catia Vera - Estudo da qualidade bioquimica das posturas de progenitores “selvagens” de améijoa-
macha Venerupis senegalensis (Gmelin, 1791)

Tabela 1 — Parametros de validagdo do método: gama de trabalho, linearidade, limite de deteccéo e limite
de quantificagdo para os varios constituintes bioquimicos: proteinas, hidratos de carbono e lipidos totais.

Constituinte Bioguimico Gama de Linearidade (b) LD (c) LQ
Trabalho (a)

Lipidos Totais (1) 5-40 Linear 5,19 6,41
Lipidos Totais (2) 5-40 Linear 4,17 7,16
Lipidos Totais (3) 5-40 Linear 5,67 7,26
Proteinas (1) 5-50 Linear 7,18 10,82
Proteinas (2) 5-50 Linear 12,13 15,45
Hidratos de Carbono 1,25-15 Linear 1,23 3,73

Nota:

(&) A gama de trabalho foi ajustada e ndo existem diferencas significativas entre as variancias, assim
pode-se assumir que ha homogeneidade de variancias nas concentracdes de estudo.

(b) A linearidade foi testada e a fun¢do ndo linear ndo fornece um ajustamento melhorado, logo a mais
adequada € a funcéo linear.

(c) As amostras abaixo do LD ndo foram consideradas neste estudo.
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Figura 1 — Curva de calibragéo dos lipidos totais (1), (2) e (3).
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Figura 2 — Curva de calibracdo das proteinas usando o reagente Folin-Colciteau da marca Merck (1) e

usando o reagente Folin-Colciteau da marca Sigma (2).
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Figura 3 — Curva de calibracéo dos hidratos de carbono.
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Catia Vera - Estudo da qualidade bioquimica das posturas de progenitores “selvagens” de améijoa-
macha Venerupis senegalensis (Gmelin, 1791)

Tabela 1 — Resultados do método Dunn’s para a comparacdo multipla entre periodos de amostragem com
diferencas estatisticamente significativas nas proteinas (* diferencas estatisticamente significativas

encontradas em amostragens consecutivas).

Diferenca entre

Periodo de amostragem Q p <0,05
grupos
07-07-2006 vs. 21-02-2006 228,022 7,883 Sim
07-07-2006 vs. 04-08-2006* 224,865 3,822 Sim
16-03-2007 vs. 21-02-2006 168,625 6,157 Sim
19-01-2007 vs. 21-02-2006 168,464 6,844 Sim
02-03-2007 vs. 21-02-2006 166,973 5,997 Sim
01-02-2007 vs. 21-02-2006 157,406 5,116 Sim
16-02-2007 vs. 21-02-2006 156,906 5,304 Sim
21-06-2006 vs. 21-02-2006 149,656 5,059 Sim
22-06-2007 vs. 21-02-2006 119,179 3,928 Sim
09-03-2006 vs. 21-02-2006 * 105,201 4,026 Sim

Tabela 2 — Resultados do método Dunn’s para a comparagido multipla entre periodos de amostragem com
diferencas estatisticamente significativas nos hidratos de carbono (* diferencas estatisticamente

significativas encontradas em amostragens consecutivas).

Diferenca entre

Periodo de amostragem Q p <0,05
grupos
01-02-2007 vs. 21-02-2006 286,995 8,518 Sim
01-02-2007 vs. 04-08-2006 258,438 4,111 Sim
01-02-2007 vs. 09-03-2006 224,272 6,554 Sim
01-02-2007 vs. 16-02-2007 * 195,250 4,849 Sim
01-02-2007 vs. 16-03-2007 190,457 5,403 Sim
01-02-2007 vs. 21-04-2006 176,321 5,034 Sim
13-07-2007 vs. 21-02-2006 259,054 6,052 Sim
19-05-2006 vs. 21-02-2006 218,595 6,251 Sim
21-06-2006 vs. 21-02-2006 217,800 6,046 Sim
06-04-2006 vs. 21-02-2006 185,376 4,180 Sim
19-01-2007 vs. 21-02-2006 180,473 5,645 Sim
21-06-2006 vs. 21-02-2006 170,755 5,124 Sim
02-03-2007 vs. 21-02-2006 145,207 4,152 Sim
07-07-2006 vs. 21-02-2006 128,934 3,607 Sim
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Tabela 3 — Resultados do método Dunn’s para a comparagédo multipla entre periodos de amostragem com

diferencas estatisticamente significativas nos lipidos totais.

Diferenca entre

Periodo de amostragem Q p <0,05
grupos
13-07-2007 vs. 21-02-2006 143,326 4,607 Sim
13-07-2007 vs. 16-03-2007 124,500 3,046 Sim
13-07-2007 vs. 09-03-2006 124,458 4,026 Sim
13-07-2007 vs. 02-03-2007 124,350 3,909 Sim
24-11-2006 vs. 21-02-2006 142,159 3,776 Sim
01-02-2007 vs. 21-02-2006 117,962 4,816 Sim
07-07-2006 vs. 21-02-2006 92,976 3,703 Sim

Tabela 4 — Resultados do método Tukey para a comparacdo multipla entre periodos de amostragem com

diferencas estatisticamente significativas na matéria organica total.

Diferenca de

Periodo de amostragem . p q P p <0,05
médias
01-02-2007 vs. 21-02-2006 0,230 16 8,991 <0,001 Sim
07-07-2006 vs. 21-02-2006 0,205 16 8,038 <0,001 Sim
13-07-2007 vs. 21-02-2006 0,197 16 5558 0,008 Sim

Tabela 5 — Resultados do método Tukey para a comparacdo multipla entre periodos de amostragem com

diferencas estatisticamente significativas na energia total.

Diferenca de

Periodo de amostragem o p q P p <0,05
médias
24-11-2006 vs. 21-02-2006 5,978 16 4,903 0,044 Sim
01-02-2007 vs. 21-02-2006 4,991 16 7,885 <0,001 Sim

Para os lipidos neutros e fosfolipidos em termos de lipidos totais e proteinas,
lipidos totais e hidratos de carbono em termos de matéria organica, a comparacao
multipla de pares ndo tém capacidade de detectar as diferencas entre os periodos de
amostragem devido a poténcia do teste e a maior probabilidade de erro tipo Il associada

a comparacao multipla de pares (Maroco, 2007).
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Tabela 1 — Resultados da correlagdo de Spearman entre os parametros estudados para os ovécitos de V.

senegalensis.

Hidratos  Acucares

de Redutores Polissa- Lipidos Lipidos Fosfo- Matéria Energia
. carideos Totais Neutros lipidos Organica Total
Carbono Livres
Proteinas r=0,281 r=0,283 S.C. r=0,226 S.C. S.C. r=0,59 r=0,606
p=0,00498 p=0,00699 p=0,0246 p=0 p=0
n=99 n=90 n=99 n=94 n=95
Hidratos r=0,874 r=0,597 r=0,654 r=0,526 r=0,515 r=0,569 r=0,572
de p=0 p=0 p=0 p=0 p=0 p=0 p=0
carbono n=102 n=102 n=113 n=110 n=107 n=94 n=96
Aclcares r=0,342 r=0,738 r=0,624 r=0,602 r=0,557 r=0,541
Redutores p=0 p=0 p=0 p=0 p=0 p=0
Livres n=102 n=100 n=98 n=96 n=87 n=89
Polissaca- r=0,447 r=0,349 r=0,406 r=0,461 r=0,498
rideos p=0 p=0 p=0 p=0 p=0
n=100 n=98 n=96 n=87 n=89
Lipidos r=0,694 r=0,854 r=0,568 r=0,716
Totais p=0 p=0 p=0 p=0
n=110 n=107 n=94 n=96
Lipidos r=0,632 r=0,55 r=0,596
Neutros p=0 p=0 p=0
n=107 n=93 n=94
Fosfo- r=0,564 r=0,702
lipidos p=0 p=0
n=91 n=92
Matéria r=0,781
Organica p=0
n=94
Energia
Total
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Tabela 1 — Resultados da correlacéo de Spearman entre os parametros estudados para os progenitores e os ovécitos de V. senegalensis.

Progenitores Ovoécitos
IC MO IG Proteinas LT Glicogenio] Proteinas HC ARL PS LT LN FL VE MO
Temperatura s.C. s.C. r=-0,756 s.C. r=0,703 r=0,555 s.C. s.C. s.C. s.c. r=0,604 s.c. r=0,61 s.C. s.C.
p=0,00565 p=0,00651 p=0,0464 p=0,0271 p=0,0254
n=11 n=13 n=13 n=13 n=13
IC r=0,876 s.C. r=-0,75 s.C. s.C. s.C. s.C. s.c. s.cC. s.c. s.c. r=0,571 s.c. s.C.
p=0 p=0 p=0,0205
n=16 n=16 n=16
MO s.C. r=-0,706 S.C. s.C. s.C. s.C. s.c. s.c. r=0,512 s.c. r=0,556 s.c. s.c.
p=0,00193 p=0,0415 p=0,0247
g n=16 n=16 n=16
=
S 1IG s.C. s.C. r=-0,799 s.C. s.C. s.c. s.c. s.c. s.c. r=-0,567 s.c. s.C.
j=2]
g p=0 p=0,0322
n=14 n=14
Proteinas S.C. s.C. S.C. S.C. s.c. s.C. r=-0,526 s.c. s.C. s.c. s.c.
p=0,0352
n=16
LT s.C. s.C. s.C. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c.
Glicogenio s.c. s.c. s.C. s.C. s.C. s.C. s.C. s.C. s.C.
Proteinas s.C. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c. s.c.
HC r=0,782 r=0,524 r=0,8 r=0,588 r=0,638 r=0,862 r=0,668
p=0 p=0,0364 p=0 p=0,0162 p=0,00756 p=0 p=0,00446
n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
ARL r=0,447 r=0,771 r=0,809 r=0,644 r=0,741 r=0,762
p=0,0799 p=0 p=0 0,00685 p=0 p=0
n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
PS r=0,503 s.C. s.C. s.C. s.C.
2 p=0,0457
:g n=16
[e) LT r=0,662 r=0,894 r=0,785 r=0,668
p=0,00499 p=0 p=0 0,00446
n=16 n=16 n=16 n=16
LN r=0,45 r=0,662 r=0,682
p=0,0777 p=0,00499 p=0,00332
n=16 n=16 n=16
FL r=0,638 r=0,547
p=0,00756 p=0,0276
n=16 n=16
VE r=0,865
p=0
n=16
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Tabela 1 — Resultados da correlagdo de Spearman entre os parametros estudados para os progenitores e

0s ovacitos de V. senegalensis, durante a fase de maturagéo dos ovécitos.

Progenitores Owbcitos
Proteinas LN FL
- S.C. r=1
2 IC p =0,0167
S n=>5
'c
(5]
[@)]
o r=-1 s.C.
n- .
Proteinas p =0,0167
n=5

Tabela 2 — Resultados da correlacdo de Spearman entre os pardmetros estudados para 0s progenitores e

os ovacitos de V. senegalensis, durante a fase de postura dos ovocitos.

Progenitores Owocitos
IC MO Proteinas LT FL
T - - - S.C. r=0,821
p =0,0145
n=7
IC - - r=0,65 r=0,85
p =0,0501 p=0
3 n=9 n=9
S
&
=2 MO - S.C. r=0,783
o p = 0,00897
n=9
Proteinas r=-0,7 -
p =0,0301
n=9
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