UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL

FC Ciéncias
ULisboa

Impactos da desoxigenagao oceanica e hipoxia na fisiologia e
comportamento do choco (Sepia officinalis)

Marta Alexandra Apolinario Macau

Mestrado em Ciéncias do Mar

Dissertagao orientada por:
Doutor José Ricardo Paula
Prof. Doutor Rui Rosa

2022



Agradecimento

Quero agradecer principalmente aos meus pais, que sempre me apoiaram em todas as minhas
escolhas, opcdes e loucuras, que mesmo ndo concordando a 100% com elas, ou com algumas duvidas
sempre fizeram tudo o que podiam para me ajudar e dar o melhor. Ao meu avd, que sempre teve a
paciéncia incansavel de ouvir as minhas historias e me educou e acompanhou desde sempre. Ao meu
Miguel, que me atura como ninguém e me apoia nas escolhas que faco, concordando ou néo, que leva
com o meu mau feitio e que mesmo assim continua ao meu lado. A minha Nana, que tem um feitio que
choca a 100% comigo, mas que mesmo assim diz-me o que eu tenho de ouvir, que me traz a terra quando
comeco a divagar, mas que apesar de ser a pessoa mais irritante que tenho na minha vida, irma sendo
irmé, é aquela que mais protejo e que mais amo.

Queria agradecer aos meus orientadores pela oportunidade que me deram por poder ter esta
experiéncia incrivel na Guia, por poder por “as maos na massa”. Quero agradecer ao Z¢, por todo o rigor
que exigiu de mim, pela obsessdo com organizacdo, mas que me fez crescer muito, tanto a nivel
profissional, como a nivel pessoal. A minha Mel, que sem ela n&o sei 0 que tinha sido de mim, aquela
gue entrava comigo na guia as 7h da manhd, e que saia de 14 comigo a 20h, que me ajudou em tudo o
gue podia, que me apoiou quando mais precisei, ndo tenho palavras para ela, uma pessoa que me era
desconhecida passou a minha confidente, ouvinte e principalmente amiga, a quem eu ligo quando
preciso de desabafar, ou para lhe contar as minhas conquistas. Quero agradecer também a todas as
pessoas da Guia, que me deram dicas, ideias e que me ajudaram muito durante o tempo que la estive.



Resumo

Os fendmenos ligados as alteragdes climaticas tém aumentado de forma preocupante ao longo
das Ultimas décadas. Neste contexto, e relacionado com o aumento da temperatura do oceano, o nivel
médio de oxigénio dissolvido tem vindo a diminuir, tanto em oceano aberto como nas dguas costeiras,
desencadeando efeitos deletérios nos ecossistemas marinhos. No entanto, existe uma grande lacuna no
conhecimento destes impactos em diferentes niveis de organizacdo bioldgica. Neste contexto, o objetivo
desta dissertacdo foi avaliar as respostas comportamentais (e.g., aprendizagem associal e social,
camuflagem) e fisioldgicas (stress oxidativo) dos estadios iniciais de vida de choco (Sepia officinalis) a
concentracdes reduzidas de oxigénio. A diminuicdo de oxigénio foi modelada de forma crénica (7 mgL-
1 O, — desoxigenacdo) e de forma aguda apenas durante a noite (4 mgL™* O, — hipéxia leve) e 2 mgL™*
O — hipdxia severa).

Os individuos expostos a hipdxia severa revelaram tamanhos menores (~20%), uma menor taxa
de eclosdo (~10%) e um aumento significativo no tempo de embriogénese (~30%), evidenciando a
possibilidade de existéncia de depressdo metabdlica devido ao metabolismo aerdbico ser limitado pelo
deficiente fornecimento de oxigénio.

Ao nivel do dano oxidativo, observou-se um aumento significativo de lipido peroxidase (LPO),
sugerindo uma incapacidade na prevengdo de criacdo de radicais livres de oxigénio durante o processo
de reoxigenacéo, favorecendo a ocorréncia de danos ao nivel dos sistemas de defesa antioxidantes. Estes
danos nas defesas antioxidantes revelaram-se, com a diminuicao da atividade de teor total antioxidante
(TAC), glutationa S-transferase (GST) e superoxidase dismutase (SOD). Em relacdo a aprendizagem,
observou-se um decréscimo significativo no nimero de ataques realizados nos individuos expostos a
hipoxia severa, assim como um aumento no tempo de laténcia dos mesmos, visto a visdo ser um dos
processos sensoriais mais exigentes a nivel metabo6lico. Estes resultados sugerem que tenha ocorrido
uma limitac&o grave a nivel ocular dificultando a percecdo da existéncia da presa no local, limitando a
sua sensibilidade aos movimentos da mesma. A diminuicdo de oxigénio pode também ter afetado a
producdo de inibidores neurotransmissores, diminuindo a atividade cerebral, traduzindo-se numa
dificuldade na alimentacdo por parte destes individuos. Na camuflagem, observou-se um aumento no
tempo de laténcia relativamente ao substrato complexo em individuos expostos a O; limitado, podendo
revelar novamente uma deficiente capacidade visual devido a limitacdo de oxigénio durante o periodo
de embriogénese.

Estes resultados demonstram que a diminui¢do de O, provoca uma limitacdo comportamental
e fisiologica, assim como uma alteragdo a nivel visual que impossivel os comportamentos esperados
para os testes de aprendizagem e de camuflagem.

Palavras-chave: cefal6podes, limitacdo O, aprendizagem social, camuflagem, biomarcadores



Abstract

Climate change-related events have been greatly increasing in the last decades. Alongside, due
to global warming, dissolved oxygen levels have been declining in both open coastal regions, eliciting
deleterious effects on the marine ecosystems. Yet, there is lack of knowledge regarding such impacts in
many marine taxonomic groups and the respective responses at different levels of biological
organization. Within this context, the aim of this dissertation was to evaluate the behavioural (learning
and camouflage) and physiological (oxidative stress) responses of European cuttlefish (Sepia officinalis)
early life stages to low oxygen conditions, including chronic (7 mgL* O, — deoxygenation) and nigh
time acute exposures (4 mgL* O, — mild hypoxia; 2 mgL™* O, — severe hypoxia). Severe hypoxia induced
significantly lower hatching rates (~10% decrease), increased development time (~30% increase), and
smaller size at hatch (~20% decrease). These results may suggest metabolic depression due to deficient
oxygen supply. In terms of oxidative damage, a significant increase in lipid peroxidation (LPO) was
observed, suggesting an inability to prevent the creation of ROS during the reoxygenation process,
favouring the occurrence of damage to the antioxidant defence systems. These damages in the
antioxidant defences were revealed, with the decrease of the activity of total antioxidant capacity (TAC),
glutathione transferase (GST) and superoxide dismutase (SOD).

At behavioural level, a lower number of attacks performed by individuals exposed to severe
hypoxia was observed, as well as an increase in the latency time. Since the vision is one of the most
demand sensory processes at the metabolic level, the results suggest some visual impairment to perceive
the existence of the prey. The decrease in oxygen may also have affected the production of
neurotransmitter inhibitors, decreasing brain activity.

An increase in latency time relative to the complex substrate was observed in subjects exposed
to limited O, which may reflect again deficient visual ability due to oxygen limitation during the period
of embryogenesis. This difficulty in camouflage may facilitate their capture by their predators. In
overall, these present results demonstrate that the decrease in O levels causes significant behavioural
and physiological changes, which may comprise cuttlefish fitness in the ocean of tomorrow.

Keywords: cephalopods, O limitation, Social Learning, camouflage, biomarkers
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1  Introducédo

1.1 Revolucdo industrial e alteracdes climaticas

As alteraces climéticas sdo definidas como mudangas no clima, em particular resultante de
alteracdes na composi¢do da atmosfera como nomeadamente 0 aumento da concentracdo de didxido de
carbono (IPCC, 2021). Este aumento revelou-se abrupto durante a revolucdo industrial, a qual ocorreu
na segunda metade do século XVIII, devido a intensificacdo da atividade humana, utilizagcdo de
combustiveis fosseis, alteragdes no uso de terras na agricultura e industrializacdo (Bogan et al., 2008).
O aumento da concentracdo de CO, até agora tem provocado alteracdes ao nivel da atmosfera, levando
ao aumento do efeito de estufa (processo fisico que ocorre quando parte da radiacdo infravermelha
emitida pela superficie da terra é absorvida por determinados gases, levando a um aumento de
temperatura) e consequentemente o aquecimento global (Bogan et al., 2008).

Os gases de efeito de estufa (GEEs — dioxido de carbono, metano, o6xido nitroso,
hidrofluocarbono, perfluorcarbono) podem ser separados em duas categorias: 0S que ocorrem
naturalmente (por formacéo de vapor de agua, diéxido de carbono ou outros gases) e 0s provenientes de
atividade humana (como combustiveis fosseis e industria). Os que ocorrem naturalmente captam
algumas das radiacfes provenientes do calor da superficie da Terra, tendo um papel benéfico, pois
mantém a temperatura da superficie da Terra estavel. Em contrapartida, os gases provenientes da
atividade humana provocam um aumento desmedido na temperatura global do planeta (Bogan et al.,
2008; Vitousek, 1992). O aumento de CO; na atmosfera tem-se intensificado ao longo dos anos (Figura
1.1), o que foi observado por Charles Keeling, e tera concluido que: i) ocorriam alteragdes sazonais na
concentracdo de CO, devido ao crescimento das plantas no hemisfério norte e ii) 0 CO, na atmosfera
aumentava de ano para ano (Staddon et al., 2020), levando a previsfes preocupantes de se atingir
emissdes de 130watt/m?, aproximadamente, no pior dos cenarios (SSP5-8.5).
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Figura 1.1: Curva de Keeling — Concentracdo de CO. medido mensalmente no Laborat6rio de Mauna Loa, Havai desde 1960
até 2020.

O Painel Intergovernamental de Altera¢des Climaticas (IPCC) é uma organizagdo internacional
que avalia as alteracGes climaticas e os seus impactos e elabora projecdes para cenarios futuros (Bogan
etal., 2008), IPCC,2021. Um dos modelos mais conhecidos, os Shared Socioeconomic Pathways (SSPx-
y) referem-se ao caminho socioeconémico compartilhado, descrevendo a tendéncia de diferentes
cendrios, a componente “y” refere-se a forca radioativa para os diferentes niveis (watt/m? ou W m2) da
emissdo de GEE. Os SSPx sdo previstos em cinco cenarios: muito baixa ou baixa emissdo de GEE
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(SSP1-1.9, SSP1-2.6), emissédo intermédia de GEE (SSP2-4.5), alta e muito alta emissdo de GEE (SSP3-
7.0 e SSP5-8.5). No pior dos cenarios, por exemplo, 0 aumento da temperatura da superficie global ird
aumentar em aproximadamente 4°C até ao ano de 2100 (Fig. 1.2).
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Figura 1.2: Representagdo das previsdes de alteragcdo da temperatura média global em funcéo de cinco diferentes cenarios SSP
futuros, desde o ano de 1950 até 2100 (IPCC; 2021).

Ao longo dos anos os ecossistemas marinhos, homeadamente 0s oceanos, tém-se revelado
essenciais na absor¢do/armazenamento de cerca de 30% das emissdes do CO, antropogénico, atrasando
0s seus efeitos catastroficos na atmosfera (Khatiwala et al., 2013). Estes ambientes sdo essenciais para
o ciclo de carbono, que se baseia na soma do ciclo de carbono natural mais a perturbacéo antropogénica,
observavel na Figura 1.3 (Bernardello et al., 2014). Este armazenamento provém da alta solubilidade
do CO- nas &guas e pela sua migragéo vertical da superficie até ao fundo do oceano, adquirindo o nome
de bomba bioldgica, permitindo a regulacdo dos valores de pCO, atmosféricos (Bernardello et al., 2014).
Este fendmeno esté relacionado com a interacdo existente entre a atmosfera e 0 oceano, ocorrendo trocas
gasosas, fotossintese, remineralizacdo, mistura e transporte (Bernardello et al., 2014).
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Figura 1.3: Esquema geral do ciclo de carbono, onde se pode observar as diferentes perturbages antropogénicas (acumulagao
terrestre, acumulagdo de aguas interiores, recursos antropogénicos e acumulagdo oceénica) que contribuem para o aumento de
CO:z2 na atmosfera (Battin et al., 2009a).

Além da captura de CO, (Figura 1.4), o oceano tem também um papel muito importante na
absorcéo de calor, captando cerca de 93% do calor adicional retido pelo aumento de GEE e diminuindo
0 aquecimento da superficie terrestre (Dias et al., 2020). Nos ultimos anos observou-se um aumento no
teor de calor oceéanico (TCO) e prevé-se que este continue a favorecer o aumento do nivel médio da
agua do mar (devido a expansdo térmica), alteracdes na circulagdo e redistribuicdo oceénica, sendo esta
Gltima provocada por alteracdes de conveccdo e mistura a altas latitudes (Dias et al., 2020). Para
compreender 0s impactos das alteracfes globais no planeta, é fundamental a existéncia de projecdes que
prevejam os futuros impactos das a¢fes humanas e tentem minimizé-los ao méaximo.
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Figura 1.4: Projecdo de alteragdo na concentragéo atmosférica de CO2 desde 2015 até 2100 em fungéo dos diferentes cenarios
SSP. Fonte: IPCC (2021).
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1.2 Diminuicéo do oxigénio no oceano

Os niveis de oxigénio dissolvido tém diminuido desde meados do século XX, tanto em oceano
aberto como nas &guas costeiras (Breitburg et al., 2018). A reducdo de O,é uma consequéncia previsivel
face as alteracBes climaticas, pois 0 oxigénio é menos sollvel em agua mais quente. Deste modo o0
aumento de temperatura prevista pelo IPCC (Figura 1.5) leva a uma reducédo de oxigénio dissolvido, e
ao aumento da estratificacdo do oceano diminuindo o fornecimento de O, para o oceano profundo

(Keeling et al., 2009).

Oxigeénio dissolvido (100-600 m) Alteracéo em 2100
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Figura 1.5: Representacdo dos cendrios futuros segundo o IPCC, 2021 para a alteracéo do oxigénio dissolvido.

A limitacdo de oxigénio pode ser separada em duas categorias relativas a permanéncia e
intensidade deste fator de stress, nomeadamente desoxigenacao, e fendmenos de hipoxia (Diaz et al.,
1995). A desoxigenacdo é caracterizada pela diminuicdo de O, crdnica influenciada pelas alteracdes
climéaticas (Hughes et al., 2020). Adicionalmente, a diminuicdo de O, em certas regides provoca
frequentemente a ocorréncia de “zonas mortas” (OMZ) (Figura 1.6) que podem ocorrer a profundidades
intermédias ao longo da coluna de agua, tanto em mar aberto como ao longo da costa (Diaz et al., 1995;
Hughes et al., 2020). Por outro lado, os fendbmenos de hipdxia sdo uma diminuigdo aguda dos niveis de
oxigénio da dgua. Em termos praticos, a hipoxia é definida por 2-3 mg O/L em ambientes marinhos e
estuarios e abaixo dos 5-6 mg O/L nos restantes ecossistemas (Richards, 2009). A duracao de exposi¢ao
a estes fendmenos pode ter consequéncias graves na fisiologia dos organismos (Diaz et al., 1995). A
hip6xia enquanto fendmeno, pode ser separado em trés categorias:

i.  hipdxia na zona costeira, particularmente provocada pela eutrofizacdo devido ao uso
antropogénico do solo influenciado pelo uso humano (Hughes et al., 2020; Wu, 2002);
ii.  hipdxia em oceano aberto, provocado por alteracfes climaticas impulsionadas pela
expansdo das zonas minimas de oxigénio (OMZ) (Hughes et al., 2020);
iii.  hipdxia causada por fendmeno natural, caracterizada por estratificacdo vertical como a
formacé&o de haloclinas e termoclinas (Wu, 2002).
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Figura 1.6: Representacéo de locais de zonas de reduzida concentracéo de oxigénio (principalmente na zona costeiro do oceano
Pacifico e zona costeira do oceano indico) e zonas de hipdxia (distribuido junto a zona costeira dos continentes) ao longo de
todo o globo (Breitburg et al., 2018).

O oxigénio é o elemento mais importante nos processos metabdlicos de diferentes tipos de
organismos. O O, molecular permite o metabolismo aerdbico e a reoxidacdo de diferentes espécies
quimicas reduzidas para o ciclo elementar essencial (Hughes et al., 2020). A relagdo entre a
disponibilidade de oxigénio no ambiente e a taxa metabodlica dos organismos é usada como indicador da
tolerancia a hipdxia (Seibel et al., 2014). Uma das métricas mais usadas para medir esta relacéo é a
pressdo parcial de oxigénio critica (Pcrit) definido como a tensdo ambiental de O2 onde a taxa de consumo
de O do organismo passa de independente do ambiente para dependente do O, ambiental (Figura 1.7).
Deste modo, organismos com baixo Pcit S80 considerados tolerantes a baixos niveis de oxigénio
ambiental. Quando os valores de oxigénio ambiental se aproximam do Pcit, 0S organismos apresentam
uma resposta compensatoria, improvisando a cedéncia de O, aos tecidos, provocando um aumento de
producdo glicolitica de ATP, onde o 6-fosfofructo-1-kinase (PFK-1) é central e limitante em todas as
taxas glicoliticas (Richards, 2009).

Rotina de consumo de O>

Taxa de consumo de O2

A

— Oz ambiental —*
Perit i

Figura 1.7: Respostas metabdlicas as alteragfes de O2 no ambiente. A tensdo critica de oxigénio (Pcrit) de uma espécie é o
ponto em que a taxa de consumo de Oz passa a ser independente dos niveis ambientais de Oz (frequentemente referidos como
em conformidade com O3) para ser aumentado, afetando negativamente a tolerancia a hipoxia através do aumento de processos
energeticamente caros como a reproducdo, crescimento ou digestdo. O Peit também pode ser diminuido, aumentando a
tolerancia a hipoxia através de alteragdes na respiracdo, transporte/entrega de Oz, ou através de reducfes em processos
energeticamente caros como a reproducéo, digestao e natacdo. Adaptado de Richards, 2009.
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A inibicdo da producdo de ATP (adenosina trifosfato) aerobicamente durante a exposicdo a
periodos de hipdxia impde uma limitagdo no organismo, limitando a sobrevivéncia deste, pois a
producdo de O independente da producdo de ATP é muito menos eficiente que a producdo de ATP
energético quando existe escassez de O, provocando um desequilibrio entre a baixa oferta de ATP e 0
consumo normal energético (Richards, 2009). De outra forma, em condi¢do de normdxia, a producédo
de ATP é produzida pela fosforilagdo oxidativa na mitocondria através da cadeia de transporte de
eletrbes (Farhat et al., 2021).

A resposta dos organismos a limitacdo de O, inclui a ativacdo da taxa glicolitica e expressao
génica (ativacao do fator de transcri¢cdo — HIF-1) (Storey & Storey, 2004). HIF sdo fatores de transcri¢éo
que respondem & alteragdo de oxigénio disponivel, ligando-se a sequéncias especificas de DNA,
controlando a transcri¢ao génica. HIF-1 é o dimero induzido por resposta a situacdes de hipdxia, onde
é ubiquitinado, promovendo o recrutamento de proteinas co-ativadoras para ajudar na adaptacdo dos
organismos & diminuicdo de disponibilidade de O, (West, 2017). Os microbios sdo um exemplo de
adaptacéo a condicdes de hipdxia, onde estes utilizam o NOs™, MnOs, FeOH, SO4* e CO, como outros
componentes recetores de eletrdes, os quais sdo reduzidos a N2, Mn?" Fe?*, HS™ e CH,, respetivamente.
O sulfito, na forma de sulfeto de hidrogénio (H.S), € um dos componentes reduzidos mais importantes
no metabolismo bacteriano andxico devido a sua ocorréncia e alta toxicidade na vida de metazoérios
(Diaz et al., 1995).

No processo respiratorio, os animais consomem cerca de 0.1-0.2% do oxigénio das células
aerobicas, convertido em ROS (espécies reativas de oxigénio), essenciais ao normal funcionamento das
células e promovem a resisténcia a agentes patogénicos (Li et al., 2016; Parrilla-Taylor & Zenteno-
Savin, 2011). A alta reatividade das moléculas, incluindo o radical superoxido (Oy), peréxido de
hidrogénio (H.0.), radical hidroxilo (+OH) e o oxigénio (*O2), consegue provocar danos membranares,
oxidando os componentes celulares como proteinas, enzimas e DNA (Li et al., 2016; Parrilla-Taylor &
Zenteno-Savin, 2011). As defesas oxidativas, incluindo componentes enzimaticos e ndo enzimaticos,
sdo cruciais para o controlo da producdo de ROS (Parrilla-Taylor & Zenteno-Savin, 2011). A
superoxidase dismutase (SOD) converte o radical superoxidase (O2) em peréxido (H20,), a catalase
(CAT) reduz o H,0, em &gua, a glutationa peroxidase (GPx) que desintoxica o H,O; e a glutationa-s-
transferase (GST) é uma enzima antioxidante que contribui para a defesa celular contra os ROS (Li et
al., 2016; Parrilla-Taylor & Zenteno-Savin, 2011).

Em condicBes de reduzida disponibilidade de O, como a desoxigenacdo e hipdxia, a
acumulacdo de eletrGes contribui para a formacdo de ROS. Quando ocorre a reoxigenagdo, o oxigénio
reage com os eletrfes, na mitocondria, e com os produtos acumulados pela degradacdo de produtos
(como a hipoxantina e xantina), favorecendo um aumento da producgéo de ROS (Li et al., 2016; Parrilla-
Taylor & Zenteno-Savin, 2011). A reagdo entre ROS e os lipidos, produz lipidos peréxidos, um dos
principais marcadores de stresse oxidativo, causando frequentemente dano celular (Li et al., 2016). A
peroxidacdo lipidica (LPO), indica o dano oxidativo celular, determinado pela quantificacdo de
malondialdeido (MDA), um subproduto do dano lipidico, conforme o ensaio de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) (Li et al., 2016; Lopes et al., 2018; Uchiyama & Mihara, 1978). O dano
de DNA, 8-hydro-2"-deoxyguanosina, ¢ o biomarcador mais comum para dano celular, o qual é
associado a alteracdes na expressao das proteinas (Lopes et al., 2018). HSP70, € incluida na regulacdo
positiva dos genes da familia de proteinas de calor. Esta proteina citosélica é encontrada em diferentes
organismos, trabalhando como chaperonas moleculares e prevenindo o desdobramento da proteina(Rosa
et al., 2013). A capacidade oxidativa total (TAC), é um equilibrio dindmico influenciado pelo
constituinte antioxidante. Permite a protecdo contra radicais livres e pode ser classificado em dois
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grupos: preventivo (evita reacGes em cadeia dos radicais livres, reduzindo os hidroperdxidos) e divisores
de cadeias antioxidantes (tém funcéo de interromper a propagagéo da reacdo em cadeia) (Koracevic et
al., 2001).

1.3 Repostas bioldgicas as alteracGes climaticas: fisiologia e comportamento

Varios estudos comprovam que a concentracdo de CO- dobrou relativamente aos anos da pré-
industrializacdo, afetando a vida marinha (Hoegh-Guldberg et al., 2007; Sampaio et al., 2020). Espécies
como o caso de equinodermes, briozoarios e cnidarios, revelam uma reducdo na calcificacéo,
crescimento e sobrevivéncia face a diminuicdo do pH (Kwiatkowski et al., 2020), assim como a inibi¢do
da formacdo de aragonite (principal forma cristalina do carbonato de calcio depositado nos esqueletos
dos corais) (Figura 1.8) (Hoegh-Guldberg et al., 2007).
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Figura 1.8: Ciclo de carbono, onde se observa a interferéncia antropogénica (COz) e a sua implicacdo na calcificacdo dos
individuos. Fonte: (Battin et al., 2009a).

Com o aumento de temperatura atmosférica, 0 oceano tem consequentemente aumentado a sua
temperatura. Este aquecimento traduz-se em efeitos negativos devido ao aumento da estratificacdo
oceanica levando a diminuicdo da disponibilidade de nutrientes e consequentemente a reducdo da
producdo priméria afetando o fitoplancton e todos os niveis tréficos mais elevados, como o zooplancton
e grandes predadores (Kwiatkowski et al., 2020). Com as altera¢des climéticas, a concentracdo de O
ird diminuir e influenciar as respostas fisiologicas e comportamentais dos diversos organismos,
principalmente os organismos aerdbicos obrigatorios, provocando; i) a diminuicdo de taxas de
crescimento; ii) a reducdo de fecundidade (devido a redugdo de energia para a producao de gadmetas) e
iii) e aumento de mortalidade (Breitburg et al., 2018; Hughes et al., 2020).

A exposicao a diferentes tipos de stress nos organismos pode ter efeitos muito negativos, como
0 caso do aumento de temperatura que provoca uma diminuicao na disponibilidade de oxigénio, levando
simultaneamente, 0s organismos a terem maior necessidade no seu consumo devido a temperatura. Esta
juncdo de fendmenos provocara uma alteragdo na distribuicdo de vérias espécies de peixes e
invertebrados que terdo tendéncia para migrar em direcdo aos polos. O aumento de acidificagdo com a
reducdo de O ird provocar uma diminuicdo de varias espécies de peixes importantes para consumo
humano (Breitburg et al., 2018). Diferentes organismos possuem diferentes limiares de resisténcia a falta
de oxigénio, tendo este efeitos letais ou sub-letais (Hughes et al., 2020). Estes limites podem ser
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equilibrados com a regulacdo da atividade enzimatica através do metabolismo energético, como a
regulacdo negativa de bombas de ides (Na*/K*-ATPase) (Farhat et al., 2021). Uma adaptagdo chave
encontrada em varios organismos expostos a fendmenos de hipoxia € a capacidade de depressao
metabolica reversivel, diminuindo a producédo e consumo de ATP (Fago & Jensen, 2015).

A visdo é um processo que se traduz essencial e metabolicamente exigente para 0s organismos.
Neste processo, 0 oxigénio € essencial para o funcionamento de fotorrecetores e neurdnios (que utilizam
metabolismo oxidativo). Os olhos sdo estruturas associadas que requerem uma alta taxa de concentracéo
de oxigénio. A limitacdo deste, pode traduzir-se em danos graves no desenvolvimento ocular dos
individuos, principalmente quando esta limitacdo ocorre, durante a embriogénese, dificultando as trocas
gasosas com o meio envolvente. Os cefaldpodes (filo Molusca) apresentam uma grande complexidade
visual, mas em contraste apresentam menor tolerancia a limitagao de oxigénio (Fig. 1.9) (McCormick
& Levin, 2017).
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Figura 1.9: Tolerancia a limitagdo de oxigénio das diferentes classes de complexidade do olho. Onde se observa que o filo
molusca se apresenta como classe 1V (mais complexa) mas também a que menor tolerancia apresenta a diminui¢éo do oxigénio.
Figura adaptada de (McCormick & Levin, 2017).

A diminuigdo de oxigénio disponivel é um fator importante para os limites fisiol6gicos ao nivel
visual, nomeadamente prejudicando a funcdo fotorreceptora. Esta disrupcdo pode afetar os
comportamentos dos individuos, a sua distribuicdo e interacdo com outras espécies. A diminuicdo de
oxigénio, levou a uma despolarizacdo da corrente celular como consequéncia da insuficiente producédo
de ATP em lulas (Loligo pealii), & reducdo do tamanho ocular em mexilhdo (Mytilus edulis) e a
disrupcdo do desenvolvimento ocular em peixe-zebra (Danio rerio) levando a auséncia de olhos.
(McCormick & Levin, 2017).
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1.4 Biologia geral e ecologia da espécie Sepia officinalis

Os cefalopodes sdo invertebrados marinhos pertencentes ao filo Mollusca que foram
encontrados pela primeira vez no final da Era Cambrica (Castillo et al., 2015). A classe cefalopode pode
ser classificada em duas subclasses: Nautiloidea, onde inclui dois géneros: Nautilus e Allonautilus, e a
classe Coleoidea, onde inclui quatro ordens: Sepioidea, Teuthoidea, Octopoda e Vampyromorpha
(Castillo et al., 2015). Estes organismos classificam-se como espécies oportunistas em ecossistemas
temperados, revelando um nivel tréfico intermédio (Schickele et al., 2021). A sua alimentacéo baseia-
se principalmente em comunidades bentdnicas e demersais, tendo os mamiferos marinhos como
principal predador na cadeia trofica. Sdo caracterizados por possuirem uma taxa de crescimento rapido,
entre 3-15% do peso corporal por dia e um ciclo de vida curto (2-4 anos) (Schickele et al., 2021). As
alteracBes climaticas afetam as fases criticas da vida, como a diminui¢do do recrutamento, abundancia
e distribuicdo das espécies, influenciando a exploracdo sustentavel e revelando uma importancia
econémica (Schickele et al., 2021). A nivel ocular os cefalépodes possuem dos sistemas nervosos
centrais mais sofisticados nos invertebrados. Apresentam uma lobo 6tico dividido em duas partes: cértex
(onde este recebe 0s sinais visuais provenientes da retina) e a medula central, dividida em dois suportes
(zona da coluna radial externa e zona tangencial central) (Liu et al., 2017).

A espécie Sepia officinalis inclui-se na ordem Sepiida, e na familia Sepiidae, classificada por
Linnaeus em 1758. Esta espécie é muito comum ao longo da costa portuguesa, distribuindo-se desde o
oceano Baltico e oceano do Norte até ao sul de Africa (Figura 1.10) (Alves et al., 2006).
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Figura 1.10: Distribuicdo geogréafica de Sepia officinalis, maioritariamente na zona do norte da Europa. Fonte: FAO.

Quando os chocos eclodem, caracterizam-se como réplicas miniaturas dos adultos, tendo um
comportamento similar aos adultos, caraterizados por um modo de vida benténico (Darmaillacq et al.,
2004). O desenvolvimento embrionario destes animais € influenciado pela temperatura. Em condicdes
normais de saturacdo de oxigénio, este localiza-se entre 0s 40-45 dias aos 20°C, e 80-90 dias aos 15°C
(Domingues P. M. et al., 2006). No ovo, casca flexivel que atua como camada protetora e barreira para
a difusdo de gases respiratorios, os embriGes encontram-se envoltos no fluido peri-vitelino (PVF). As
trocas que ocorrem entre a 4gua do mar e o PVF sdo limitadas e seletivas. Dentro do ovo ocorrem
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flutuagbes ambientais ao nivel do pO, e pCO, (Dorey et al., 2012). Os chocos sdo tipicamente
constituidos por 8 bragos curtos, que utilizam para diversas atividades, e adicionalmente 2 tentaculos
longos que utilizam para captura de alimento (camar@es, caranguejos € peixes) (Messenger, 1968).

Estes individuos caraterizam-se por serem um predador ativo, onde as presas sao capturadas
utilizando as ventosas existentes nas extremidades dos 2 tentaculos longos e extensiveis em que estes
sdo disparados em direcdo a presa, capturando-a e trazendo para a boca (Figura 1.11). O ataque por
partes dos individuos € iniciado e controlado pelo seu sistema de visdo (Darmaillacq et al., 2004;
Messenger, 1968).

Figura 1.11: Esquema de ataque de S. officinalis. Primeiro o individuo encontra-se em repouso, depois deteta a presenca da
presa e move-se na sua direcdo, onde finalmente lanca os seus dois bragos extensiveis para capturar a presa. Fonte: (Wells,
1958).

Em contexto de laboratdrio, estes animais s40 muito comuns para experiéncias, devido ao seu
elevado nimero de ovos, a sua alta taxa de sobrevivéncia, vida sedentéria e tolerancia ao manuseamento
(Domingues et al., 2006). Nos primeiros dias ap6s o nascimento, estes individuos necessitam de ser
alimentados com presas vivas até comegarem a aceitar presas congeladas (Darmaillacq et al., 2004,
Messenger, 1968).

1.4.1 Cognicao em cefalépodes

Os cefalépodes apresentam o sistema nervoso central mais sofisticado do mundo dos
invertebrados, capaz de permitir a aprendizagem e memdria possuindo um dos sistemas sensoriais mais
avancados (Huang & Chiao, 2012; O’Brien et al., 2016). O cérebro do choco localiza-se entre os olhos
sendo envolvido por um cranio cartilaginoso. O es6fago atravessa o cérebro, dividindo-o em massas
supraesofagicas (divididas em 3 lobos: frontal inferior, frontal superior e vertical), e massas
subesofagicas (divididas em 3 lobos: anterior, médio e posterior) (Boycott, 1960). No lado peri esofagico
existe um grande trato 6tico composto por 3 estruturas: glandula ética lobo olfatério e o lobo do
pedinculo (Boycott, 1960). Aprendizagem social é definida pela aprendizagem de algo influenciado
pela observacgdo/interacdo com outro animal ou produto (Heyes, 1994). Este comportamento pode
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ocorrer por si mesmo ou devido a experiéncias sociais com o ambiente envolvente, como a tentativa-
erro ou de uma forma mais complexa a experiéncia de outros individuos (Sampaio et al., 2020). Segundo
(Heyes, 1994) neste tipo de aprendizagem, existem trés categorias de experiéncias que podem
realizadas:

e Estimulo simples: um objeto ou evento no meio ambiente;
e Relacdo entre dois estimulos;
e Relacdo entre a acéo ou resposta dada pelo animal a um determinado estimulo.

A aprendizagem social define-se como aprendizagem por observacdo de outros individuos,
permitindo aprender sem incorrer nos mesmo erros (Boal et al., 2000). A aprendizagem social € uma
técnica frequentemente observada em animais sociais. Este tipo de aprendizagem tem o beneficio do
individuo observador poder economizar tempo e energia sem recorrer a tentativa-erro (Huang & Chiao,
2012; Sampaio et al., 2020). Os chocos, apesar de serem animais pouco sociais, apresentam capacidade
de aprender socialmente a inibigdo do seu comportamento predatorio na experiéncia de “praw-in-tube”
(onde as presas séo colocadas dentro de um tubo de vidro sendo apresentadas a um individuo que deve
pela tentativa-erro aprender a inibir o seu comportamento predatério (Huang & Chiao, 2012; Sampaio
et al., 2020).

1.4.2 Camuflagem

Em chocos, a camuflagem carateriza-se por uma adaptacdo comum e taxonomicamente
difundida que muitas espécies adotaram para reduzir a probabilidade de serem capturadas ou detetadas
pelos predadores, podendo ocorrer em diferentes formas (Skelhorn & Rowe, 2016), como:

e Mosqueado — os animais assemelham-se a objetos comuns encontrados no ambiente.

e Correspondéncia com o fundo — os individuos recriam um padrdo compativel com o
padrdo de fundo.

e Coloracdo disruptiva — 0s animais utilizam uma coloragéo disruptiva em que possuem
marcas de alto contraste nas margens do seu corpo.

e Superficie disruptiva — os individuos recorrem a criagdo de margens-falsas, sendo estas
mais salientes que a margem verdadeira do corpo.

o Distracdo disruptiva — o animal utiliza a coloracdo disruptiva possui pequenas marcas,
isoladas e conspicuas que muitas vezes ndo sao proximas as margens do corpo.

e Contra sombreamento — a superficie do corpo mais préxima da fonte de luz
(normalmente superficie dorsal) é a cor mais escuro que a superficie do corpo.

Os cefaldpodes conseguem criar um padrdo que combine com o substrato. Estes individuos ndo
combinam os detalhes do ambiente visual ponto a ponto, mas sim escolhem padrGes de camuflagem que
combinem com a textura visual principalmente dominante (Reiter & Laurent, 2020). Nos chocos a
camuflagem é gerada por células da pele especializadas, chamados cromat6foros que contem pigmentos,
e a sua expansdo é controlada por neurénios motores localizados nos lobos dos cromatéforos (Reiter et
al., 2018). Os chocos tém a particularidade de conseguir alterar os seus padrdes de camuflagem
relativamente rapido, via cromatoforos intradermais, quando sdo expostos a diferentes padrdes (Reiter
& Laurent, 2020). Esta rapida alteracdo nos cromatéforos acontece devido a expansao e retragdo dos
pigmentos em resposta direta a atividade dos neurdnios, projetados pelo cérebro, onde fazem conexdes
sinapticas com um conjunto de musculos (Reiter et al., 2018). Os cromat6foros podem ser separados em
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trés classes de profundidade de cores: amarelo (sdo mais baixos na derme), laranja (profundidade
intermédia) e castanho-escuro (os mais profundos). Os chocos podem apresentar trés diferentes tipos
principais de camuflagem (Figura 1.12) (Chiao et al., 2015; Reiter & Laurent, 2020; Zylinski et al.,
2009):

o Uniforme — caracterizada por pequeno ou nenhum contraste, entre o claro e o escuro.

e Mottle — composto por pequeno a moderado contraste entre o claro e 0 escuro
distribuidos ao longo da superficie do corpo aleatoriamente.

e Disruptivo — caracterizado em larga escala pelo contraste entre componentes claros e
escuros, com diferentes formas, orientac6es, escalas e contrastes, com bordas claras.

Figura 1.12: Representacéo das diferentes categorias de camuflagem em S. officinalis: a) uniforme; b) mottle; c) disruptivo.
Fonte: (Barbosa et al., 2008)

Nos chocos, o padrdo disruptivo é composto por distintos componentes claros e escuros. Para
realizar a analise de componentes, sdo analisados trés tracos de intensidade extraidos da imagem do
choco: trago longitudinal (flutuagdo no contraste de imagem), trago transversal do manto (flutuacdo da
intensidade da imagem entre manto e cabeca) e traco transversal da cabeca (Chiao et al., 2015).

1.4.3 Impactos das alteracgdes climaticas na espécie S. officinalis

As alteragdes climaticas podem ter um efeito nefasto em choco. Nomeadamente, o aumento de
temperatura pode levar a alteragfes a sua distribuicdo e época de desova (Schickele et al., 2021) e a
depressao metabdlica durante a face de pré-eclosdo desta espécie (Rosa et al., 2013). Por outro lado, a
exposicdo a cenarios de acidificagdo dos oceanos provoca uma redugdo e atraso na taxa de
desenvolvimento e crescimento embrionario. Isto traduz-se em taxas de crescimento menores (Gras et
al., 2016), uma diminuigdo consideravel no padrdo de regulagdo dos genes envolvidos no consumo de
energia (Gras et al., 2016), uma maior calcificagdo interna no seu 0sso (Sigwart et al., 2016), assim
como uma menor flutuabilidade (Otjacques et al., 2020). Para além disso, comportamentos como
predacgdo, procura de abrigos e respostas a estimulos de perigo ndo demonstram alteragdes (Moura et
al., 2019). Em relagdo a limitacdo de oxigénio que é um fenémeno cada vez mais recorrente ndo existe
dada estudado face a sua influéncia no desenvolvimento destes individuos.

1.5 Objetivos

O objetivo desta dissertacdo € avaliar as respostas comportamentais e fisiol6gicas dos estadios
iniciais de vida de choco (Sepia officinalis) face & exposicdo a concentracdes limitadas de oxigénio, de
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forma cronica (7 mg L™ O;) (desoxigenacgdo) e de forma aguda apenas durante a noite, a dois niveis: 4
mg L* (hipoxia leve) e 2 mg L (hipdxia severa).

Nomeadamente, sera medido o efeito da reducéo de oxigénio:

i.  no tempo do desenvolvimento embrionéario, tamanho dos recém-nascidos e o sucesso de
nascimentos;
ii.  naaprendizagem associal e social;
iii.  nalaténcia e capacidade de camuflagem;
iv.  no stresse oxidativo.
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2 Material e métodos

2.1 Captura e aclimatagdo de ovos de choco

Os ovos de S. officinalis foram capturados em Cascais (13/5/2021) e Algés (15/5/2021), por um
pescador local, e transportados até ao Laboratorio Maritimo da Guia (LMG) em Cascais.

Apos a aclimatagéo, os ovos foram colocados num sistema de circulagdo de &gua, com um
reservatorio de &gua comum e dois andares compostos por 4 banhos. Cada banho corresponde a um
tratamento (controlo, desoxigenacdo, hipoxia leve e hipdxia severa) com trés pequenos tanques de
pléstico de 9L no seu interior (replicados). Todos os replicados encontravam-se ligados ao banho
correspondente através de uma pequena abertura circular no topo de uma das paredes, tapados por uma
fina rede. O banho do controlo recebia agua diretamente do reservatorio, enguanto 0s restantes
tratamentos possuiam um cilindro ligado ao reservatorio e consequentemente ligado aos tanques que
permitia a circulagéo da agua (Figura 2.1).

Os ovos recolhidos (434) foram distribuidos aleatoriamente pelos quatro tratamentos:

e Controlo — 8 mgO, Lt (155 ovos distribuidos entre 51-52 por replicado)

e Desoxigenacdo - Exposicéo cronica a reducdo de oxigénio para 7 mgO, L (100 ovos
distribuidos entre 33-34 por replicado)

e Hipdxia leve - Exposicdo aguda a reducéo de oxigénio para 4 mgO, L* durante a noite
(94 ovos distribuidos entre 31-32 por replicado)

e Hipoxia severa - Exposicdo aguda a reducéo de oxigénio para 2 mgO, L durante a
noite (85 ovos distribuidos entre 28-29 por replicado)

A égua foi bombeada diretamente do oceano, filtrada por uma rede de 1p e esterilizada por um
esterilizador de 12W UV (Vecton 120 Nano, TMC-lberia, Portugal), sendo continuamente renovada
através do sistema pinga-pinga em cada banho. A &gua circulante foi oxigenada através de duas pedras
de ar conectadas a um compressor de ar (Medo Blower LA-120A, Nitto Kohki, Jap&o).

Os quatro banhos estavam conectados a um reservatorio de 270L, com uma bomba de 50W
(TMC, V2 Power Pump, 3000L/h) e duas bombas de 35W (TMC, V. Power Pump, 2150L/h'), um
skimmer (Reef Skim Pro 400, TMC- Iberia, Portugal) e biobolas (Ourico, Fernando Ribeiro bomba de
35W com fluxo de agua cerca de 288-390mL.min* (renovacéo a cada 30 minutos).
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Figura 2.1: Sistemas aquaticos utilizados durante a experiéncia. S8o visiveis tanques replicados, colunas de desoxigenagéo,
controladores e reservatdrios de filtragem bioldgica.

O sistema foi iluminado através de quatro luzes LED de 8W, conforme o fotoperiodo de 14h de
luz e 10h de escuro (6h20-20h20). A temperatura foi mantida através de um controlador de temperatura
(HX-W3002, precisdo + 0.1°C, histerese 0.3°C) conectado a quatro termdmetros de aquecimento de
150W (Eheim GmbH & Co KG, Alemanha) e um refrigerador de 4gua (Hailea HC-150A).

Os niveis de oxigénio em cada tratamento foram controlados através de valvulas solenoides
conectadas a um controlador Ardoxy (Mucha, S. 2022), um sistema automatico de controlo de oxigénio
através de sensores Gticos de oxigénio (Pyroscience FireSting). As valvulas solenoides injetavam azoto
(N2) em forma de gas (Ar liquido, Portugal), para trés reservatorios cilindricos (que correspondiam a
cada tratamento), com pedras de ar no interior para ajudar na recuperacdo de oxigénio e para ajudar a
estabilizar os niveis de Oz (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Esquema da circulagdo e incorporacéo de N2 no sistema aquatico e controlo de oxigénio.
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A exposicdo aguda a niveis reduzidos de oxigénio, tinha inicio as 00h00 e terminava as 7h30
diariamente para simular a exposi¢do noturna a eventos de hipoxia costeira, enquanto a exposi¢ao
crénica funcionava continuamente. Durante a exposi¢do aguda, a variacao diaria dos valores de O2 (i.e.
descida e subida) foi feita durante cerca de 30 minutos. Assim sendo, os valores alvo eram atingidos por
volta das 00h30 e 8h00. Uma bomba de ar (Aqua One, Stellar 380D Series Il) foi conectada a um
temporizador para que funcionasse em oposicdo ao periodo de exposi¢do aguda para permitir a
aceleracdo na recuperagéo de O..

Os niveis de temperatura e oxigénio (oximetro VWR D0220, precisdo + 1.5%, + 0.3°C),
salinidade (refratometro Hanna, precisdo + 1 PSU) e pH (medidor de pH VWR pHenomenal, precisdo
+ 0.005), foram monitorizados duas vezes ao dia (as 7h30 durante o tratamento noturno e as 10h00 apéds
a recuperacao de oxigénio, Tabela 2.1).

Tabela 2.1: Parametros abiéticos registados ao longo da experiéncia.

Parimetros Controlo Desoxigenagao Stress Biolégico Hipoxia

Noite Dia Noite Dia Noite Dia Noite Dia
Temperatura
(°C) 18,05+0,13 18,13+0,15 |18,054+0,15 | 18,12+0,13 | 18,0840,08 | 18,11+0,11 18,06+0,16 |18,140,15
pH 8,1440,11 8,1440,1 8,094+0,08 8,0540,59 8,124+0,08 8,094+0,09 8,164+0,09 8,1340,1

Salinidade 34,9540,58 34,9140,57 | 34,82+0,62 | 34,7740,56 | 34,954+0,63 | 34,88+0,62 34,9640,62 | 34,92+0,59

0, (mgL™) 7,7740,11 7,9840,12 7,0240,82 7,1940,21 4,24404 7,8540,13 2,33+0,85 7,78+0,27

0z (%) 101,38+1,45 |104,1841,7 |91,5049,23 |93,8042,39 |55,31+4,46 |102,54+1,77 | 30,04+6,13 |101,64+2,67
PCO;, (uatm) 463,8+102,4

I&ol/kgSW) 2508,6+114,6

Irﬁrg&(kgsw) 2260,86+120,2

f',f,féukgsw) 2031,52+113,5

Q 2,8640,71

Os niveis de amdnia, nitritos e nitratos foram monitorizados semanalmente, através de testes
colorimétricos (TropicMarin, Hlnenberg, Switzerland) e mantidos abaixo de 0.02 mg/L, 0.02 mg/L e 1
mg/L, respetivamente.

Apos a eclosdo, os individuos de choco foram colocados em copos individuais para que fosse
possivel a sua identificacdo (data de eclosdo, nimero do individuo e replicado), sendo mantidos no
tanque de pléstico (replicado) correspondente. Os individuos foram alimentados apos trés dias da sua
eclosédo e no dia anterior a realizacéo do teste de aprendizagem social.

2.2  Experiéncia de aprendizagem

As experiéncias de aprendizagem foram baseadas no procedimento de “presa no tubo”
(Messenger, 1968) com modificacGes no procedimento de aprendizagem social do choco (Sampaio et
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al., 2020), onde foi adicionada uma arena para que um segundo individuo (observador) pudesse observar
o0 outro (demonstrador) a realizar a sua experiéncia de teste.

Os individuos (1 demonstrador e 1 observador), com idade entre os 3 e 7 dias, foram colocados
na arena de experiéncia, uma caixa de acrilico aberta em cima com as dimensdes 13.5 x 5.5 x 4 cm com
uma divisoria transparente no meio. A arena foi cheia com cerca de 200ml de 4gua do tanque do
individuo, antes de a experiéncia ter inicio. Todas as paredes da caixa foram previamente cobertas com

pléstico preto para evitar que 0s chocos conseguissem visualizar a experiéncias das caixas colocadas ao
seu lado (Figura 2.3).

A experiéncia testou a inibicdo de ataque através de aprendizagem social, onde um individuo
aprendeu a tarefa (demonstrador), enquanto outro individuo observava (observador). Foi colocada uma
camara de video (Sony Handycam DCR-SR78 ou Canon Legria HF R56) num éangulo de
aproximadamente 90° cobrindo a totalidade das arenas (um méximo de 6 arenas em cada camara). As
filmagens foram iniciadas assim que foi colocado o tubo de vidro com as duas presas no seu interior
(anfipodes Gammarus locusta) na diviséria do individuo demonstrador. Ambos os individuos eram
deixados a observar o tubo durante 10 minutos, apds esse tempo o tubo era retirado da arena. Ap6s 10
minutos de descanso, o tubo era novamente colocado na arena. O processo foi repetido 10 vezes
(Sampaio et al., 2020). Ap6s um intervalo de descanso de 30 minutos, foi realizado o mesmo
procedimento para o individuo observador. O critério para ser considerado sucesso na aprendizagem foi
definido com uma sequéncia de trés tentativas em que os individuos ndo apresentaram comportamento
predatério (Sampaio et al., 2020).
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Figura 2.3: Arenas utilizadas para testes de aprendizagem associativa e aprendizagem social. A filmagem destes
testes foi realizada pelo topo.
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2.3 Experiéncia de Camuflagem

Os individuos, com idades entre os 1 e seis dias apds ecloséo, foram colocados recorrendo a
uma colher preta, numa arena redonda branca com o fundo coberto com uma mistura de pedras (60%
preto e 40% branco) (Fishnet, Portugal) para induzir o padrdo disruptivo, ou em areia para induzir o
padrdo mottle (Figura 2.4). As arenas foram cheias com aproximadamente 400ml de agua do replicado
correspondente ao choco. A ordem em que foi realizada a exposicdo aos padrdes foi alternada entre
individuos. O nimero aleatorio, exibido no video, foi atribuido a todos os individuos para evitar o
enviesamento de resultados por parte da pessoa observadora dos dados.

Figura 2.4: Arenas de areia (a) e da mistura de pedras (b) utilizadas durante a experiéncia de camuflagem.

Foi utilizada uma camara de video (GoPro Hero) para gravar a arena, num angulo de
aproximadamente 75°, durante 10 minutos ap6s aclimatacéo do individuo para registar as tentativas de
enterro. As fotografias foram retiradas remotamente (Figura 2.5) (aplicacdo Canon Connect para
telemdveis) em cada momento de alteracdo de padrdo na camuflagem ou intensificacdo de padréo dos
individuos (Canon PowerShot G7X Mark 1, calibragdo de balango de brancos, velocidade do obturador
1/15, F-stop f/11, ISSO 250, 1080p, 60fps) num angulo de aproximadamente 90°. Ao mesmo tempo, 0
tempo de filmagem foi registado através de um cronémetro.

Figura 2.5: Captura remota de imagens para determinar caracteristicas qualitativas e quantitativas da camuflagem dos chocos.

Foi medida a laténcia da camuflagem, i.e., tempo apés aclimatacéo até ser captada a fotografia
em que a camuflagem era mais intensa em cada um dos substratos (mottle forte no substrato de areia e
0 padrdo disruptivo no substrato de pedras). A intensidade do padré&o disruptivo foi avaliada atraves da
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diferenca entre o valor maximo e minimo de pixéis (escala cinzenta) nos planos transversais e frontal
do corpo.

As diferencas entre as regides claras do choco (quadrado dorsal) e as pedras brancas, e a regido
escura do individuo e as pedras escuras foram avaliadas utilizando as diferencas de intensidade nas
densidades integradas de pixéis (escala cinzenta) (Figura 2.6).

As fotografias foram convertidas do formato CR2 para TIFF para serem lidas no software

ImageJ.

Figura 2.6: Representacdo da andlise de intensidade de camuflagem: a) plano frontal; b) plano transversal; c¢) regido clara do
individuo comparado com as pedras brancas; d) regido escura do individuo comparada com as pedras escuras

Para classificar a camuflagem, foi atribuido pontuagdes visuais, entre 0 e 2 em ambos 0s
substratos (areia e pedra). Nas pedras i) pontuacdo 0 representa um individuo que apresenta um padréo
de cor clara, ii) pontuacédo 1 representa individuos com um padrao disruptivo fraco (como por exemplo
apenas 0s cantos do quadrado caracteristico em cores claras) e iii) pontuacdo 2 representa um padrdo
disruptivo forte ou um corpo uniforme de cor escura. Na areia i) pontuacao 0 representa individuos com
uma coloragdo escura, ii) pontuagao 1 representa individuos com um padrdao mottle uniforme ou fraco e
iii) pontuacéo 2 representa individuos que eram indistinguiveis em relacéo ao substrato (padrdo mottle
forte e pele texturada).
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2.4 Analise de Biomarcadores
2.4.1 Preparacéo de extratos dos tecidos

As amostras foram retiradas do congelador e mantidas em gelo para manter a integridade das
proteinas e atividade enzimatica. Para a homogeneizagdo das amostras, foi adicionado as amostras
1,0mL de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7.4: NaCl, NaHPO4, KH2,PO, e agua (H20)
milli-Q) e a mistura foi triturada recorrendo a um ultra-Turrax (Ultra-Turrax, Ika, Staufen, Alemanha).
A preparagdo homogeneizada foi centrifugada (21.000 X durante 10 minutos a 4°C) e posteriormente 0
sobrenadante foi removido para um novo eppendorf e congelado a -80°.

2.4.2 Teor de proteina total

O teor de proteina total foi determinado seguindo o protocolo de (Bradford, 1976). A proteina
sérica albumina bovina (BSA) foi diluida em agua destilada para produzir padrdes proteicos (diluicdes
1:2 de 0.0625 to 4 mg mL™) para obter a curva de calibracao.

Foi adicionado aos padrdes e as amostras (20 puL) 180pL do reagente de Bradford em cada pogo
das microplacas de 96 pocos, em dois replicados. As absorbancias foram lidas recorrendo a um
espectrofotometro (leitor multimodo Biotek Synergy HTX leitor multimodelo, USA) a 595nm. Nas
amostras onde a concentracdo de proteina excedeu as 4mg mL™*, as amostras foram diluidas 1:2. Foi
criada uma curva padrdo, linear, da concentracdo de proteina (eixo y) relativamente as absorvéncias
(eixo x). Pontos que indicariam saturacdo face ao ensaio foram excluidos. A concentragdo de proteina
foi calculada substituindo as absorvéncias na curva de calibragéo.

2.4.3 Atividade de Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi medida seguindo um protocolo adaptado de Sigma-Aldrich
baseado em (Beers & chem, 1952). A calibragdo foi realizada utilizando 3mL de tampéo fosfato de
potassio (KsPOs; Sigma-Aldrich, Alemanha). Foi adicionado a amostra (100 pL) e 2,9mL de peroxido
de hidrogénio (0.036 M H,0,; Sigma-Aldrich, Alemanha) a cada pogo da microplaca de quartzo de 96
pocos. A absorbancia foi lida a 240 nm a cada 42 segundos durante 4 minutos. A atividade da catalase
foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar (0.04 uM “*cm™) de H,O, seguindo a expresséo:

AAbs (240nm)/min Volume Total
0.04 Volume Amostra

Atividade de Catalase (nmol min* mL?) =

Os resultados foram expressos relativamente ao teor de proteina total (nmol/min/mg total de
proteina).

2.4.4 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi determinada seguindo o método de Habig et al., 1974.
A solucdo de substrato foi preparada a partir de 9,8mL de solugdo salina tamponada com fosfato de
Dulbecco (Sigma), 0,1mL de glutationa reduzida (200 mM em agua milli-Q [MQW]) e 0,ImL de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (100 mM em 95% de etanol). Esta solugdo foi adicionada a
microplacas de 96 pocos (180uL) com 20uL de amostra em cada poco, e as absorbancias foram lidas a
340nm a cada minuto, durante 6 minutos. A diminui¢do da absorbéancia foi calculada com recurso a
expressao:
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AABS (T2)— AABS(T1)
T2-T1

AABS340/min =

A atividade de GST doi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar para cDNB de
0,0052 uM-* a 340nm, de acordo com a expressao:

1) _ AABS/min Volume Total

. I
Atividade de GST (nmol min™* mL 0.0053/,M ~ Volume Amostra

O resultado foi expresso de acordo com o total de proteina (nmol min™ mg proteina ).

2.4.5 Teor de Malondialdeido (LPO)

O teor de MDA nas amostras foi medido em relacdo as concentra¢cBes padronizadas,
previamente preparadas (0.001, 0.002, 0.003, 0.004, 0.005, 0.01, 0.02, 0.05 e 0.1uL de MDA) em &gua
Milli-Q.

Em microtubos de 1mL foi adicionado 5L de cada solucéo padrdo ou amostra, 45uL de tampéo
fosfato de s6dio monobésico (50mM em agua milli-Q, pH 7-7.4), 12,5uL de sulfato de sédio (8.1% em
agua Milli-Q), 93,5 de acido tricloroacético (20% em &gua Milli-Q, pH 3.5), 93,5uL de acido
tiobarbitarico (1% em agua Milli-Q, centrifugada onde foi dissolvido um comprimido de hidroxido de
sodio) e 0,5uL de 4gua Milli-Q a mistura. A mistura foi homogeneizada durante 30s e incubada em
banho-maria a ferver (100°C) durante 10 minutos. Posteriormente a mistura foi colocada em gelo durante
5 minutos e adicionados 62,5uL de agua Milli-Q e 312,5uL de n-butanol piridina aos microtubos e
centrifugados a 2000x durante 5 minutos. O sobrenadante (~150uL) foi removido e colocado em
microplacas de 96 pocos. As absorbancias foram lidas a 530nm (Biotek Synergy HTX leitor
multimodelo, USA). Foi seguido o protocolo Ohkama et al., 1979.

2.4.6 Teor total antioxidante (TAC)

A TAC foi determinada seguindo o protocolo de Kambayashi et al., 2009. A cada poco das
microplacas de 96 pogos foi adicionado sequencialmente 10uL de amostra, 10pL de mioglobina (90uM
de tampéo fosfato), 150uL de ABTS - 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (600uM
em agua Milli-Q) e finalmente 40uL de peroxido de hidrogénio (500uM — Trolox 1.5mM em tampéao
fosfato). As microplacas incubaram envolvidas em folha de aluminio durante 5 minutos a temperatura
ambiente e a absorbancia foi lida a 410nm (Biotek Synergy HTX leitor multi-modelo, USA). A curva
de calibracdo foi inferida a partir do teor de TAC, com base na série Trolox (0-220uL) e expressa de
acordo com a proteina total das amostras (mL mg* de proteina total).

.. Média das obsorbancias das amostras—(interce¢io— e
Antioxidante (mM) = ( ( oY) yX Diluigio

Declive

2.4.7 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi determinada seguindo o protocolo de (Lawrence & Burk, 1976). As
placas de 96 pocos, foi adicionado 120uL de mistura tampéo (50 mM fosfato, pH 7.4, com 5 mM EDTA
[acido etilenediaminetetracético]) (140uL para limpar os pocos), 50uL de solucéo co substrato (0.8 mM
B-NADPH, 4 mM de glutationa, 4U mL? glutationa reduzida, e 4 mM so6dio) e 20uL de amostra.
Posteriormente foi adicionado 20uL de hidroper6xido de cumeno (CyH1202) a cada pogo. A microplaca
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foi agitada lentamente para misturar o conteudo e foi lido a 340nm (Biotek Synergy HTX leitor multi-
modelo, USA) a cada minuto, durante 6 minutos. A atividade de GPx foi determinada utilizando o
coeficiente de extin¢do de B-NADPH seguindo a expressao:

AABS340/ minx V (mL)+dil
0.00373*Vamostra (mL)

Atividade de GPx (nmol/min/mL) = (

)

O resultado foi dado em relagdo a proteina total (nmol min-1 mg-1).

2.4.8 Superoxidase dismutase (SOD)

A inibicdo da atividade de SOD foi determinada seguindo o método de (McCord & Fridovich,
1969). Na microplaca de 96 pocos foi adicionado sequencialmente a cada poco 200uL de solugéo
tampéo (0.5mM fosfato de sédio (KsPO4) pH~8.0, Sigma-Aldrich, Alemanha), 10uL de EDTA (3mM
acido etilenediaminetetracético, Riedelde Haén, Alemanha), 10puL de xantina (3mM, Sigma,
Alemanha), 10pL de NBT (0.75mM Sigma-Aldrich, Alemanha) e por fim 10pL de amostra. A reagéo
foi iniciada adicionando 10uL de 100mU de xantina oxidase (XOD, Sigma-Aldrich, Alemanha). A
absorbancia foi lida a 560nm a cada 2 minutos durante 20 minutos (Biotek Synergy HTX leitor multi-
modelo, USA). Os resultados da atividade SOD foram expressos em percentagem de inibicdo/ mg
total de proteina* e foram calculados utilizando a expresséo:

AABS/mindo controlo—AABS/ minda amostra
AABS/ min Controlo

% inibicdo de SOD =( )X 100%

2.4.9 Proteina choque de calor 70 (HSP70)

Os niveis de proteina de choque térmico (HSP70) foram determinados através do procedimento
ELISA (ensaio de imuno-absorcao enzimatica), de acordo com o procedimento descrito por (Njemini et
al., 2005). As solucgdes padrdo foram preparadas de 0,0078 a 2 mL* de HSP70 (dilui¢ces 1:2 em tampao
PBS).

As amostras foram adicionadas a uma microplaca de 96 pocos e incubadas durante a noite a 4°C
(cobertas com papel de aluminio). No dia seguinte, a microplaca foi lavada trés vezes utilizando PBS
(contendo 0,05% de TWEEN-20) e foi adicionada a solucéo de bloqueio (200; 1% BSA [A proteina
sérica albumina bovina, Sigma-Aldrich, USA] em PBS). A microplaca foi coberta com papel de
aluminio e incubada a 4°C durante a noite no frigorifico. A microplaca foi lavada novamente trés vezes
com PBS. De seguida, foi adicionado 50uL de anticorpo primario a cada po¢o. Voltou-se a cobrir a
microplaca com papel de aluminio e incubou-se a 4°C durante toda a noite. No dia seguinte, a microplaca
foi lavada trés vezes com PBS para remover os anticorpos ndo ligados, e adicionou-se o anticorpo
primario diluido a cada poco, e posteriormente foi adicionado o segundo anticorpo conjugado com
fosfatase alcalina (anti-ratinho IgG Fc especifico, Sigma-Aldrich, Alemanha). A microplaca foi coberta
com papel de aluminio e incubada a 37°C durante 90 minutos, antes de ser lavada novamente.

Foi adicionado o substrato de fosfatase alcalina (100 pL; 100mM NaCl; Panreac, Espanha,
MgCl; (50 nM Sigma-Aldrich, Alemanha), Tris-HCI (100 mM; Sigma-Aldrich, Alemanha) e PnPP (27
mM; pH 8.5, 4-nitrofenilfosfato de sédio de sal hexahidratado; Sigma, Alemanha) a microplaca. De
seguida foi embrulhada em papel de aluminio e deixada a incubar durante 30 minutos no agitador a
temperatura ambiente. Finalmente foi adicionado 50uL de solucdo STOP (3M; NaOH; Panreac,
Espanha) a cada poco da microplaca e a absorbancia foi lida a 405nm (Biotek Synergy HT X leitor multi-
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modelo, USA). Os resultados de HSP70 foram normalizados com o teor de proteina total da amostra e
expresso em pg mg-* de proteina total .

2.4.10Teor de OHAG (Dano de DNA)

Como biomarcador de dano oxidativo de DNA, 8-OHdG (8-hidroxi-2"-desoxiguanosina) foi
quantificado seguindo o método escrito por (Shen et al., 2007) seguindo 0 método ELISA. As amostras
(100 pL) foram adicionadas a microplaca de 96 pocos e incubadas durante toda a noite a 4°C. Apos 24h
a microplaca foi lavada quatro vezes com PBS TWEEN-20 (0,05%) e incubada com 200uL de solucdo
de bloqueio (BSA) a temperatura ambiente durante 90 minutos. Apds outra lavagem, foi adicionado
50uL de anticorpo primario (0.5 pg mL™; anti-OHdG, Sigma-Aldrich, Alemanha) e a microplaca
incubada durante toda a noite a 4°C. No dia seguinte, as microplacas foram lavadas quatro vezes com
PBS-TWEEN 20 (0,5%) para eliminar os anticorpos néo ligados e foi adicionado o anticorpo secundario
(solucéo conjugada alcalino-fosfatasse com anti-ratinho 1gG, Sigma-Aldrich, USA). A microplaca foi
incubada a 37°C durante 90 minutos. Apds outro procedimento de lavagem, foi adicionado o substrato
e deixado a incubar durante 30 minutos & temperatura ambiente. Por fim, a reacdo foi interrompida
adicionando 100puL de NaOH 3mM e as absorbancias lidas a 405nm (Biotek Synergy HTX leitor multi-
modelo, USA). Os resultados foram expressos de acordo com o total de proteina (abs mg™ de proteina
total ).

2.5 Andlise Estatistica

O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
em RStudio, versdo 4.1.2. A Anélise exploratoria de dados e a validagdo de modelos foram realizadas
recorrendo a biblioteca HighstatLib\VV10 R da Highland Statistic (Zuur et al., 2009). A exploracdo dos
dados foi realizada seguindo o protocolo de Zuur et al., 2016 para a exploracdo de dados. Dois tipos de
analise diferentes foram utilizados consoante o tipo de dados, nomeadamente andlise de sobrevivéncia
(quando os dados sao truncados ou censurados), aplicavel ao sucesso de eclosdo e aprendizagem social
e associativa, e modelos lineares generalizados mistos nos restantes casos.

2.5.1 Analise de sobrevivéncia

O sucesso de eclosdo , aprendizagem associal e social (demonstrador e observador,
respetivamente), foram avaliadas recorrendo a analises de sobrevivéncia. No caso do sucesso de eclosédo
a incorporacao de efeitos mistos ndo permitiu testar as premissas do modelo, foi ajustado aos dados de
sucesso de eclosdo um modelo de regressdo linear de proporcdo de Cox (“coxph”, do pacote
sobrevivéncia do R). Os dias até ecloséo e eclosdo bem-sucedida (nascimento) (fator binario 0/1) foram
considerados como co-varidveis. O modelo foi ajustado por maxima verossimilhanca, sendo o
tratamento considerado como variavel fixa (como fator de quatro niveis — controlo, desoxigenacao,
hipoxia leve e hipdxia severa). As suposi¢des do modelo linear “cosph” (modelo linear sem influencia
de observador e linearidade de co-variaveis) ndo foram cumpridas (teste de Schoenfeld dimensionado
em relacdo ao tempo), assim, foi ajustado o modelo “survdiff”. Foram realizadas multiplas comparagoes
post-hoc (“pairwise survdiff”) e os valores de p foram ajustados através da correcdo de Bonferroni-
Hochberg. A curva de sobrevivéncia foi realizada com recurso ao grafico plot Kaplan-Meier (fungdo
“ggsurvplot”, do pacote R “survminer”).
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Quanto a aprendizagem associal e social (demonstrador e observador, respetivamente) foram
avaliadas recorrendo a analises de sobrevivéncia. Os modelos utilizados foi o de regressdo linear
proporcional de Cox (“coxph, pacote R) e foram ajustados por maxima verossimilhanca. Todos os
modelos assumiram um tratamento como um fator de quatro niveis e o nimero de tentativas para
aprender e sucesso de aprendizagem (0/1) foram tratadas como varidveis de resposta. As regressdes
lineares proporcionais dos modelos “coxph” ndo foram cumpridas (teste de Schoenfeld, representando
um grafico em espinha suave dos residuos de Schoenfeld dimensionado em relagéo ao tempo), assim,
foram utilizados os modelos “survdiff”’. Foram realizadas analises de compara¢bes multiplas post-hoc
(“pairwise survdiff”) e os valores de p ajustados por meios das corregdes de Bonferroni-Hochberg. As
curvas de sobrevivéncia foram realizadas recorrendo ao grafico plot de Kaplan-Meier (funcédo
“ggsurvplot” do pacote R “survminer”).

2.5.2 Modelos lineares generalizados mistos

Foram utilizados um modelo misto linear generalizado (GLMM, utilizando um modelo
Template Builder fung¢do “glmmTMB” do pacote “glmmTMB”; Brooks et al., 2017), utilizando
distribuicdo gaussiana para avaliar o comprimento do manto dos chocos, tempo de laténcia ao ataque,
tempo de laténcia a camuflagem, anélise do padrédo disruptivo e as variaveis fisiologicas TAC, LPO,
HSP70, Catalase, GPx, GST, SOD e dano de DNA. A distribui¢do binomial negativa foi usada para
analise do nimero de ataques, a binomial para tentativa de enterro e a poisson para pontuacdo da
camuflagem. O tratamento foi considerado como fator de quatro niveis (efeito fixo), com os replicados
como o fator de trés niveis (efeito misto), em fungdo do comprimento do manto (varidvel de resposta
continua). Foi realizado um teste de qui-quadrado de Wald tipo Il para avaliar a influéncia dos
tratamentos no comprimento do manto (fun¢do “Anova” do pacote “car”’; Fox e Weisberg, 2011). Foi
realizado analises de comparacao multiplas de post-hoc (“emmeans”) e o valor de p ajustado por meio
da correcdo de Tukey. As premissas do modelo GLMM foram verificadas (normalidade,
homocedasticidade e independéncia de residuos, usando a fungdo “model performance” do pacote
“performance”; Lidecke et al., 2021).
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3  Resultados

3.1 Sucesso de eclosdo e tamanho do manto

A reducdo de oxigénio afetou significativamente o sucesso de eclosao dos individuos ao longo
do tempo (Figura 3.1). O sucesso de eclosao do controlo foi de 87,74%, desoxigenacéo 80,00%, hipoxia
leve 87,23% e a hIDOXIa severa 80,00%, com um Nrota = 434, Nnascimentos_controlo = 136, Nnascimentos_desoxigenagao
=80, NMnascimentos_hipéxia leve = 82e NMnascimentos_hipdxia severa = 68; X2 =18,766; d.f=3; p<0001 A analise revelou
uma diferenca significativa entre o controlo e hipoxia severa (p<0,001), entre desoxigenacdo e hipoxia
leve (p<0,01) e entre hipoxia leve e hipoxia severa (p<0,01). A exposicao a hipdxia severa causou um
atraso no desenvolvimento cerca de 30% dos chocos eclodidos.
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Figura 3.1:Proporcdo de ecloséo de S. officinalis em funcdo do nimero de dias nos diferentes tratamentos, controlo,
desoxigenacao, hipdxia leve e hipoxia severa. As linhas representam a proporgéo de ecloséo dos chocos, as areas a sombreado
representam intervalos de confianca de 95%.

Ademais, quando expostos a hipdxia severa, chocos recém eclodidos apresentam uma reducédo
significativa do tamanho do manto (Figura 3.2) (y2 = 23,947; d.f= 3; p<0.001).
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Figura 3.2: Tamanho do manto de chocos recém eclodidos expostos a diferentes tratamentos de reducéo de oxigénio. Os pontos
cinzentos representam os valores obtidos, os pontos pretos a médias previstas transformadas do modelo, as barras representam

intervalos de confianga (95%) do modelo.

3.2  Testes de aprendizagem

No teste de aprendizagem associal ndo foram observadas diferengas significativas entre os
diversos tratamentos (Figura 3.3, y2 = 2,8396; d.f= 3; p=0,417).
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Figura 3.3: Probabilidade de ataque a presa no tubo em fungéo do ndmero de tentativas no teste de aprendizagem associal em
chocos expostos aos diferentes tratamentos, controlo, desoxigenacéo, hipdxia leve e hipoxia severa.
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a)

Probabilidade de ataque

Quanto ao teste de aprendizagem social, a utilizacdo de um demonstrador exposto ao tratamento
equivalente ao do observador ndo demonstrou diferengas significativas face a utilizacdo de um
demonstrador proveniente do controlo (Figura 3.4a, 2 = 0,0041; d.f=1; p= 0,949). Contrariamente, no
teste de aprendizagem social, chocos expostos a hipdxia severa diminuiram a sua probabilidade de
ataque mais rapidamente do que o0s expostos a outras condices (Figura 3.4b, 2 = 21,625; d.f= 3;
p<0.001) .
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Figura 3.4: Probabilidade de ataque a presa no tubo em fungdo do nimero de tentativas no teste de aprendizagem social. A)
de chocos que observam demonstradores provenientes do mesmo tratamento dos observadores e de chocos que observaram
demonstradores provenientes do controlo. B) em chocos expostos aos diferentes tratamentos, controlo, desoxigenagéo, hipdxia
leve e hipoxia severa, independentemente da proveniéncia do demonstrador. As linhas representam a probabilidade de ataque,
as areas a sombreado representam intervalos de confianga a 95%.

O numero de ataques efetuados por demonstradores diminuiu significativamente em interacdo
entre tratamento e tentativa (Figura 3.5a x2 = 7,9967; d.f= 3; p<0.05). Por outro lado, o nimero de
ataques efetuados por observadores existiu uma pequena redugdo entre tratamento e tentativa, havendo,
no entanto, uma quase inexisténcia de ataques por parte de individuos provenientes do tratamento de
hipoxia severa (Figura 3.5b y2 = 13,8590; d.f= 3; p<0.01).
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Figura 3.5: Namero de ataques em funcéo de tentativa em cada um dos tratamentos em demonstradores (a) e observadores (b).
As linhas representam a média prevista do modelo, o sombreado o intervalo de confianga a 95% e os pontos os valores medidos.
A vermelho esta representado o controlo, a azul a desoxigenagdo, a verde a hipoxia leve, a roxo a hipdxia severa.
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O tempo de laténcia ao primeiro ataque foi influenciado significativamente pelo tratamento
(Figura 3.6, 2 = 22,7073; d.f= 3; p<0.001), mas n&o pela funcdo do individuo, ou pela interacéo de
ambos os fatores.
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Figura 3.6: Tempo de laténcia ao primeiro ataque em funcéo do tratamento (controlo, desoxigenacao, hipdxia leve e hipdxia
severa) e da fungdo do choco (demonstrador a vermelho e observador a azul). Os pontos carregados as medias previstas
transformadas do modelo, e as barras representam intervalos de confianga (95%) do modelo.

3.3 Andlise da camuflagem

O tempo de laténcia para a camuflagem do padréo disruptivo foi influenciado pelo tratamento
(Figura 3.7a y2 = 8,2278; d.f= 3; p<0.05) revelando um aumento entre a hipoxia severa, controlo e
desoxigenacdo. Relativamente ao tempo de laténcia do padrdo mottle ndo se revelaram diferencas
significativa (Figura 3.7b %2 = 3,587; d.f= 3; p=0,3097).
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Figura 3.7: Tempo de laténcia verificado nos individuos dos tratamentos correspondestes, controlo, desoxigenagao, hipoxia
leve e hipdxia severa, onde se representa o intervalo de confianga de 95% e 0s pontos representam os valores de cada individuo
em segundos.
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A anélise de tentativa de enterro (Figura 3.8) (32 = 9,3661; d.f= 3; p <0.05) revelou um aumento
entre a hipdxia leve e desoxigenacao.
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Figura 3.8: Representacdo da analise de tentativa de enterro, onde se representam os tratamentos analisados (controlo,
desoxigenacao, hipoxia leve e hipoxia severa) demonstrando o intervalo de confianga de 95% para cada um, e os pontos a
resposta de cada individuo.

Nas pontuacdes relativamente & camuflagem, no meio que continha areia no fundo, a pontuacéo
do padréo mottle (Figura 3.9a 42 = 5,496; d.f= 3; p=0,1389) néo revelou diferengas significativas, em
contrario, as pontuaces do meio que continha pedras, a pontuagdo do padrdo disruptivo revelou uma
diminuicdo entre a hipoxia severa e controlo (Figura 3.10b 2 = 9,0536; d.f= 3; p<0,05).
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Figura 3.9: Representagao das pontuag¢des no ambiente de areia (a) e no ambiente de pedras, com a representacéo do intervalo
de confianga de 95% e onde os pontos representam a resposta individual de cada individuo.
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A andlise da diferenca na camuflagem dos individuos demonstrou-se significativa na diferenca
de pixéis do manto entre hipoOxia severa e controlo e desoxigenagdo (Figura 3.10 x2 = 18,919; d.f= 3;
p<0.001).
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Figura 3.10: Representacdo da analise de diferenca de pixéis entre os tratamentos analisados (controlo, desoxigenacdo, hipoxia
leve e hipdxia severa), representa¢do do intervalo de confianca de 95% e os pontos representam a diferenca verificada no manto
de cada individuo individualmente para o padréo disruptivo.

A anélise da diferenga de densidade de pixéis integrados (Figura 3.11) ndo revelou qualquer
diferenca entre tratamentos (y2 = 1,8325; d.f= 3; p=0,6079) (x2 = 6,8062; d.f= 3; p= 0,07834).
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Figura 3.11: A analise de diferenca de densidade de pixeéis integrados ndo demonstrou diferencas significativas, tanto na
comparagdo do quadrado branco com as pedras brancas (a), como regido escuro do individuo com pedras pretas (b).
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3.4 Analise de biomarcadores

Recorreu-se a medicdo de biomarcadores (Figura 3.12) como TAC, SOD, CAT, GPx para
verificar se as defesas antioxidantes dos chocos foram afetadas. Observou-se uma diminuicdo da
atividade da TAC no tratamento de hipoxia severa (y2 = 31.767; d.f= 3; p< 0.001), na SOD também se
observa uma diminuicdo da sua capacidade nos individuos provenientes da hipoxia severa (x2 = 29.595;
d.f=3; p< 0.001), assim como na GST (y2 = 16,431; d.f=3; p< 0.001). A Catalase (x2 = 2.6772; d.f=3;
p=0.444) e a GPx (x2 = 4.3813; d.f= 3; p= 0.223) ndo revelaram qualquer diferenca significativa entre
tratamentos.

Relativamente ao dano oxidativo apenas foi observado um aumento significativo na LPO nos
individuos expostos a hipoxia severa (y2 = 61.299; d.f= 3; p< 0.001) e na atividade de HSP70 severa
(x2 = 12.13; d.f= 3; p< 0.007). O dano de DNA néo apresentou diferencas significativas (y2 = 11.998;
d.f=3; p=0.007).
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4 Discussao

Varios fatores de stress ligados as alteragdes globais podem causar alteracGes fisiolOgicas e
comportamentais no choco (Otjacques et al., 2020; Rosa et al., 2013; Sampaio et al., 2020). Nesta
dissertacdo demonstro pela primeira vez que a exposi¢do de chocos a niveis reduzidos de oxigénio
durante a embriogénese leva a disrupcdes ao nivel do desenvolvimento, fisiologia e comportamento
(Tabela 4.1). As alteracGes ao nivel do desenvolvimento dos individuos e fisiologia (analise de
biomarcadores) foram observadas em chocos expostos a hipéxia severa (2 mg L?) e hipéxia leve (5 mg
L) de forma aguda. Por outro lado, as alteragdes a niveis comportamentais foram observadas com
qualquer reducédo de oxigénio (desoxigenacao e hipdxia).

Tabela 4.1: Tabela resumo dos efeitos observados em fungéo da redugdo de oxigénio em choco. Sdo apresentadas as diferentes
variaveis e respostas em funcéo dos trés tipos de exposicdo. NS = sem alteragdes significativas, 1= aumento significativo, | =

diminuicéo significativa.

Tipo de variavel

Desenvolvimento

Dano oxidativo

Defesas antioxidantes

Comportamento:
Aprendizagem associal

Comportamento:
Aprendizagem social

Comportamento:
Camuflagem

Medidor de resposta

Tempo de

desenvolvimento

Sucesso de ecloséo
Tamanho do manto
LPO

HSP 70

TAC

SOD

GST

GPx

Tentativas

N° de ataques

Tentativas

Tempo de laténcia
N° de ataques
Laténcia mottle
Laténcia disruptivo
Pontuacgéo areia

Pontuacgédo pedras

Desoxigenacéao
7mg L1102

NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS

Hipoxia leve
4mgL?!O2

NS
NS
NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Hipoxia
severa
2mg Lt 02

1

NS

NS

NS

NS
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Diferenca de pixéis NS NS !

Tentativa de enterro NS 1 NS

4.1 Desenvolvimento embrionario

Neste trabalho é demonstrado a ocorréncia de um prolongamento da embriogénese traduzindo-
se num maior tempo de desenvolvimento em individuos provenientes da hipoxia severa. Do mesmo
modo verificou-se uma menor taxa de eclosdo e uma acentuada diminuic¢do de tamanho dos individuos
provenientes desse tratamento. O sucesso de ecloséo, assim como o tempo de eclosdo dos diversos
organismos marinhos em resposta a condi¢cdes de reducdo de O, no ambiente podem traduzir-se em
alteracGes nestes dois fatores (Hassell et al., 2008).

Esta alteracdo foi observada em outras espécies como o alabote (Reinhardtius hippoglossoides),
o salméo (Oncorhynchus tshawytscha) e o sargo-preto (Acanthopagrus butcheri) onde o sucesso de
eclosdo sofreu uma reducdo quando expostos a reduzida disponibilidade de O, (Del Rio et al., 2019;
Hassell et al., 2008; Mejri et al., 2012). A diminuicdo de tamanho verificada pode ser explicada devido
ao processo de desenvolvimento ser muito dispendioso energeticamente e depender na sua maioria de
metabolismo aerébico, processo limitado pela auséncia de O, ocorrendo uma depressdo metabdlica de
maneira a tentar economizar energia para quando as condi¢cGes Otimas se verificarem se poderem
desenvolver.

4.2  Respostas fisiologicas

Ao nivel do dano oxidativo ocorrido pela limitagdo de O, observou-se um aumento significativo
no biomarcador LPO através da analise de MDA. O mesmo resultado foi observado por Jiang et al.,
(2019) em Sepia pharaonic utilizando tecidos do figado e cerebrais, sugerindo uma incapacidade das
enzimas para a prevencao de altos niveis de ROS durante o processo de reoxigenagdo, causando danos
nos organismos. Esta alteracdo demonstra sistemas de defesa antioxidante insuficientes, assim como
uma necessidade de ativacdo do metabolismo aerébico quando expostos a ambientes stressantes. Pelo
contréario, Capaz et al., (2017) em ensaios com Sepia officinalis utilizando uma limitacdo de ~50% de
O, ndo encontrou diferencas neste biomarcador entre hipdxia e controlo; e Tribenbach et al., (2013)
com a espécie Dosidicus gigas observou um aumento na resposta de HSP, contrario ao que foi observado
nesta dissertacéo.

Para fazer face aos danos oxidativos os individuos possuem defesas antioxidantes. Nestes, este
estudo face as condicdes de reducdo de O, foi encontrada uma diminuicdo da atividade de TAC assim
como de GST em hipoxia severa. Estes resultados podem provir devido a possivel supressdo metabdlica
que seja espectavel ocorrer em condicdes de baixo O, como foi demonstrado por Hadj-Moussa et al.,
(2018), onde a lulas Humboldt apresentaram uma reducéo na fosforilagdo de histonas, supressdo na
traducdo e diminuicdo na capacidade antioxidante (adaptacbes moleculares), assim como uma
diminuicdo na capacidade defensiva contra a producdo de ROS. Complementarmente a SOD
demonstrou uma diminuicéo da sua atividade nos individuos expostos a hipdxia, que pode ser explicado
pela reducdo de dano celular durante a fase de reoxigenacdo, o que também foi observado por
Tribenbach et al., (2013) em Dosidicus gigas, confirmando a baixa capacidade antioxidante nos
cefalépodes. Nesse estudo, os autores observaram uma correlagdo da atividade de SOD e CAT, o que
ndo foi observado nos chocos. No estudo de Jiang et al., (2019), Sepia pharaonic demonstrou um
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aumento na atividade da SOD que estimula o sistema de defesa antioxidante, contrariando os resultados
obtidos neste estudo.

Com este estudo posso concluir que os chocos expostos a reduzida disponibilidade de O-
demonstraram necessidade de ativar o seu metabolismo aerdbico durante a supressdo metabolica sentida
durante a embriogénese, 0 que se traduziu na diminuicdo das defesas antioxidantes contra ROS durante
0 periodo de reoxigenacao.

4.3 Comportamento
4.3.1 Aprendizagem

Relativamente aos individuos provenientes do controlo, observou-se uma dréstica diminuigdo
do numero de tentativas de ataque ao longo do tempo, assim como um aumento do tempo de laténcia,
confirmando uma potencial aprendizagem, como ja tinha sido descrito por Sampaio et al., (2020) quando
este utilizou individuos apenas do controlo para estudar a aprendizagem social e associativa.

Nesta dissertacdo & demonstrado que a diminuicdo da disponibilidade de O, afeta o
comportamento de aprendizagem dos chocos, onde os individuos expostos a hipdxia severa demonstram
maior resisténcia a atacar as presas, aumentando o tempo de laténcia assim como uma drastica
diminuicdo no numero de ataques demonstrado por estes individuos comparando com o0s restantes
tratamentos. A visdo sendo um processo sensorial e metabolicamente exigente é bastante afetado
principalmente quando os individuos durante a embriogénese sdo expostos a este fendmeno. O oxigénio
é essencial para o funcionamento dos neurdnios e fotorrecetores sendo utilizado na fosforilagdo
oxidativa para libertar energia essencial para os sistemas visuais de alta resolucdo, como o dos
cefalopodes (McCormick & Levin, 2017).

Os resultados encontrados podem provir de uma estratégia de sobrevivéncia para
armazenamento de energia restringindo o seu movimento, mas também uma limitacdo grave ao nivel da
fungdo visual devido a um deficiente desenvolvimento ocular que diminui a sensibilidade aos
movimentos efetuados pela presa (Hadj-Moussa et al., 2018; McCormick & Levin, 2017). Esta limitagdo
pode-se traduzir numa dificuldade de alimentacdo e de se manterem vivos em ambiente selvagem. A
diminuicdo de O, pode também afetar a produgéo de inibidores neurotransmissores, como o acido y-
aminobutirico (GABA) e/ou a adenosina no cérebro, que diminuem a acdo neural necessaria para a
transmissdo de sinais visuais. Esta alteracdo poderia explicar a dificuldade dos individuos expostos a
hipoxia maioritariamente ndo realizem ataques as presas (McCormick & Levin, 2017). Alteracfes ao
nivel do sistema visual foi observado por Wang & Widdows, (1991) em mexilhdo (Mytilus edulis) onde
ocorreu a reducdo da mancha ocular, e por Gowland et al., (2002) em lulas (Sepioteuthis australis) onde
foram encontradas deficiéncias oculares nos individuos.

4.3.2 Camuflagem

Na camuflagem, a laténcia no padrdo disruptivo aumenta significativamente em individuos
expostos aos diferentes niveis de hipoxia, 0 que poderia ser explicado pela dificuldade / impossibilidade
de enterro, devido a sua capacidade visual ter sido afetada pela falta de oxigénio durante o periodo de
embriogénese, limitando o desenvolvimento do lobo 6tico e dificultando a sua percecéo relativamente
ao ambiente envolvente (Liu et al., 2017; McCormick & Levin, 2017). Isto pode levar a uma dificuldade
adicional aos individuos em interpretar o fundo e desenvolver o padrdo corporal desejavel, logo
tornando-se mais suscetiveis a serem capturados pelos seus predadores (Hadj-Moussa et al., 2018).
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A dificuldade dos chocos expostos a hipdxia em reproduzir um padrdo disruptivo intenso nas
pedras (diferencas de intensidade de pixéis nos planos do corpo dos individuos) também se refletiu em
pontuagdes mais baixas de camuflagem, denotando, portanto, uma dificuldade na capacidade de se
combinar com o fundo. Esta limitacdo na camuflagem podera ser explicada por alteragdes Oticas e
neurais ocorridas durante a embriogénese que diminuam a funcéo visual dificultando a sua capacidade
de visdo para que se consigam camuflar de maneira correta. O lobo 6tico tem a funcdo de interpretacao
dos sinais provenientes da retina (cortex) sendo que este é suscetivel de ter sido afetado, assim como a
producdo de inibidores neurotransmissores, como GABA ou adenosina no cérebro, que diminuem a
acao neural necessaria para a transmissao de sinais visuais (McCormick & Levin, 2017).

5 Considerac0es finais

Neste estudo foi possivel compreender os efeitos da exposicao a dois niveis diferentes de hipoxia
(hipoxia leve e hipoxia severa) nos chocos, causando restrigdes comportamentais e fisioldgicas. A nivel
comportamental, a limitagdo no nimero de ataques pode resultar numa dificuldade na captura de
alimento, onde a limitacdo do desenvolvimento ocular devido & reduzida disponibilidade de oxigénio
demonstrou que os individuos possuiam uma dificuldade para a perce¢do da existéncia da presa, assim
como ao seu movimento, limitando de forma abrupta a sua capacidade de ataque, revelando uma elevada
dificuldade a alimentacdo, o que demonstra que em cenarios graves de limitagdo de O, os chocos
poderdo ndo se conseguir adaptar a estes fatores de stress. Outra explicacdo para os resultados obtidos
provém do gasto energético por parte dos individuos que limitou esta atividade, podendo levar em casos
extremos a morte. Ao nivel da camuflagem, conclui-se que os individuos expostos a hipoxia
apresentaram uma grande dificuldade de adaptacao a este comportamento, 0 que poderia ser explicado
se tiver ocorrido algum tipo de alteracdo nos cromato6foros (controlados pelo sistema nervoso) devido a
limitagdo de oxigénio, assim como altera¢6es no lobo 6tico que dificulte a percecdo do meio envolvente.
Ao nivel das respostas fisioldgicas, as alteraces encontradas demonstram uma dificuldade na protecédo
por parte dos individuos contra a formag&o de ROS quando ocorre a reoxigenagdo, bem como o aumento
do dano celular causando a sua acumulagdo, além da ocorréncia de uma diminuicdo da capacidade de
defesa contra a formag&o de radicais livres em condicGes de hipdxia.

A limitada informag&o sobre a diminuigdo de oxigénio e a sua influéncia em diferentes tipos de
organismos demonstra que este tema ainda é muito pouco estudado, revelando uma importante lacuna,
sendo este um dos fatores que devido as alteragdes climaticas aumentara a sua frequéncia de ocorréncia.
Para futuros estudos os efeitos da hipéxia no metabolismo do choco durante a embriogénese, assim
como 0s mecanismos neurais de individuos expostos a este tipo de limitacdo devem ser estudados.
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