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Resumo

O declinio de muitos stocks de peixes aumentou a pressdo da pesca sobre os
cefaldpodes, expandindo a sua importancia comercial, comprometendo as populacées
dos mesmos. Deste modo surge o cultivo de cefalbpodes em aquacultura, em especial
a espécie Octopus vulgaris, tentando preservar as espécies selvagens e ao mesmo

tempo responder a procura.

No entanto, existem ainda algumas lacunas que provocam altas taxas de mortalidade
que ocorrem em diferentes fases do ciclo de vida do polvo, como o estagio de paralarva,
ndo permitindo, até a data, o sucesso do seu cultivo a niveis comerciais. A nutricao
parece ser o principal obstaculo a ser ultrapassado para o sucesso da criacdo de
paralarvas de Octopus vulgaris. Até o momento, os melhores resultados de
sobrevivéncia e crescimento foram obtidos quando usando zoeas de crustaceos vivas

como presas Unicas ou complementares.

A identificacdo de biomarcadores de bem-estar, entre eles o correto desenvolvimento
séo fatores chave, contribuindo na resolugdo do cultivo desta espécie. A utilizacdo de
tecnologias dmicas na exploragéo sucessiva de dados em determinados padrdes, pode
apontar onde existem mudancas de composicao, levando a identificagdo de potenciais

biomarcadores.

A hibridizacao in situ € uma técnica utilizada na descoberta da presenca de sequéncias
de nucleédtidos com o auxilio de outra sequéncia de nucledtidos complementares, no
caso uma sonda. Esta técnica pode ser realizada em seccdes de tecido preservadas ou
em tecido inteiro. O objetivo geral deste trabalho é incorporar ao estudo do cultivo larvar
de polvo comum a técnica de biologia molecular baseada em hibridizacao in situ de ARN
a partir dos dados gerados com tecnologias Omicas. Esta técnica pretende
complementar, segundo o estudo da localizacdo da expresséo dos genes a estudo, 0s
resultados obtidos por RNA-seq. Neste estudo foi possivel quantificar através de qPCR
e localizar por hibridizac&o in situ, a expressao diferencial dos genes Chitin Binding
protein e Lysozyme, em paralarvas de Octopus vulgaris, alimentadas com dieta Mix e
dieta Artémia a diferentes dias p0Os ecloséo. Esta tecnologia permitiu assim confirmar os
genes em estudo, como candidatos a biomarcadores de bem-estar, e concretamente de

desenvolvimento em diferentes condigbes nutricionais no seu cultivo.

Palavras-chave: cefalopodes, tecnologias émicas, sonda de ARN, Chitin Binding

protein, Lysozyme
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Abstract

The decline of many fish stocks has increased the fishing pressure on
cephalopods, expanding their commercial importance and compromising their
populations. Thus, the cultivation of cephalopods in aquaculture arises, especially
the Octopus  vulgaris  species, trying to preserve wild species and

simultaneously respond to the demand.

However, there are still some gaps that cause high mortality rates that occur at different
stages of the octopus' life cycle, such as the paralarvae stage, not allowing, to date, the
success of its cultivation at commercial levels. Nutrition seems to be the main obstacle
to overcome for the successful rearing of Octopus vulgaris paralarvae. So far, the best
survival and growth results have been obtained when using live crustacean zoea as

unique or complementary preys.

The identification of welfare biomarkers, including the correct development, are key
factors, contributing to the resolution of the cultivation of this species. The use of omics
technologies in the successive exploration of data in certain patterns can point out where

there are compositional changes, leading to the identification of potential biomarkers.

In situ hybridization is a technique used to discover the presence of nucleotide
sequences with the aid of another complementary nucleotide sequence, in this case a
probe. This technique can be performed on preserved tissue sections or on a entire
tissue. The general objective of this work is to incorporate the molecular biology
technique based on RNA in situ hybridization from data generated with omic
technologies to the study of common octopus larval culture. This technique intends to
complement, according to the study of the expression localization of the studied genes,
the results obtained by RNA-seq.

In this study, it was possible to quantify through gPCR and localize by in situ
hybridization, the differential expression of the genes Chitin Binding protein and
Lysozyme, in paralarvae of Octopus vulgaris, fed Mix diet and Artemia diet at different
days after hatching. This technology allowed to confirm the genes under study, as
candidates for welfare biomarkers, and specifically for development under different

nutritional conditions in their cultivation.

Keywords: cephalopods, omic technologies, RNA probe, Chitin Binding protein,

Lysozyme
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Figura 23- A) Sequéncia do fragmento clonado respetivo ao gene Chitin Binding
protein, e identificagdo de algumas enzimas de restricdo; B) Sequéncia do fragmento
clonado respetivo ao gene Lysozyme, e identificacdo de algumas enzimas de

restricdo; C) e D) esquema representativo da enzima e promotor a utilizar com base no
sentido do fragmento CloNAA0 NO VIO ........ccocveiiiieeeeeeseee e 58

Figura 24- Gel de agarose 1% com os resultados obtidos da digestéo do clone
selecionado: A) Chitin Binding protein 1.a- Nco |, 1.b- Sal |, 1.c- T7 Polimerase, 1.d-
SP6 Polimerase; B) Lysozyme 2.a- Sal |, 2.b- Nco |, 2.c- SP6 Polimerase, 2.d- T7
POLIMEIASE. ...ttt ettt sttt ettt b s bttt s b s be st et et e e aeeseenes 59

Figura 25— Microfotografias de luz, obtidas através do microscopio 6tico, de criosecgdes
de hibridizagéo in situ do gene Chitin Binding protein, candidato a biomarcador de
desenvolvimento, em paralarvas de Octopus vulgaris em cultivo a 0 e 40 dias pds
eclosdo. A e B- paralarva a 40 dias p6s eclosdo com sonda de ARN sense sintetizada
com a polimerase T7, previamente digerida com enzima Sal I, 5x e 10x respetivamente;
C e D- paralarva a 40 dias p6s eclosdo com sonda de ARN sense sintetizada com a
polimerase T7, previamente digerida com enzima Sal |, 10x e 20x respetivamente; E-
paralarva a 40 dias pos eclosdo com sonda de ARN anti-sense sintetizada com a
polimerase SP6, previamente digerida com enzima Nco |, controlo negativo, a 5x ; F e
G- paralarva com 0 dias pos eclosdo com sonda de ARN sense sintetizada com a
polimerase T7, previamente digerida com a enzima Sal |, controlo positivo, a 10x 20x
T LT 1)Y= T 41T o (T PR 61 e 62

Figura 26— Microfotografias de luz, obtidas através do microscépio 6tico, de criosecgdes
de hibridizagcdo in situ do gene Lysozyme, candidato a biomarcador de dieta, em
paralarvas de Octopus vulgaris em cultivo a 20 dias p6s eclosdo. A e B- paralarva
alimentada com Artémia, com sonda de ARN sense sintetizada com a polimerase SP6,
previamente digerida com a enzima Nco |, 5x e 10x respetivamente; C e D- paralarva
alimentada com Artémia, com sonda de ARN sense sintetizada com a polimerase SP6,
previamente digerida com a enzima Nco |, 10x e 20x; E e F- paralarva alimentada com
Artémia, com sonda de ARN anti-sense sintetizada com a polimerase T7, previamente
digerida com a enzima Sal I, controlo negativo, 5x e 10x ; G e H- paralarva alimentada
com Artémia, com sonda de ARN sense (G) e anti-sense (H), sintetizada com a
polimerase SP6/T7, previamente digerida com a enzima Nco | (G) e enzima Sal | (H),
ambas a 40x; | e J- paralarva alimentada com dieta Mix, com sonda de ARN sense
sintetizada com a polimerase SP6, previamente digerida com a enzima Nco |, 5 e 10x
LSS 0TS EY 7= T 1T 63e64
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1 Introducéo
1.1 Estado atual da aquacultura no mundo

A seguranca alimentar € um parametro critico para o desenvolvimento sustentavel do
mundo (Shen et al., 2021). Com o aumento progressivo da populacdo mundial, a
mudanca nos padrées de consumo estimula a um nimero crescente de pessoas de
classe média e a uma maior busca por alimentos saudaveis, ressaltando o pescado e
outros produtos marinhos. Neste contexto, a aquacultura tenta atenuar esta lacuna com

a producédo de animais e plantas aquéaticas.

A pesca em oceanos e aguas interiores esta presente na vida humana héa centenas de
anos. Devido a grandes aumentos no esfor¢co de pesca ao longo do ultimo século,
juntamente com pressdes antropogénicas, incluindo degradacédo de habitat e polui¢ao,
atualmente existe uma pressao crescente nos stocks de peixes (Gephart et al., 2020).
Como resultado, a captura de alimentos aquaticos, seja em mar, lagos ou rios, desde
1990 que tem estabilizado (fig.1) (Fiorella et al., 2021). Paralelamente, nas ultimos trés
décadas, a aquacultura cresceu a uma taxa de mais de 8% ao ano, produzindo na
atualidade cerca de metade dos produtos marinhos destinados a alimentacdo humana
(Edwards et al., 2019).
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Figura 1- Representacdo esquematica dos valores em toneladas, de capturas de pesca e
aquacultura no mundo, da espécie Octopus vulgaris. Adaptado SOFIA, 2020



Embora o amplo aumento da producao aquicola, o fornecimento destes produtos ainda
ndo se encontra uniformemente distribuido geograficamente (Fiorella et al., 2021). A
fome e a desnutricdo continuam a ser os principais problemas a nivel global, ainda que
estes valores tenham tendéncia a regredir (Kwasek et al., 2020). De acordo com a
Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura, agéncia especializada das Nacgdes
Unidas (FAO,2018), em 2018, aproximadamente 11% da populacdo mundial
apresentava pobreza e caréncia no acesso a alimentacdo adequada para o bom
funcionamento da salde humana. O plano atual para reduzir a fome e mé nutricdo até
2030 concentra-se primeiramente, no desenvolvimento de sistemas agricolas e
alimentares sustentaveis de modo a garantir a estabilidade do abastecimento de

alimentos e acesso a saude e nutricdo adequadas (FAO, 2017).

O setor da aquacultura e pescas sao reconhecidas como a possivel chave para o futuro
na indudstria alimentar, nomeadamente salde e alimentos com alto teor nutricional
(Waite et al.,, 2014). Todavia, nos proximos anos, o setor de aquacultura ter4 que
enfrentar os impactos das mudancas climéticas por meio da gestdo de estratégias de

mitigacao e adaptacéo (Duarte et al., 2017).

1.2 Interesse no cultivo de Cefalépodes
1.2.1 Exploragédo dos recursos pesqueiros

A superexploracado e o esgotamento global de muitas espécies de peixes nas Ultimas
décadas (FAO, 2018), levou a um aumento na importancia comercial de outros recursos
marinhos, como cefal6podes, nomeadamente lulas, chocos e polvos (Sauer et al.,

2019). Este grande aumento ao longo dos anos, pode ser explicado por:
-Apresentarem um alto valor no comércio pesqueiro;

- Constituirem um importante recurso de produtos marinhos para consumo

humano, com alto teor em proteinas e acidos gordos polinsaturados;

-Apresentarem caracteristicas bioldgicas e fisiolégicas Unicas em design e

adaptacédo evolutiva (Albertin et al., 2015; Shigeno et al.,2018);

- Serem 0s Unicos invertebrados incluidos na lista de espécies regulamentadas
pela Diretiva 2010/63 / UE (Directiva 2010/63/ue del parlamento europeo y del consejo,

2010), sobre a protegéo de animais aplicados a fins cientificos (Fiorito et al., 2015).



Em Portugal, Espanha, Italia e Grécia, os cefalépodes sdo ha muito tidos como
espécies-alvo, importantes para os pescadores que usam uma ampla variedade de artes
artesanais (Pierce et al., 2010) e hoje em dia s&o recursos pesqueiros cada vez mais
importantes em termos de quantidades desembarcadas e principalmente em termos do
seu valor comercial. De acordo com as estatisticas do EUROSTAT, esses quatro paises
juntos representam uma meédia de 77% do valor de todos os cefalépodes capturados na
Unido Europeia (UE) (Tabela 1). Além disso, os cefalépodes sao tradicionalmente
consumidos em paises do sul da Europa, como Espanha e Itélia (junto com Japéo e
Estados Unidos), sendo estes 0s mais importantes mercados consumidores em todo o
mundo (FAO, 2018).

Tabela 1.-Desembarques em quantidade e valores de produtos frescos na Grécia, Italia, Portugal e Espanha.
Os valores séo relativos & média de 2013 a 2017. Adaptado de EUROSTAT Database (2020).

Greece Italy Portugal Spain % four countries in EU-28
Total landings of marine fish
Quantity (thousand tonnes) 55.6 123.2 107.1 371.9 11
Value (€ million) 194.0 466.1 193.3 809.3 31
Average price (€/kg) 3.5 3.8 1.8 22
Total landings cephalopods (squids, cuttlefishes and octopuses)
Quantity (thousand tonnes) 5.9 17.6 8.7 16.4 63
Value (£ million) 29.7 133.6 389 73.4 70
Average price (€/kg) 5.0 7.6 4.5 4.5
Total landings octopuses
Quantity (thousand tonnes) 26 7.2 7.2 8.5 90
Value (€ million) 14.6 47.4 30.6 36.7 93
Average price (£/kg) 5.6 6.6 4.3 4.3
% cephalopods / total landings (quantity) 10.6 14.3 8.1 4.4
% cephalopods / total landings (value) 15.3 28.7 20.1 9.1

O polvo comum (Octopus vulgaris Cuvier, 1797) é a espécie de cefaldbpodes mais
importante e com maior taxa comercial na UE (Pita et al., 2021). E amplamente
distribuido nas aguas da plataforma continental europeia e é tolerante a uma ampla
gama de temperaturas e salinidades da agua, preferindo sedimentos rochosos que

fornecem abrigo (Guerra et al., 2015; Jereb et al., 2015; Moreno et al., 2014).

No entanto, as pescas desta espécie sao muitas vezes bastante variaveis, com uma
forte dependéncia do mar e uma variagdo marcada nos desembarques ao longo dos
anos, refletindo uma forte influéncia das condigcbes ambientais (Pierce et al., 2008). Isso
afeta a disponibilidade do polvo e os valores de mercado, com consequentes impactos

econdmicos e sociais.

Para garantir a sustentabilidade futura, ha uma necessidade particularmente urgente no
estudo da dindmica das populac¢des das principais espécies altamente exploradas pela

pesca artesanal (Pita et al., 2021).



1.2.2 Potencial de Octopus vulgaris na aquacultura

O declinio de muitos stocks de peixes aumentou a pressdo da pesca sobre os
cefalépodes, expandindo a sua importancia comercial e consequente rapido aumento
nas estatisticas de captura nas ultimas décadas (Rodhouse et al., 2014; Vidal et al.,
2014). Assim, as tendéncias a longo prazo parecem indicar que os anos de boom da
pesca de cefalépodes podem ter chegado ao fim por causa da pesca excessiva. Essa
tendéncia segue a perce¢do generalizada que a producdo pesqueira, em geral esta a
diminuir em todo o mundo (Hilborn, 2012; Rodhouse et al., 2014; Worm et al., 2009).
Deste modo surge o interesse no cultivo de cefaldépodes em aquacultura, tentando

preservar as espécies selvagens e ao mesmo tempo responder a procura.

A classe Cephalopoda, € caracterizada por apresentar atributos considerados
favoraveis e atraentes para aplicacao no setor da aquacultura (Vidal et al., 2014). Alguns
fatores da sua biologia como, um ciclo de vida curto, crescimento rapido, altas taxas de
fecundidade, conversao alimentar favoravel e alta adaptabilidade a cativeiro tornam o
polvo comum uma espécie desejavel para a aquacultura comercial (Berger, 2010). No
entanto, existem ainda algumas lacunas que provocam altas taxas de mortalidade que
ocorrem em diferentes fases do ciclo de vida do polvo, como o estagio de paralarva
(Vidal et al., 2014), ndo permitindo assim o sucesso do seu cultivo a niveis comerciais.
No entanto, as altas taxas de mortalidade verificadas em condigbes de cultivo, na
maioria dos estudos 100%, tém dificultado a sua produg¢&o comercial, tornando-se assim
0 maior obstéaculo para a sua producéo (Diego Garrido et al., 2018). As razdes por tras
dos altos niveis de mortalidade das paralarvas nao séao totalmente compreendidas, mas
as condi¢des da cultura, como nutricdo inadequada e/ ou desequilibradas que néo
atendem as necessidades nutricionais das paralarvas, falta de técnicas de cultivo
padronizadas bem como o pouco conhecimento sobre a fisiologia e comportamento das
paralarvas de O. vulgaris sdo apontadas como as principais responsaveis no insucesso

do cultivo (lglesias et al., 2007; Iglesias et al., 2014, Iglesias e Fuentes, 2013).

As dietas tradicionais baseadas apenas em Artémia viva (Artemia sp.) ndo parecem
atender as necessidades nutricionais das paralarvas, levando a taxas altas de
mortalidade e taxas baixas de crescimento. Existe um esfor¢o conjunto de vérias
equipas de investigadores focados na melhoria da formulagcéo da dieta, como dietas a

base de Artémia suplementadas com larvas de zoea ou lecitina LC60 (Guinot et al.,



2013; Iglesias et al., 2014; Navarro e Villanueva, 2000; Reis et al., 2021; Roo et al.,

2017), com melhorias significativas no crescimento e sobrevivéncia das paralarvas.

Recentemente, entre 2018 e 2020 foram atingidos importantes avangos na area da
zootecnia de cultivo larvar de O. vulgaris, através da obtencdo de individuos em
assentamento. Estes éxitos estdo refletidos numa patente de propriedade do Instituto
Espanhol de Oceanografia (IEO), onde abrange desde o eclodir das paralarvas até ao
seu assentamento (ES2714930). Esta importante conquista, descreve as condicbes
zootécnicas especificas, bem como a utilizacdo de anfipodes como presa viva,
substituta da zoea de crustaceos. No que toca a juvenis de O. vulgaris, também ainda
ndo se conhece a dieta 6tima para o seu desenvolvimento, e enquanto adultos, torna-
se dificil encontrar uma ragdo que cumpra com 0s requisitos nutricionais de textura,
proteina bem como taxas de alimentagdo e crescimento, eficiéncia alimentar e
composicao nutricional (Valverde e Garcia, 2017). Assim, atualmente € necessério a
administracdo de uma dieta baseada em crustaceos, pescado congelado, pescado

descartado, dificultando a engorda desta espécie.

1.3 Biologia da espécie

1.3.1 Estatuto de conservacao

De acordo com a Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza e dos Recursos Naturais das espécies ameacadas (IUCN), o O. vulgaris esta
avaliado como uma espécie que ndo apresenta grandes preocupagfes quanto a sua
presenca (fig.2). Esta € uma espécie maioritariamente abundante no Oceano Atlantico
e Pacifico, mas é de salientar que esta sujeita a grandes pressfes de pesca, mas em

poucas localiza¢des (IUCN, 2018).
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Figura 2- Avaliagcdo de Octopus vulgaris segundo a Lista Vermelha da Unido Internacional para
a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais das espécies ameacadas (IUCN).
Adaptado de IUCN,2018.



1.3.2 Taxonomia

O polvo comum (Octopus vulgaris Cuvier, 1797) apresenta-se classificado
taxonomicamente na tabela 2.

Tabela 2-Taxonomia Octopus vulgaris. Adaptado de WoRMS taxon details.

Reino Animalia

Filo Mollusca

Classe Cephalopoda Cuvier 1797
Subclasse Coleidea

Superordem Octopodiformes

Ordem Octopoda

Subordem Incirrata

Superfamilia Octopodoidea

Familia Octopodidae

Género Octopus Cuvier, 1797
Espécie Octopus vulgaris Cuvier, 1797

1.3.3 Distribuicdo geografica

Globalmente, as diversas espécies de cefal6podes sdo reconhecidas como um dos
componentes principais de muitos ecossistemas marinhos. Apresentam-se em todos as
aguas marinhas com uma distribuicdo das camadas superficiais até varios milhares de
metros, presentes na plataforma continental e em mar aberto, desde o0s polos ao

equador (Chesnais et al., 2019).



Figura 3-Distribuicdo geogréfica da espécie Octopus vulgaris no
Nordeste Atlantico e no Mediterrdneo. Adaptado de Jereb et al.
(2015).

O polvo comum, O. vulgaris Cuvier, 1797, € uma espécie merobentonica. Esta € uma
espécie presente ao longo de toda a plataforma continental, em profundidades

compreendidas entre 0os 0 e os 200 metros.

O. vulgaris é caracterizado por ser uma espécie cosmopolita, salvo em regides com
temperaturas demasiado baixas como as proximas de regibes polares. Todavia, nos
ultimos anos tem havido um grande foco em estudos com marcadores moleculares
(Amor et al., 2017; Avendafio et al., 2020; De Luca et al., 2014; De Luca et al., 2016)
gue demonstram se tratar de um assunto complexo especifico, e que a distribuicdo do
polvo comum O. vulgaris abrange o Atlantico noroeste e o mar Mediterraneo (fig.3)
(Borrelli et al., 2020).

1.3.4 Ciclo de vida

O polvo comum, O. vulgaris, é um organismo didico e a fecundagéo tem lugar mediante
a copula, gracas ao terceiro braco direito do macho que estd modificado (hectocotyl),
possuindo um sulco ao longo de todo o lado ventral (através do qual os espermatéforos
deslizam na cavidade do manto feminino depositando-os no canal genital), terminando
em uma area lisa e achatada (ligula), ao contrario dos outros bracos que terminam em

um ponto e com ventosas. Outra diferenca morfologica entre machos e fémeas na idade



adulta, € o fato de os machos possuirem algumas ventosas de succdo de tamanho
proeminente no segundo e terceiro pares de bracos, enquanto nas fémeas sdo de um
tamanho mais uniforme em todo o braco. Alguns autores sugerem gque essas grandes
ventosas servem para reconhecimento sexual ho ambiente natural, antes de qualquer

tipo de atividade sexual (Hanlon e Messenger, 1996).

A duracao da desova é de 15 a 30 dias, com tamanho de ovo em torno de 2,5 mm, em
um numero que varia entre 100.000 e 500.000 (de 100.000 ovos / kg fémea). A fémea
fixa os ovos ao substrato em cavidades naturais ou artificiais, e eles sdo continuamente
cuidados por ela. O desenvolvimento embriondrio depende principalmente da
temperatura, com duragdo de 25 dias, a 25°C, enquanto em temperaturas mais baixas
pode chegar a 135 dias. A a¢cdo mecanica das ventosas e dos jatos de agua através do
funil, evita a fixacdo de organismos no coério dos ovos, facilitando também a renovacgéo
da 4gua ao seu redor para manter a oxigenacgéo ideal. No decorrer deste periodo de
cuidado até a eclosdo as fémeas nao se alimentam e perdem peso, variando de 60%
quando tém um menor peso (750 g), a 30% com 4 Kg (Vidal et al., 2014), morrendo
apos a eclosao dos ovos. Tem sido demonstrado a existéncia de paternidade multipla
em O. vulgaris, que pode representar um processo que maximiza a recombinacao
genética da fémea com varios machos num Unico evento reprodutivo (Quinteiro et al.,
2011). A ecloséo dos ovos liberta as paralarvas, termo proposto por Young € Harman
(1988), assim apelidados porque na verdade ndo passam por uma verdadeira
metamorfose antes de se tornarem juvenis, embora ao contrario do que acontece na
vida adulta, sdo plancténicos nos primeiros dias de vida, tornando-se bentonicos aos
30-60 dias de idade (Itami et al., 1963; Villanueva et al., 1995). O ponto étimo de
desenvolvimento no qual se considera que uma paralarva estd apta para completar o

processo de assentamento sdo 20-24 ventosas e um peso seco de 9-10 mg.

A medida que as paralarvas crescem, a propor¢do dos bracos na frente do manto
aumenta, tornando-se assim juvenis benténicos com morfologia igual a dos adultos. O
crescimento de juvenis a idade adulta pode levar de 8 a 15 meses, dependendo
principalmente da temperatura e disponibilidade de alimentos (Forsythe e Hanlon, 1988;
Leporati et al., 2007; Mangold e Boletzky, 1973; Semmens et al., 2004). Como muitos
outros cefalopodes, O. vulgaris € uma espécie carnivora ao longo de seu ciclo de vida.
Nos estagios juvenis até idade adulta, os polvos alimentam-se de uma grande variedade
de presas (Mangold e Boletzky, 1973), das quais varias espécies de crustaceos, peixes
e outros moluscos constituem as presas mais comuns, sendo 0s caranguejos um de

seus favoritos. Esta espécie também exibe um comportamento de canibalismo



frequente em ambiente natural. Apesar do grande interesse no cultivo industrial desta
espécies, ainda ha constrangimentos que necessitam de ser resolvidos: o cultivo de
paralarvas planctdnicas até a fase de assentamento, quando sdo tornam-se juvenis
bentbnicos (Rey-Méndez, 2015).

Apesar do grande interesse em aquacultura, importa também o cultivo devido a ser uma
espécie de grande relevancia como modelo de estudo em neurociéncias, entre outras
disciplinas. Devido ao declinio das popula¢des naturais causadas pela sobrepesca, o
seu cultivo, tanto para aquacultura como para animal de laboratorio, seriam de grande

importancia.

1.3.5 Producéao de paralarvas

Na eclosdo, as paralarvas apresentam manto alongado e coénico, com 2-3 mm de
comprimento total. Os bragos séo iguais em comprimento, com trés ventosas em cada
braco e dois cromatoforos em cada linha presente no brago (fig.4) (Villanueva e Norman,
2008).

A criacdo de paralarvas é atualmente um dos principais obstaculos no sucesso do cultivo
comercial de cefalépodes. O termo paralarva define um cefalépode que é plancténico
apos incubacao e tem um habitat diferente do individuo coespecifico mais velho (Young
e Harman, 1988). Paralarvas plancténicas recém-nascidas sao organismos delicados e
com bracgos relativamente curtos bem como capacidade limitada de natacéo (fig.4)
(Villanueva, 1995). Durante os primeiros dias apds eclosdo, as paralarvas utilizam uma
combinacdo de fontes de alimento enddgenas (saco vitelino) e exdgenas (presas)
(Boletzky, 1975; Vidal et al., 2002). Tanto a taxa quanto a eficiéncia na absor¢cdo do
saco vitelino dependem da temperatura, @ medida que a temperatura aumenta as
reservas de vitelo diminuem exponencialmente (Vidal et al.,, 2014). As taxas de
alimentacdo aumentam ao passo que 0 saco vitelino interno é absorvido, por
consequéncia existe mais espaco disponivel para acomodar refeicdes e digestao (Vidal

et al., 2002).

A maior dificuldade na producdo em aquacultura destes cefalépodes, estd no
desenvolvimento das primeiras fases das paralarvas, sendo que os primeiros dias pos
eclosdo constituem uma barreira de adversidades no cultivo do ciclo completo do polvo

em cativeiro. Desta forma a producdo esta reduzida a apenas engorda, onde €



necessario recorrer a pesca de exemplares juvenis do meio natural (Iglesias e Fuentes,
2014; Prato et al., 2010; Reis et al., 2021).

Em Espanha, a investigacdo da produ¢ao do polvo comum, O. vulgaris, esta desde 1990
em grande destaque com a finalidade de diversificar a aquacultura mundial. Durante as
dltimas décadas, tem se realizado um grande esfor¢co na melhoria das dietas com presas

vivas com o objetivo de se atingir a dieta 6tima no seu cultivo (Iglesias e Fuentes, 2014).

A nutricdo parece ser o principal obstaculo a ser ultrapassado para o sucesso da criacdo
de paralarvas de O. vulgaris. A baixa sobrevivéncia paralarvar é atribuida a falta de
presas adequadas, tanto em qualidade quanto em quantidade, e as suas necessidades
especificas de alimentacdo (lglesias et al., 2007). Altas taxas de mortalidade ocorrem
principalmente durante a transicdo da absorcdo do saco vitelino para a alimentacao
externa, principalmente devido a necessidade de altas taxas metabdlicas das paralarvas
(Parra et al., 2000), potenciais desequilibrios nutricionais e condi¢des ambientais
inadequadas ( Iglesias e Fuentes, 2014; Navarro et al., 2014; Reis et al., 2021; Vidal et
al., 2014; Villanueva e Norman, 2008).

Até o momento, os melhores resultados de sobrevivéncia e crescimento foram obtidos
quando usando zoeas de crustaceos vivos como presas Unicas ou complementares,
mas é muito dificil a sua obtencdo em grandes quantidades (Villanueva, 1994). Artémia,
€ um alimento facilmente disponivel, mas demonstrou ter uma composicdo
desequilibrada como presa para as paralarvas de polvo comum (O. vulgaris),
principalmente no que diz respeito & composicao lipidica (Fuentes et al., 2011; Monroig
et al., 2012; Navarro e Villanueva, 2000; Viciano et al., 2011; Villanueva et al., 2004),
aminoacidos (Villanueva et al., 2004) e ainda outros elementos (Villanueva e
Bustamante, 2006). No entanto, aparentemente, a Artémia ndo € limitante em termos
de conteldo de vitamina A e E (Villanueva et al., 2009), mas sim em termos de acidos
gordos polinsaturados (PUFA), necessarios, entre outros nutrientes, para o correto
desenvolvimento de paralarvas. Recentemente, a qualidade lipidica da Artémia foi
melhorada, através do enriqguecimento com diferentes microalgas (Seixas et al., 2008;
Seixas et al., 2010), tendo sido obtidos resultados promissores ao adicionar a microalga
Nannochloropsis ao tanque de producéo larvar como alimento para Artémia (Fuentes et
al., 2011). No entanto, nauplios de Artémia contendo niveis mais elevados de PUFA, foi

ineficaz para melhorar a producéo de paralarvas de O. vulgaris (Seixas et al., 2010).

Ensaios com alimentos inertes, como fish flakes (alimentagcdo em flocos supensa na

agua) (Kurihara et al., 2006; Okumura et al., 2005) ou milicapsulas (capsulas com os



nutrientes concentrados) (Villanueva et al., 2002) ndo produziram o assentamento de

individuos.

Figura 4-Individuos Octopus vulgaris desde paralarvas
(a) até ao seu assentamento. Imagens sem escala.
Adaptado de Villanueva et al. (1995).

1.3.6 Estado de crescimento e origem

A taxa de crescimento rapido dos cefalépodes estabelece altos requisitos para ingestéao,
digestéo e assimilacao de alimentos. Uma série de fatores que influenciam crescimento
de cefaldpodes foram identificados por diversos autores (Forsythe & Hanlon, 1988)
(Forsythe e Van Heukelem, 1987; Koueta e Boucaud-Camou, 2003; Koueta et al., 2002),
tais como a qualidade e eficiéncia da nutricdo e digestdo, densidade de cultivo,
fotoperiodo, parémetros fisico e quimicos da agua, parametros microbiolégicos,

temperatura, entre outros.

E bem sabido que os cefalopodes tém altos requisitos de proteina e requisitos
relativamente baixos para lipidos de alta qualidade (Miliou et al., 2005; Rosas et al.,

2013): a dieta dos cefalépodes deve consistir em mais de 60% de proteina e 4% lipidos.

Bundelmann e Bu (1997) forneceram detalhes das caracteristicas histomorfolégicas e
funcionais do trato digestivo, demonstrando sua complexidade. Outras pesquisas

esclareceram que o processo de digestdo comeca externamente na presa, onde as
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enzimas salivares (principalmente quimotripsina) séo injetadas apoés perfuracdo pelos

bicos ou papila salivar (Messenger e Young, 1999).

O alimento parcialmente digerido € entdo ingerido e entra no estbmago, do polvo, onde
as enzimas digestivas da glandula digestiva iniciam a digestdo. Os nutrientes solUveis
ligados & enzima passam para o estbmago no polvo, onde as proteinas fibrilares e
outras macromoléculas sdo degradadas até que € formado um quimo liquido. O quimo
€ entdo separado pelo ceco digestivo para ser transportado para a glandula digestiva
ou para formar fezes (Bundelmann e Bu, 1997). Uma vez na glandula digestiva, os
nutrientes sdo dissolvidos e absorvidos por pinocitose no aparelho digestivo por células
da glandula, onde ocorre a digestéo intracelular. Uma vez terminada a digestdo, as
células da glandula digestiva s&o renovadas em preparag&o para um novo processo de

digestao.

A atividade das enzimas digestivas em O. vulgaris foi revista por Boucaud-Camou e
Boucher-Rodoni (1983). Diferentes proteases foram identificadas, incluindo proteinases
alcalinas (como quimiotripsina e tripsina, principalmente das glandulas salivares
anteriores) e enzimas semelhantes a catepsina (de suco gastrico). Muitas questdes
foram levantadas a partir desses estudos, incluindo se as proteases acidas estavam ou
ndo presentes no suco gastrico ou se diferentes espécies de cefalépodes teriam
diferentes enzimas digestivas. A maioria das informacdes sobre enzimas digestivas em
cefalépodes foi obtida a partir de estudos em Sepia officinalis, O. vulgaris e Octopus

maya.

Estudos recentes, tém demonstrado que a dieta das fémeas reprodutoras pode
influenciar o desenvolvimento embrionario, no peso inicial dos ovos (Marquez et al.,
2013), sugerindo que o conteudo nutricional da dieta pode modular a fisiologia das

fémeas para produzir ovos com certas caracteristicas biologicas.

1.4 Funcé&o imunolodgica

Os cefalépodes, junto com todos os outros membros do filo Mollusca, séo invertebrados
e, portanto, possuem um sistema imunoldgico inato (Castellanos-Martinez e Gestal,
2013). No entanto, os invertebrados tém um sistema imunoldgico eficiente constituido
por componentes celulares e humorais que permitem a interagdo com microrganismos,
identificar e remover patdégenos bem como cuidar de lesdes e danos nos tecidos
(lIwanaga e Bok, 2005).



Atualmente, a extensao e a influéncia do sistema imunoldgico inato no desenvolvimento
e a eficiéncia das respostas adaptativas € agora totalmente reconhecida (Loker et al.,
2004; Zhang et al., 2007). Como consequéncia, o estudo da imunidade foi intensificado
e expandido nas ultimas décadas, ndo apenas por causa das implicacbes que essas
descobertas podem ter na compreensao da evolucdo dos mecanismos imunolégicos,
mas também pela potencialidade de aplicacdes que esses estudos comparativos podem
ter na pesquisa com vertebrados (Castillo et al., 2015; Gestal e Castellanos-Martinez,
2015).

As fung¢des imunoldgicas inatas sao filogeneticamente arcaicas e com base no
reconhecimento do ndo-eu, da auséncia do eu e da presenca de sinais de perigo (
Mushegian e Medzhitov, 2001; Rosenstiel et al., 2009).

7

Este reconhecimento é realizado por uma variedade de recetores que induzem
imediatamente a ativagdo de recetores de defesa, os quais, por sua vez, matam,
removem ou neutralizam o invasor ou material ofensivo. Esses sensores imunoldgicos
sdo chamados coletivamente de recetores de reconhecimento de padrbes (PRRs) e
padrdes moléculas de reconhecimento (PRMs), que incluem proteinas toll e recetores
toll-like, ligacé@o a nucleotideos e oligomerizagdo de recetores semelhantes a dominios,
recetores eliminadores e lectinas. Essas moléculas interagem com patégenos
associados a padrdes moleculares (Janeway, 1989; Koropatnick et al., 2004), que estédo
em sua maioria nos componentes da superficie microbiana invariante, como
lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicano (PGN), flagelina e moléculas contendo

residuos de glicano conservados.

Da mesma forma, como com as respostas imunes adaptativas, os componentes da
imunidade inata podem ser classificados como celulares ou humorais. Na maioria dos
casos, as celulas envolvidas em reacdes imunes sdo aquelas com maiores
probabilidades de interagir com patégenos, incluindo células epiteliais para cobrir as
superficies do hospedeiro expostas ao ambiente, e ainda células presentes no sistema

circulatério capazes de se infiltrar nos tecidos (Castillo et al., 2015).

Uma vez que as células circundantes possuem papéis essenciais na vigilancia

imunoldégica, bem como nas func@es recetoras, aportam extrema importancia.

Nos moluscos, a caracterizagcdo da populagdo de hemdcitos, € util para avaliar a
capacidade de resposta contra patdogenos e stress do meio natural (Hégaret et al.,
2003). Os autores Castellanos-Martinez et al. (2014) examinaram populacbes e

atividades relacionadas com o sistema imunolégico dos hemdcitos presentes no sistema
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circulatério de O. vulgaris, combinando a microscopia de luz e eletrénica com a andlise
de citometria de fluxo. Esta combinacéo de aplicacBes revelaram a existéncia de duas
populagbes diferentes de hemdcitos. Este estudo, foi um dos primeiros passos para a
correta compreensdo do sistema imunolégico de O. vulgaris, aplicando novas
ferramentas para fornecer dados para futuros estudos morfofuncionais mais

abrangentes dos hemdcitos desta espécie.

Bem-estar em cefalopodes € um termo recente na maioria dos paises da UE, devido a
incluséo desta classe na legislacdo de bem-estar animal da Unido Europeia (“Directive
2010/63/EU” (EU 2010)). No entanto, investigadores e técnicos, h4 muito que tem
promovido o uso de boas préaticas no manuseamento destes animais. Uma das questdes
mais importantes para a aquacultura e também para a manutencdo experimental de
aquarios é a saude animal. Altas densidades populacionais, manipulagéo de animais e
condigbes de cultivo estdo associadas ao stress, que afeta a competéncia imunolégica
e favorece o desenvolvimento de doencas infeciosas (Gestal e Castellanos-Martinez,
2015). De modo a evitar patologias, devem ser implementadas técnicas de bem-estar
animal nas diferentes etapas de manutencgéo, producéo e cultivo de cefalopodes (Gestal

e Castellanos-Martinez, 2015; Iglesias e Fuentes, 2014).

Estudos recentes com base na imunidade inata de cefal6podes, revelam que o sistema
imunoldégico destes individuos parece ndo ser tdo simples quanto se pensava. Os
avancos alcancados na caracterizagdo morfofuncional de células, bem como na
identificacéo de genes relacionados com o sistema imunoldgico e vias imunoldgicas por
similaridade com outros animais distantes filogeneticamente, usando abordagens
transcriptomicas e protedmicas, indicam que os cefaldopodes podem estar no topo do
desenvolvimento do sistema imunolégico dos moluscos, e podem ser considerados uma
importante ligagdo entre invertebrados e vertebrados (Gestal e Castellanos-Martinez,
2015). As células possuem diferentes mecanismos direcionados a responder a
estimulos de stress ambientais e intracelulares, desempenhando papéis importantes em
resposta ao stress oxidativo e / ou a stress ambiental (Wang et al., 2013), a ponto de se
tornar um biomarcador comum para avaliar o stress e 0 estado de salude em

cefalépodes (Garrido et al., 2017).

A identificacdo de biomarcadores de bem-estar, saude e resisténcia a patégenos
ajudara a alcancar uma aquacultura de cefal6podes sustentavel e bem-sucedida (Gestal

e Castellanos-Martinez, 2015).



1.5 Biomarcadores e bem-estar

Biomarcadores sdo moléculas organicas significativamente diferentes em abundéancia

entre grupos amostrados (Bell e Blais, 2019).

Genes, ARNSs, proteinas e metabdlitos sdo conhecidos como moléculas bioldgicas,
compreendidas como entidades basicas na interacao entre si para desempenhar varias
funcdes bioldgicas numa célula. Com o rdpido avanco das tecnologias de alto
rendimento ao nivel molecular, sdo geradas constantemente, grandes quantidades de
dados de gendmica, prote6mica e metabolémica de maneira a enfrentar desafios em
diferentes areas cientificas e, além disso, fornecer novas maneiras de estudar
patologias, caracterizando fenétipos, fazendo diagnéstico precoce, e desenvolvendo

farmacos (Liu et al., 2014).

Embora alguns biomarcadores estejam associados a uma ampla gama de stressores,
por exemplo, proteinas de choque térmico e cortisol, stressores individuais diferentes
também eliciam respostas mais especificas através da estimulacédo de diferentes vias
biol6gicas. O exemplo da variacao da temperatura, pode aumentar a expressao de
genes envolvidos na estabilizagdo do ARN, regulagéo da transcricdo e imunidade, bem
como genes que também sdo estimulados sob stress oxidativo e importantes na
homeostase i6nica, causando mudangas na expressdo de genes envolvidos na

biossintese e metabolismo de proteinas (Jeffries et al., 2014).

Marcadores moleculares relacionados ao crescimento podem ajudar a determinar
rapidamente a eficacia de novas dietas e melhorar a aquacultura de O. vulgaris (Garcia-
Fernandez et al., 2019).

Estudos focados nos estagios iniciais de cefaldpodes, sdo capazes de fornecer
conhecimentos relevantes nao apenas sobre a fisiologia nutricional, mas também sobre
o efeito do stress ambiental no estado de competéncia imunoldgica das paralarvas, e
do bem-estar das paralarvas em cultivo. A identificacdo de biomarcadores de bem-estar
e saude sao fatores chave, contribuindo na resolucdo do cultivo desta espécie (Gestal

e Castellanos-Martinez, 2015).

No entanto, apesar dos avangos recentes no sequenciamento do genoma de O. vulgaris
(Zarrella et al., 2019), Octopus bimaculoides (Albertin et al., 2015) e um aumento nos
dados transcriptomicos (Castellanos-Martinez et al., 2014; Garcia-Fernandez et al.,
2019; Kocot et al., 2011), a gama de ferramentas moleculares disponiveis para estudar

o0 crescimento das paralarvas € ainda muito limitada (Garcia de la serrana et al., 2020).
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1.6 Técnicas 6micas

As técnicas 6micas adotam uma visdo holistica das moléculas que constituem uma
célula, tecido ou organismo (Horgan e Kenny, 2011). Neste contexto, as técnicas 6micas
sdo utilizadas para detetar genes (gendmica), ARNm (transcriptomica), proteinas
(proteémica) e metabolitos (metabolémica) numa amostra bioldégica especifica de
maneira ndo direcionada e ndo tendenciosa (Muifio et al., 2021). A integracdo destas
técnicas é denominada biologia de sistemas (Horgan e Kenny, 2011). Ao contrario dos
estudos tradicionais, com estas técnicas, € possivel gerar hipéteses, que sédo na sua

maioria hipéteses impulsionadas ou reducionistas (Horgan e Kenny, 2011).

As tecnologias émicas podem ser utilizadas na triagem, diagnéstico e progndstico, além
de ajudar a compreender a etiologia das doencas ou ainda na identificacdo de
biomarcadores (Horgan e Kenny, 2011; Ramsay et al., 2019). A exploracdo sucessiva
de dados em determinados padrbes pode apontar onde existem mudancas de
composi¢do, o que pode levar & identificagdo de potenciais biomarcadores. Assim, a
utiidade de uma abordagem 6mica nao direcionada é gerar novas hip6teses sobre

esses padrdes “globais” e potenciais biomarcadores (Bell e Blais, 2019).

1.6.1 Nutrigenémica

A dieta e o meio ambiente sd@o fatores cruciais na saude de qualquer organismo
(Ronteltap et al., 2009). A nutrigenémica foi introduzida de modo a dar resposta a
guestbes a cerca dos efeitos dos nutrientes sobre o transcriptoma, proteoma e
metaboloma (Dauncey, 2012). Neste contexto, nutrigendmica, € a &rea da nutricdo que
utiliza ferramentas moleculares para investigar e compreender as Vvarias respostas
obtidas através de uma determinada dieta aplicada entre individuos ou grupos

populacionais (Dauncey, 2012; Liu e Qian, 2011).

Procura elucidar como os componentes de uma dieta especifica (bioativos compostos)
podem afetar a expresséo de genes (Dauncey, 2012). Esta resposta vai depender de
como 0s genes vao mostrar uma atividade alterada ou alteragdo da expresséo génica.

Alguns exemplos dessa interacdo gene-nutriente sdo a capacidade de ligacéo a fatores



de transcricdo. Esta ligacdo aumenta ou interfere na capacidade dos fatores de
transcricdo na interacdo com elementos que levardo a ligacdo controlo da ARN

polimerase (Sales et al., 2014).

1.6.2 Genbmica

Genomica € o estudo sistemético do genoma de um organismo. O genoma de um

organismo é o ADN total de uma célula ou organismo (Baltimore, 2001).

No entanto, os recursos gendmicos atualmente disponiveis para o fillo Mollusca séo
escassos, considerando a sua abundéncia bem como valor econémico (Zarrella et al.,
2019). No caso dos cefaldpodes, a alta abundancia de regides repetitivas, é um grande
problema aquando da obtengcdo de genomas de cefalopodes de alta qualidade. Até
entdo, esta entrave apenas permitiu o sequenciamento do genoma de quatro espécies
de cefalépodes, Octopus bimaculoides (Albertin et al., 2015) , Octopus minor (Kim et al.,
2018), Euprymna scolopes (Belcaid et al., 2019) e mais recentemente o préprio do O.
vulgaris (Zarrella et al.,, 2019). Neste Ultimo, os autores constataram a dificuldade
causada pelo tamanho e abundancia de regides repetitivas, ao melhorar o genoma com
a base de dados de sequéncias atualmente disponiveis. Ressaltaram também a
importancia de futuramente incorporar plataformas de sequenciacéo, dando o exemplo
de PacBio, para melhorar a qualidade de regides de grande tamanho e com isso um

éxito na anotacao e utilidade em estudo funcionais do genoma a estudar.

1.6.3 Transcriptémica

A técnica transcriptomica dedica-se ao transcriptoma. Transcriptoma é o conteudo total
de ARN da célula num determinado ponto do tempo, 0s transcritos provenientes de a
expressao de estabelecidos genes num dado momento e condi¢cdo, segundo a sua
forma de leitura correta, origina proteinas funcionais. O sequenciamento do
transcriptoma é uma opcao ideal para a interpretagcdo rapida e econdmica do elemento
funcional do genoma e dos genes funcionais em espécies ndo-modelo que carecem de

um genoma de referéncia (Garget al. 2011).
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O perfil do transcriptoma na aquacultura € uma ferramenta fundamental para gerar
recursos genéticos e identificar a expressao diferencial e correlacionada de genes, vias

moleculares e transducéo de sinal.

A transcriptdmica é uma técnica imprescindivel na identificagdo de genes envolvidos no
desenvolvimento, resposta imune, determinacdo do sexo e diferenciacéo de génadas e
genes associados a caracteristicas economicas. As sequéncias do transcriptoma
enriquecem 0s recursos gendémicos e, portanto, ajudam a expandir o banco de dados
disponivel (Chandhini e Rejish Kumar, 2019).

Esta é uma técnica que veio revolucionar o estudo de questdes relacionadas com o
metabolismo, area crucial para estudos focados em fases larvares de espécies em
cultivo que antes apenas se focavam em transcritos individuais com ferramentas como
a PCR quantitativa e agora se torna possivel analisar o transcriptoma na sua totalidade.
Ao avaliar o transcriptoma de uma espécie, é necessario ter em conta que este € muito
dindmico variando ao longo do seu estado de desenvolvimento, estado fisiol6gico e

também segundo os elementos externos (ambiente).

Em suma, a transcriptébmica estuda o vinculo presente entre 0 genoma e os fenétipos
que se expressam, proporcionando uma visao holistica de mecanismos moleculares
gue controlam a especializagdo celular, o desenvolvimento do organismo e o0 seu

funcionamento, perante condi¢des de bem-estar, patdgenos ou stress.

No que concerne aos trabalhos de transcriptoma em cefalépodes, e especificamente em
O. vulgaris, tem-se publicado diversos trabalhos. Castellanos-Martinez et al. (2014)
sequenciou pela primeira o transcriptoma dos hemécitos na espécie O. vulgaris por
sequenciamento de novo usando a tecnologia lllumina RNA-Seq em individuos

infetados pelo parasita gastrointestinal Aggregata octopiana.

Um estudo comparativo dos perfis transcriptomicos de paralarvas de O. vulgaris em
cultivo produzidos em diferentes condi¢gfes de dieta e temperatura, realizado por Garcia-
Ferndndez et al. (2019), permitiu a identificacdo de genes como candidatos a
biomarcadores de desenvolvimento e saude. Ja Garcia de la serrana et al. (2020)
identificou ort6logos de O. vulgaris para genes conhecidos por estarem relacionados a
sintese de proteinas e miogénese em vertebrados bem como, a sua regulacdo pela
nutricdo em paralarvas e a adequagdo como marcadores de crescimento através dos
genomas existentes das diferentes espécies de cefalopodes e dos dados
transcriptomicos. Mais recentemente Prado-Alvarez et al. (submitted) construiu um

transcriptoma de referéncia em paralarvas de O. vulgaris a (20 dias pés eclosao)



alimentadas com dieta composta por anfipodos, entre outros crustaceos, e cujo 0s

exemplares alcancaram o assentamento.

Paralelamente, os avanc¢os na transcriptémica ndo param, com o surgimento de novos
genomas, resultando em custos reduzidos bem como a melhoria da qualidade com a
implementagao de tecnologias que permitem obter leituras de maior longitude cada vez

com menos erros.

Estes avancos junto a projetos como a MolluscDB, uma base de dados que compila
todos os recursos moleculares do Phyllum Mollusca, sdo sinais de uma mudanca de
paradigma na investigacdo de cefalépodes, seguindo a linha ja existente no que ja se
faz ha muito no campo das “6micas” em bivalves e o caminho que marcam espécies
como o salméo do Atlantico (Salmo salar) na area das “6micas” aplicadas a aquacultura
(Rise et al., 2019).

Existem poucos estudos focados no RNA-seq para avaliar os perfis de expresséo génica
em cefalépodes e menos ainda se nos concentrarmos no género Octopus (Castellanos-
Martinez et al., 2014; Garcia-Fernandez et al., 2019; Zhang et al., 2012), no entanto,

esta técnica ajuda na obteng&o de potenciais biomarcadores.

1.6.4 Protedémica

A proteémica é definida como o conjunto de todas as proteinas expressas numa célula,
tecido ou mesmo organismo (Horgan e Kenny, 2011). A protedmica visa caracterizar o
fluxo de informacdes dentro da célula e do organismo, por vias e redes de proteinas
(Petricoin et al., 2002), com o objetivo final de compreender a relevancia funcional das
proteinas (Vlahou e Fountoulakis, 2005). Acredita-se que esta area seja uma promessa
especial para a descoberta de biomarcadores, uma vez que as proteinas sdo mais
propensas a serem afetadas de forma ubiqua a patégenos e na resposta a patégenos
(Rifai et al., 2006). Existem alguns estudos recentes em protedémica de O. vulgaris, quer
seja em adultos como em paralarvas (Castellanos-Martinez et al., 2014; Garcia-
Fernandez et al., 2019).

1.6.5 Metaboldmica
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A metabolémica geralmente é compreendida como o estudo dos perfis de metabolitos
globais num sistema (célula, tecido ou organismo) sob um determinado conjunto de
condicBes (Goodacre et al., 2004). A metaboldémica tem varias vantagens tedricas sobre
as outras abordagens émicas. O metaboloma € o produto final ajusante da transcricdo
do gene e, portanto, as mudancas no metaboloma sdo amplificadas em relacdo as
mudancas no transcriptoma e no proteoma (Urbanczyk-Wochniak et al., 2003). Embora
0 metaboloma contenha o menor dominio (~ 5000 metabdlitos), é mais diverso,
contendo muitas moléculas bioldgicas diferentes, tornando-o mais complexo fisica e

guimicamente do que as outras 'é6micas’.

1.7 Hibridizacao In situ (ISH)

A hibridizacao in situ € uma técnica utilizada na descoberta da presenca de sequéncias
de nucledtidos com o auxilio de outra sequéncia de nucle6tidos complementares, no
caso uma sonda (Jensen, 2014). Esta técnica pode ser realizada em secc¢des de tecido

preservadas ou em tecido inteiro.

Descrita pela primeira vez por Gall e Pardue (1969), baseia-se na ligacdo complementar
de uma sonda de nucleotideos a uma sequéncia-alvo especifica de ADN ou ARN na
célula. A hibridizacao in situ tem uma ampla gama de aplicacdes e tem sido usada para
localizar infe¢des virais, identificar locais de expressdo de genes, analisar a transcricdo
de ARNm e a sua distribuicdo em tecidos e ainda mapear sequéncias de genes em
cromossomas (Nouri-Aria, 2008). Assim, podemos descobrir que células expressam um
determinado gene e quando o expressam. A expressao génica é um testemunho direto

da funcionalidade celular.

Para realizar a hibridizagdo in situ existem varios tipos de sondas diferentes, estas
incluem sonda de ADN e ARN (Jensen, 2014), podendo ser realizadas pelo investigador

em laboratério ou ser industrializadas.

Esta € uma técnica amplamente utilizada em diversas areas da biologia, aplicada
sobretudo a métodos de diagnoéstico. O principio basico da hibridizacdo in situ, baseia-
se na funcdo complementar do ADN ou ARN se ligar ao seu par base. Para colocar em
pratica hibridizacao in situ (ISH), € necessario realizar etapas fulcrais para o sucesso da

técnica:

1- Preparacdo de uma sonda especifica



2- Aplicacdo da sonda numa amostra

3- A amostra passa por uma desnaturagao, renaturacao e por fim é hibridizada.

O maior desafio no desenvolvimento de varios métodos ISH, € melhorar a sensibilidade
das sondas utilizadas durante o processo para visualizar a sequéncia alvo. As sondas

podem ser visualizadas de diversas formas como por exemplo:

1- Via radiois6topo, metodologia de rotulagem (perigoso para a saude) ( Gall e
Pardue, 1969; Huber et al., 2018);

2- Através de sondas ndo radiomarcadas e com o uso de anticorpos
poli(rA)/poli(dT) para andlise de hibridos de ARN-ADN em cromossomas;

3- Utilizando biotina para marcar ADN,;

4- Sondas rotuladas durante a sintese de ADN;

5- Via rotulagem de digoxigenina pelo classico PCR e degeneragdo de
nucleotideos (Farrell, 2010; Walker e Rapley, 2005)

Uma das grandes vantagens da utilizacdo da técnica ISH, é a capacidade de visualizar
determinada sequéncia alvo em todos os tipos de células, bem como em varios tipos de
tecido (Huber et al., 2018). A recomendacéo deste método em diagnosticos e pesquisas
cientificas é baseada na simplicidade do processamento, a especificidade da sequéncia
nucleica alvo, a interpretagédo simplificada dos resultados obtidos e a imensa capacidade

de aplicagao.

Atualmente, em aquacultura ja é bastante comum a utilizacdo desta técnica,
paralelamente com outros métodos mais simples, acessiveis e rapidos como o
convencional PCR utilizado para diagndstico de rotina de virus ( Bayliss et al., 2017;
Van Borm et al.,, 2014), PCR quantitativa que quantifica a carga viral em tecidos
infetados (Munang’andu et al., 2013; Munang’andu et al., 2014). ISH destaca-se pela
capacidade Unica de detetar as sequéncias de acidos nucleicos virais em células
infetadas sem alterar a morfologia celular. Assim, esta Ultima tem contribuido para
elucidar o tropismo celular e a localizagdo de acidos nucleicos virais em tecidos
diferentes (Mugimba et al., 2021). A aplicacdo combinada destas ferramentas de
diagnostico contribui para aumentar o conhecimento sobre a interagdo patégeno-
hospedeiro em infecfes virais de peixes. Mas ndo sO para a dete¢do de virus esta
técnica é utilizada. Hoje em dia, ISH € uma ferramenta também com potencialidades na
caracterizacao da dindmica de bactérias probiéticas potenciais e na eficacia no controlo
de bactérias patogénicas, podendo ser facilmente utilizada na monitorizagdo de

probidticos e detecdo de patdbgenos em sistemas de aquacultura (Hai, 2015).
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Hibridizacao in situ € ainda utilizada, no mapeamento do genoma, utilizando sequéncias

genéticas repetitivas (Garcia-Angulo et al., 2019).

Realizando uma breve pesquisa, pode-se constatar que a técnica de hibridizag¢ao in situ
aparenta estar a tornar-se bastante comum em investiga¢des aquicolas. Por exemplo,
na aquacultura de camardo no sudoeste da Asia, esta é uma técnica utilizada
recorrentemente na detecdo de virus e na localizagdo dos mesmos, combinada com

PCR (Tang et al., 2015).

Em relacdo a espécie O. vulgaris, existem diversos estudos recentes com a aplicacao
datécnica ISH, nomeadamente no mapeamento e expressao de neuropéptidos (Winters
et al., 2020), diferencas relativas na expressdo de ARNm em varios niveis dos bragos
em diferentes ventosas (Al-Soudy et al., 2021), a localizagdo do aumento da expressao
de synapsin nos ovarios e testiculos durante a maturagéo sexual em células com um
papel secretor conhecido (Maiole et al., 2019), detecdo do herpes virus de ostra, ISH de
ADN (OsHV-1) em tecidos de branquias de adultos de polvo comum (Prado-Alvarez et

al., 2021), entre outros.

No entanto, ndo se pode considerar a hibridizagdo in situ como uma técnica de uso
geral. Porém, aporta informagéo sobre a fisiologia das células e tecidos que nédo é

possivel obter com outra técnica.

1.8 Objetivos

Este trabalho é parte integrante do projeto “Acuicultura del pulpo hacia una produccién
exitosa mediante la interaccion de estudios nutrigenémicos y epigenéticos”, co-
financiado por MINECO-Proyecto de [+D+/ “Retos de la investigacion” 2018-2021, do
Governo de Espanha, com um foco geral na aquisicdo de uma melhor compreenséo dos
processos biolégicos que ocorrem nas primeiras etapas de desenvolvimento do O.

vulgaris sob diferentes condiges de cultivo.

O objetivo geral deste trabalho é incorporar ao estudo do cultivo larvar de polvo comum
a técnica de biologia molecular baseada em hibridizag&o in situ de ARN a partir dos
dados gerados com tecnologias 6micas (transcriptomica e proteémica) com a ideia de
complementar os resultados obtidos em RNA-seq. A sua finalidade é contribuir no
conhecimento sobre a presenca e localizacdo de genes transcritos sobre crioseccgdes

das paralarvas obtidas sob diferentes condi¢bes de cultivo, e ajudar a confirmar a



selecdo de genes biomarcadores de bem-estar relativos as condigcbes Otimas de

desenvolvimento. Os objetivos especificos deste trabalho incluem:

1. Andlise quantitativa da expressédo dos dois genes selecionados para o seu
estudo, como potenciais biomarcadores de bem-estar em paralarvas de polvo comum

cultivadas com diferentes dietas e diferentes estadios de desenvolvimento.

2. Realizacdo de sondas especificas de ARN a partir dos transcritos obtidos por

sequenciacdo massiva de ARN-seq.

3. Dominio do protocolo de Hibridizag&o in situ de ARN em paralarvas de polvo

comum (O. vulgaris).
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2 Material e métodos

2.1 Criacao de paralarvas e amostragem

As larvas de O. vulgaris foram obtidas a partir de reprodutores mantidos em cativeiro e
criadas no Centro Oceanogréfico de Vigo (IEO), seguindo o protocolo desenvolvido por
Moxica et al. (2002). As fémeas realizaram a postura dos ovos, e apds ocorrer o
desenvolvimento embrionario e eclosdo, as paralarvas foram transferidas para tanques
cilindricos pretos com um volume de 500L, a densidade inicial de 6 individuos/ litro com

agua do mar filtrada, a uma temperatura de 19-20 °C e 35 psu de salinidade.

O cultivo foi realizado seguindo um protocolo desenhado pelo proprio IEO e que se
encontra atualmente sob patente (ES2714930). As paralarvas cresceram cerca de 40
dias pos ecloséo, tempo estimado que abandonam a etapa plancténica e comecam a

etapa benténica do seu desenvolvimento.

Foram testados dois tratamentos dietéticos em paralarvas recém eclodidas. Dieta a
base de Artémia (A) consistia em Artemia metanauplii (Sep-Art EG, INVE Aquaculture,
Belgium), previamente crescidas durante 5-7 dias (tamanho médio de 1,5mm)
enriguecidas com Tetraselmis chuii e Tisochrysis lutea (50:50), sendo que nas ultimas
24h apenas Tisochrysis lutea. A concentragédo de Artémia fornecida as paralarvas foram
ajustadas de acordo com o consumo observado. A concentragdo de Artémia fornecida
por tanque de cultivo variou diariamente entre 0,14 e 2,25 ug peso seco/mL, o0 que
representa uma densidade diéria de 0,03-0,5 presas/mL. A dieta mista melhorada (M)
consistia em quatro presas vivas fornecidas ao tanque de cultivo na seguinte
concentracdo por dia: zoeae de caranguejo-aranha (Maja brachydactyla) a 0,20-0,99 ug
de peso seco/mL (0,002-0,01 presas/mL), zoeae de caranguejo veludo (Necora puber)
a 0,02-0,12 pg peso seco/mL (0,001-0,005 presas/mL), juvenis de gammarideos
anfipodes (Jassa sp.) a 0,08-0,17 pg peso seco/mL (0,0005-0,001 presas/mL) e Artémia
a 0,23-0,9 ug peso seco/mL (0,05-0,2 presas/mL).

As paralarvas alimentadas com dieta A foram cultivadas até 30 dph, ponto a partir do
qual a sobrevivéncia da cultura comecou a declinar, enquanto paralarvas alimentadas

com dieta M apresentaram comportamento pré-assentamento a 40 dph.

A amostragem das paralarvas foram realizadas pela equipa do IEO, implicada no projeto
de investigacdo OCTOMICS, e transferidas para o laborat6rio do grupo de Patobiologia

Molecular Marina, onde foram posteriormente realizados os estudos moleculares.



Foram recolhidas para amostragem um total de 6 paralarvas (3 para extracdo de ARN
e 3 para criocortes e processamento para ISH) por tratamento (dieta A e dieta M) e

etapa de desenvolvimento (0, 10, 20, 40 dph).

Antes de cada amostragem, os animais foram previamente anestesiados em agua do
mar fria (abaixo dos 2°C), enxaguados em &gua destilada fria e imediatamente
eutanasiados, ou seja, congelados em nitrogénio liquido. Todas as amostras destinadas
a extragdo de ARN, foram submersas em RNA later (QIAGEN) e posteriormente
armazenadas a -80°C. Relativamente a preservacdo de paralarvas para criocortes
(ISH), foram mantidas em PFA 4% (Sigma) durante 24 h a 4°C, de seguida submersas

em metanol 100% (Scharlau) e armazenadas a -20°C até uso.

Todas as amostragens com animais foram realizadas em conformidade com a lei
espanhola 53/2013 no ambito da diretiva da Unido Europeia sobre bem-estar animal
(Diretiva 2010/63/EU) para a protecao de animais destinados a fins cientificos, seguindo
as diretrizes para o cuidado e bem-estar de cefaldopodes propostas por Fiorito et al.
(2015), e aprovado pelo Comité de Etica da Autoridade Nacional Competente (niimero
do projeto: CEIBA2014-0108). Todas as pessoas implicadas no processo de
amostragem possuiam autorizacdo de manuseamento de animais para investigacao,
sendo que o autor deste trabalho apenas trabalhou com as amostras previamente

amostradas.

2.2 Extracdo de ARN e sintese de ADNc
2.2.1 Extracao de ARN

O ARN total de cada uma das paralarvas armazenadas a -80°C foi extraido usando
Trizol (Thermo Fisher Scientific®, Waltman, MA, USA) seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Extraiu-se o ARN de 3 réplicas de paralarvas completas por tratamento.
Estas foram separadas em diferentes tubos eppendorf RNAse free com 500 pL de Trizol
e posteriormente trituradas, com o auxilio de um potter, de forma a ficarem
completamente homogeneizadas com o Trizol. Estiveram em repouso 5 minutos a

temperatura ambiente.

O protocolo de extracdo divide-se na fragmentacdo e homogeneizacéo dos tecidos das
amostras e posterior purificacdo. A fragmentacdo e homogeneizacdo obteve-se com o

auxilio de um potter, precedente da alteracdo do meio onde se encontrava, RNA later,
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para 500 pl Trizol (Invitrogen). Para a extracdo do ARN, passou-se a amostra por uma
coluna de gel juntamente com 200 pl de cloroformo (Sigma-Aldrich), posteriormente
centrifugou-se, obtendo-se assim uma fase aquosa sendo esta a nossa amostra de
interesse. ApOs a recolha da parte aquosa prosseguiu-se entdo para a parte da
purificacdo do nosso ADN seguindo os protocolos e o kit Direct-Zol RNA MiniPrep
(ZYMO), parte fulcral para nos garantir uma melhor pureza no final. Este kit, baseia-se
num conjunto de diferentes lavagens utilizando etanol, RNA preWash Buffer e RNA
Wash Buffer com o intuito em tornar a nossa extracdo de ARN o mais pura possivel,
eliminado assim todas as contaminagfes que possam ter ocorrido no inicio do processo.

O ARN extraido de cada paralarva foi ressuspendido em 35pl de 4gua RNAase free.

Uma vez realizada a extracdo de ARN, quantificou-se a concentragdo e pureza das
amostras através de um espectrofotdmetro Thermo Scientific™ NanoDrop™
2000/2000c. A leitura da concentracdo foi facultada em ng/ul, relativamente a pureza
esta foi avaliada seguindo o ratio 260/280 nm e 260/230 nm respetivamente. O ratio que
se encontravam em torno de 1.8 e 2.2, foram considerados indicativos de pureza

adequada.

As amostras de ARN total, foram armazenadas a -80°C até posterior utilizacéo.

2.2.2 Sintese de ADNc

As amostras de ARN foram utilizadas para levar a cabo a retrotranscripgéo e sintese de
ADNc mediante o kit Maxima First Strand ADNc Synthesis para qPCR (Thermo
Scientific), que inclui a enzima Maxima Reverse Transcriptase, a chave para este

processo.

A reacdo de sintese de ADNc realizou-se com 100ng de ARN de cada amostra,
seguindo o tratamento com ADNasas (Quiagen) para eliminar todo o material genético
ADN que posso ter restado. Por fim, esta mistura de reagéo foi incubada com um ciclo

de variadas temperaturas num termociclador (fig.5), BIO-RAD T100 Thermal Cycler.
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Figura 5- Imagem ilustrativa das temperaturas utilizadas no termociclador para amostras de ADNc e
imagem do Termociclador utilizado BIO-RAD T100 Thermal Cycler. llustragdo e fotografia do préprio
autor.

Todas as amostras de ADNc foram conservadas a -20°C até uma futura utilizacéo.

2.3 Bioinformaéatica- analise

2.3.1 Selecao de transcritos e andlise de sequéncias

Para a identificacdo das sequéncias de genes de interesse, partiu-se dos dados obtidos
em 9 bibliotecas de sequenciacdo massiva ARN-seq “de novo”, cada uma com 5
réplicas bioloégicas de paralarvas de polvo, em diferentes condi¢cdes de cultivo,
realizadas pelo grupo de Patobiologia Molecular Marinha Prado-Alvarez et al.
(submitted). A sequenciacdo de ARN destas amostras foi realizada mediante a
plataforma lllumina Novaseq paired end (2x 150 bp) com 5 réplicas bioldgicas individuais
por biblioteca e por condi¢ao de cultivo.

As amostras sequenciadas individualmente correspondem a paralarvas de diferentes
estadios de desenvolvimento e alimentadas com diferentes dietas, e incluem: 1
biblioteca de um pool de embrides de diferentes estadios (BEM); 4 bibliotecas
correspondentes a paralarvas alimentadas com dieta M a diferentes estadios de
desenvolvimento 0 dph (OPM_0), 10 dph (OPM_10), 20 dph (OPM_20) e 40 dph
(OPM_40); 2 bibliotecas correspondentes a paralarvas alimentadas com a dieta A 20
dph (OPA_20) e dieta M 20 dph (OPM_20).
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Com a informacéao adquirida através da sequenciacao foram identificados os ARNm dos
genes que se estavam a expressar em cada individuo nho momento da amostragem.
Condensando toda a informacao do transcriptoma geral “de novo” filtrado, geraram-se
cerca de 4270.000 transcritos. As sequéncias dos genes que foram construidas
seguindo procedimentos bioinformaticos, e selecionando um conjunto de similitude de
E-value de 1x10°, permitiram identificar um nimero total de 192.189 transcritos com
similitude semelhante aos que se encontram na base de dados mundial NCBI, BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) e anotados em pelo menos uma das base de

dados das 7 selecionadas( Nt, Nr, GO, Pfam, SiwissProt, KOG e KO). Esta informacédo

anotada constituiu o pilar a partir do qual se desenvolveu este trabalho.

2.3.2 Caracterizacdo dos genes de interesse

Selecionaram-se para o estudo ISH e gPCR os transcritos anotados que apresentaram
um maior fold change na expresséo diferencial da andalise de bioinformatica, proveniente
de RNA-seq. Em suma, apenas nos interessa 0s genes que se identificaram nos RNA-
seqs como diferencialmente expressados nas diferentes fases de desenvolvimento
(OPM 0, OPM 10, OPM 20 e OPM 40), assim com os diferenciais com respeito a dieta
administrada (OPA 20 e OPM 20).

De entre as sequéncias selecionadas, elegeu-se para este estudo uma sequéncia
representativa de desenvolvimento (Chitin Binding protein) e outra representativa do

efeito da dieta (Lysozyme).

Para a identificagdo e caracterizagdo dos genes de interesse, e a partir dos transcritos
identificados, selecionados e anotados no estudo bioinformético, primeiramente tratou-
se de identificar os dominios conservados de cada gene recorrendo a plataforma BLAST
e identificando similitudes com genes previamente identificados e anotados. Ainda
assim, realizou-se o estudo dessas mesmas sequéncias de interesse, a partir da
traducdo das sequéncias nucleotidicas mediante a ferramente ExXPASy translate

(https://web.expasy.org/translate/).

Os multiplos alinhamentos das sequéncias completas dos genes foram alinhados com
sequéncias de similaridade idéntica, embora de espécies diferentes, obtidas na base de
dados NCBI mediante a ferramenta Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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2.4 Desenvolvimento de primers para qPCR e para a criagao de
sondas para Hibridizacao in situ (ISH).

Todos os primers foram desenhados dentro ou na area dos dominios conservados
especificos de cada sequéncia para termos certezas de que apenas iriamos amplificar

0 gene desejado.

No caso do gene Chitin Binding protein no dominio Chitin Binding 2, e no caso da
Lysozyme Pfam Destabilase. Os primers foram desenhados no software Primer3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi). Os dominios foram obtidos

através da plataforma universal SMART http://smart.embl-heidelberg.de/.

Para desenho de primers para gPCR, teve-se em aten¢do determinadas caracteristicas
(tab.3), assim como a Temperatura de melting (Tm) que deve ser similar entre primers
e ndo diferir mais de um grau, o numero de nucle6tidos iguais repetidos (néo ultrapassar
os 3), os nucledtidos localizados nos extremos 3’ de modo a evitar loopings e dimeros
de primers e o tamanho de amplificacdo do mesmo, idealmente recomendado estar
compreendido entre 100 e 150 pares de base (bp), quando aplicavel. Para a analise da
gPCR utiliza-se como gene normalizador o gene de referéncia Ubiquitin (tab.3),
previamente identificado em amostras de O. vulgaris como gene com niveis de
expressao estaveis e sem variacdes em diferentes condi¢cdes experimentais (Garcia-
Fernandez et al., 2016).
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Tabela 3- Sequéncia dos primers desenhados Chitin Binding protein, Lysozyme e Ubiquitin,
Forward e Reverse, Tamanho, Tm, GC% e Amplifica¢@o da sequéncia para qPCR. Chitin Binding
protein, Lysozyme- criacéo do autor, Ubiquitin- adaptado de Garcia-Fernandez et al., (2016).

Gene Sequéncia do primer Tamanho Tm GC% Amplificacao
da
sequéncia
Chitin Forward 21 pb 60 47.6 118 pb
Binding 5 GTATTGGGCTACACAGATGAG 3
Protein Reverse 21 pb 60 42.9
5" ATCTACCCAGAACACAAATGGY
Lysozyme Forward 23 pb 58.96 50.00 118 pb
5'CCTTGAATGTATGTGTCAGGTAG3’
Reverse 18 pb 59.26 52.38
5 AAATAGTCGCCCGCATTC 3
Ubiquitin Forward 23 pb - - 100 pb
5’AGAAGGTTAAGTTGGCGGTTTTG3
Reverse 20 pb - -

5'CCAGCTCCACATTCCTCGTT 3’

Quando se desenha primers para a amplificagdo por PCR convencional da sequéncia

de ADNCc que servira de base de amplificacdo de um fragmento do gene em estudo para

a criacao da sonda de ARN (tab.4), ndo é necessario seguir tantos requisitos como para

gPCR, mas o fragmento amplificado para a criagdo da sonda deve estar compreendido

entre 300 e 600 bp quando aplicavel.

Para todos os primers de hibridizacdo in situ primeiramente foi realizada uma PCR

convencional, incubada a diferentes temperaturas figura 6, com gel de eletroforese de

modo a ter a certeza que o primer amplificava corretamente e com o devido tamanho as

amostras que pretendemos.

72°C
130"

35 ciclos

72°C
10

Figura 6- Imagem ilustrativa das temperaturas de incubag&o utilizadas no termociclador para PCR e imagem
do Termociclador utilizado BIO-RAD T100 Thermal Cycler. llustragdo e fotografia do préprio autor.



A sequéncia do primer Forward e primer Reverse utilizadas para a criacdo de sonda de
ARN para Chitin Binding Protein e Lysozyme, estédo representadas na tabela 4, bem

COMO as suas caracteristicas.

Tabela 4-Sequéncia dos primers desenhados Chitin Binding protein e Lysozyme, Forward e
Reverse, Tamanho, Tm, GC% e Amplificacdo da sequéncia para sonda de ARN. Criacdo do

autor.
Gene Sequéncia do primer Tamanho Tm GC% Amplificacao
da
sequéncia
Chitin Forward 23 pb 62 47.8 414 pb
Binding 5 GTATTGGGCTACACAGATGAGAGY
Protein Reverse 23 pb 62 43.5
5GATTTCGCAGTCAGATTCCTTTG 3’
Lysozyme Forward 23 pb 58.65 43.48 468 pb
5GTTGAAACAACTAACTGTGCTGG3’

Reverse 23 pb 59.00 43.48
5CACTGGGATTTGAGACATTTCGAY

2.5 Analise da expressao de genes

2.5.1 PCR quantitativa a tempo real (QPCR)

Com o objetivo de quantificar a expressao génica e validar os resultados obtidos em
RNA-seq, realizaram-se PCR quantitativas a tempo real (QPCR) do gene a estudar neste

trabalho, com as amostras de ADNc obtidas pelo meio de retrotranscripgdo.

A amplificacdo das amostras por gPCR sucedeu-se recorrendo ao egquipamento
QuantStudio 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems) (fig.7).

O nosso produto de reacdo possuiu um volume total de 12,5pl/poco. Cada pogo continha
6,25 pl de SYBR Green PCR master mix (ThermoFisher Scientific), 1,25 pl de primer
Forward e 1,25 pl de primer Reverse a uma concentracdo de 3uM, 2,75 ul de dgua milli-
Q e 1pl de ADNc diluidos a 1:10.
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O programa utilizado no equipamento QuantStudio 3 Real Time PCR System (Applied
Biosystems), consistiu em utilizar uma temperatura de 95°C durante 15 min, seguido de
40 ciclos de amplificagcéo a 94°C, 15 seg, 60°C, 30 seg e 72°C, 30 seg (fig.7).

Antes de analisar a expressdo de cada um dos genes em estudo, realizou-se uma
analise da eficiéncia dos primers desenhados. A eficiéncia dos primers foi determinada
com base no declive das curvas padrao geradas usando 7 diluiches seriadas, realizadas
a partir de uma diluicdo 1:5 da amostra de ADNc, seguindo o protocolo (Pfaffl, 2001),

calculado da seguinte forma:
E=10 (-1/slope) -1

Considerou-se primers eficientes, 0os que apresentavam pendentes de expressdo

segundo as diluicdes seriadas de entre -2 e -4.

Todas as placas de gPCR apresentavam 3 réplicas biolégicas e 3 réplicas técnicas,
respetivamente. A expressédo dos genes selecionados normalizou-se utilizando um gene

de referéncia, no caso a Ubiquitina (Garcia-Fernandez et al., 2016).

O valor da expressdo génica obteve-se analisando o método ACT (Pfaffl, 2001),
assumindo que CT é o numero de ciclos realizados para que o nivel de fluorescéncia

transmitida € maior, indicando a amplificacédo do gene (fig.8).

| 40 ciclos 1

Figura 7-Imagem ilustrativa das temperaturas de incubagéo utilizadas no QuantStudio 3 para g-
PCR e imagem do QuantStudio 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems). llustracédo e
fotografia do préprio autor.



A expressao dos genes selecionados foi normalizada utilizando a Ubiquitin como gene
de referéncia (Garcia-Fernandez et al., 2016) e analisada segundo o método Pfaffl

(Pfaffl, 2001). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

Em relacé@o a Chitin Binding protein, ndo foi estandarizada em relacdo a outra condi¢do
nem controlos, mas sim, em relacdo ao seu gene de referéncia Ubiquitin. As unidades
de expresséao do gene foram calculadas dividindo os valores de expresséao do gene cada
condicdo entre o gene de referéncia (OPM O0/Ubiquitin, OPM 10/Ubiquitin, OPM
20/Ubiquitin e OPM 40/Ubiquitin).

Relativamente a Lysozyme, foi realizado um teste-t de Student, usado para comparar
dados numeéricos. As unidades de expressdo do gene foram calculadas dividindo os

valores de expressdo normalizados entre as condigbes (POM_20 / POA_20).
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Figura 8-Exemplo de gPCR com SYBR Green com andlise de
genes alvos e genes de referéncia.

2.6 Criacao de sondas de ARN para Hibridizacéo in situ

2.6.1 Ligacdo em p-GEM T-Easy

Uma vez identificado o gene de interesse, a partir das sequéncias obtidas no RNA-seq
desenvolvidos previamente, e depois de se ter confirmado e caracterizado a sua
sequéncia, o primeiro passo para a obtencao de uma sonda de ARN, é a clonagem num
vetor de clonagem de um fragmento representativo da sua sequéncia de ADNCc,
previamente amplificada por PCR convencional. Neste trabalho utilizou-se o vetor de
clonagem pGEM®-T Easy Vector (Promega) (tab.5). Realizada a reacédo (tab.5)

incubou-se overnight a 4°C.
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Tabela 5- Valores a utilizar de cada reagente para a realizacdo da ligacao ao vetor pGEM T-
Easy.

Componentes da Reacéao Reacdao stardand
2X Rapid Ligation Buffer 5ul
pGEM®-T Easy Vector (50ng) ul
Produto de PCR 1-3ul
T4 DNA Ligase (3 Weiss units/pl) 1pl
Perfazer com agua até um volume 10ul
final

No entanto, antes da realizacdo da ligacdo ao vetor, verificou-se através de um gel de
eletroforese (gel de agarose 1%) se os primers desenhados especificamente para o
gene em questdo estavam a amplificar corretamente e apresentavam uma banda com
o tamanho esperado, segundo PCR convencional. Reservou-se até 3 ul do produto de
PCR para posterior ligacdo ao pGEM®-T Easy Vector.

2.6.2 Transformacdao daligacdo em bactérias competentes JM109

Com a finalidade de obter uma quantidade consideravel de vetor de clonagem com o
fragmento do gene de interesse, estes transformaram-se em bactérias quimicamente

competentes. Utilizaram-se bactérias competentes Escherichia coli IM109 Promega.

Transferiu-se 50 pl de bactéria com enorme delicadeza para gelo. Para cada aliquota
de 50 pl de bactéria adicionou-se 2 ul da ligacdo anteriormente preparada, misturando
suavemente e incubando em gelo durante 30min. Este Ultimo passo é necessario para
gue o fragmento do nosso gene de interesse penetre nas bactérias através da parede

porosa das mesmas.

Foi realizado um choque térmico de 42°C durante precisamente 45 segundos, voltando-
se a colocar em gelo, imprescindivel para que as paredes das bactérias se fechem.
Adicionou-se 150 pl de meio de cultivo SOC Broth (Super Optimal Culture Broth) Sigma-
Aldrich, que se encontrava a 37 °C, e deixou-se a incubar durante 2-3 horas a 37 °C
com agitacdo. 150 pl e 50 pl da bactéria transformada foram semeadas em placas de

cultivo com LB+Ampicilina+XGAL+IPTG (tab.6) e incubadas overnigth a 37 °C.

Tabela 6-Protocolo da realizacéo das placas com meio de cultivo LB+AMP+XGAL+IPTG.

Meio de cultivo para placas LB+AMP+XGAL+IPTG




500 ml H20 Autoclavar- 121°C 15min
17,59 LB &gar

500 pl X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indoxil- (40mg/ml)
B-D-galactopiranosideo)

50 pl IPTG (isopropil B-d-1- (238mg/ml)
tiogalactopirandsido)

2,5 ml Ampicilina (10mg/ml)

No dia seguinte, as placas continham col6nias brancas e col6nias azuis, selecionadas
por resisténcia a ampicilina, uma vez que ambos tipos de colénias de bactérias

transportam o plasmido.

As colbnias azuis correspondem as células transformadas com o vetor que levam o gene
da B-galactosidasa funcional e produz por inducdo com IPTG a enzima capaz de
hidrolisar o X-GAL e gerar a cor azul. Relativamente as colonias brancas, correspondem
as células transformadas com o vetor que levam o gene da [B-galactosidasa nédo
funcional por inser¢do de um fragmento de ADN dentro do mesmo. Além disso, o vetor
pGEM®-T Easy Vector contém o gene de resisténcia a Ampicilina, assegurando que
todas as bactérias que crescem brancas correspondem a transformacéo, e ndo outras
sequéncias aleatorias por possivel contaminagdo uma vez que ndo seriam resistentes
a ampicilina.

Uma vez que apenas nos interessam as coldnias brancas, foi realizada uma repicacao
dessas bactérias numa nova placa de meio LB+Ampicilina+XGAL+IPTG e realizada
uma PCR convencional do ADN das bactérias repicadas (colony PCR). Numa PCR
convencional utilizaram-se os primers especificos do gene, e noutra PCR convencional
do ADN das bactérias repicadas usaram-se os primers especificos de reconhecimento
da sequéncia do vetor, T7 e SP6 (Thermo Scientific), localizados no vetor em ambas as

direcdes no lugar da insercdo do fragmento insertado.

2.6.3 Sequenciamento de amostras

O processo de confirmacdo da sequéncia clonada, € sempre uma etapa crucial. Para
isso € necessario mandar sequenciar o produto de PCR da sequéncia que desejamos

analisar, e a empresa escolhida para essa analise foi STABVIDA.

Seguindo o protocolo sugerido por STABVIDA, procedeu-se a limpeza, preparacao e

posterior envio. Para a limpeza utilizou-se 10 pl do produto de PCR a analisar, com 4 pl
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da enzima Exosap, que elimina primers e nucleétidos no produto de PCR. Recorreu-se
a um termociclador para incubar 15min a 37°C e 15min a 80°C.Agora com 14 ul de
produto limpo, sdo separados 7 gl em tubos eppendorf com 3 pl de agua miliQ cada um,
mais 3 pl de primer Forward e em outro 3 ul de primer Reverse. Enviamos a amostra a
sequenciar e confirmamos a sequéncia seguindo a leitura nucleotidica dos
eletroferogramas resultantes da sequenciacdo. As sequéncias obtidas confirmaram-se

por similitude com as sequéncias depositadas nas bases de dados de BLAST.

2.6.4 Extracdo de ADN — MIDIPREP

Selecionadas as col6nias brancas com o fragmento do gene em estudo correto,
confirmado por sequenciacgao, e cultivadas numa nova placa
LB+Ampicilina+XGAL+IPTG (tab.6), para a sua confirmacéo, estas sdo recolhidas com
a ponta de uma pipeta e crescidas em 50 ml de meio LB Broth + Ampicilina a 37°C

durante 12-16 horas com agitagéo.

Para a extracdo e purificagdo do ADN, seguiu-se o kit e o protocolo MIDIPREP
QUIAGEN. O protocolo foi modificado e otimizado perante os resultados obtidos nas

diferentes tentativas, com o objetivo de adquirir a maior quantidade de ADNc possivel.

Esta extracdo baseou-se numa primeira extracdo de pellet obtida através de uma
centrifugacao a 6.000 g durante 15min a 4°C. Conseguido esse pellet, re-suspendeu-se
com buffer P1 mediante vortex, e iniciou-se um processo de lise celular com buffer P2
que incubou a temperatura ambiente durante 5 min. Para parar a lise celular utilizou-se
o buffer P3 que se encontrava a 4°C. Voltou-se a centrifugar, desta vez a 20.000g
durante 30min a 4°C.

Da-se inicio agora a extracao e purificagdo do ADN. Assim, com as colunas do kit
MIDIPREP filtramos o sobrenadante resultante da ultima centrifugacdo, com diversas
lavagens. Ficamos com o ADN penetrado na coluna do kit, passamos entdo 5mL de
buffer QF que se encontrava a 65°C para o desagregar. Ficamos entdo com o ADN nos
5mL de buffer QF. Para conseguir separar optamos por precipitar o ADN com
isopropanol e incubar durante 10min a -20°C e centrifugar a 15.000g durante 30min a
4°C. Eliminamos o sobrenadante, uma vez que o0 que agora nos interessa € o pellet que
contem ADN. Dissolveu-se este ultimo com buffer PE e voltou-se a precipitar com 50 pl

de buffer de acetato de sédio 3M pH5,5 e 500 ul de isopropanol. Incubou-se durante



10min a -20°C e centrifugou-se a 15.000g durante 10min a 4°C. Eliminamos o
sobrenadante e finalmente, lavamos o nosso pellet com 2 mL de Etanol 70% frio e

procedemos a ultima centrifugagédo de 15.000g durante 10min a 4°C.

O pellet originado na centrifugacdo € o ADN extraido e purificado. Retiramos o
sobrenandante e deixamos secar a temperatura ambiente. Re-suspendemos em 50 pl

de buffer EB ou entdo opcionalmente em agua miliQ.

2.6.5 Confirmacéao da direcédo insercdo do nosso clone

2.6.5.1 Digestao do clone selecionado

Neste momento o nosso clone € circular, necessitamos dele linearizado (fig.9-A). Para
iSsO € necessario cortar com enzimas de restricdo (PROMEGA, 2010) os extremos da
sequéncia do vetor. O vetor pPGEM-T Easy, tem identificados locais de restrigéo (fig.9-A
e B) onde determinadas enzimas podem atuar. Devemos selecionar os locais de
restricdo e as enzimas a utilizar, com especial atencdo para que apenas tenham um
anico local de corte ou restricdo no lugar apropriado para que permita assim a

linearizag&o do fragmento.
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Figura 9- A.) Mapa esquematico do vector pPGEM-T Easy e referéncia as enzimas. B.) Representacao do promotor e da
multipla sequéncia de clone no vetor pGEM-T Easy..Adaptado de (PROMEGA, 2010).

Deve estudar-se a direcdo na que o fragmento se encontra inserido relativamente a

sequéncia do clone, para se afirmar a dire¢cdo do corte em sense ou anti-sense. Para
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cortar na diregcao 5°-3’ recorremos a enzima Sal |, para cortar na diregcao 3’-5’ utilizamos
a enzima Nco | (tab.7). O protocolo pertence a pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector
Systems, Promega.

Tabela 7-Quantidade de reagentes a utilizar na ligagdo pGEM-T Easy.

ADN Gendémico

Agua 30 pl
Buffer fast digestion 5ul
ADN 10 pl (até 5 pg)

Enzima (Sal | ou Nco 1) 5ul

No final deste passo, é feito um gel de eletroforeses para nos certificarmos que o vetor
foi cortado pela enzima de restricdo.

2.6.5.2 Purificacao do linearizado

Utiliza-se o kit Qiagen QiAquik Gel extration kit. Esta € uma etapa focada na purificacao
do nosso linearizado, para que quando se proceda a sintese da sonda o linearizado
esteja 0 mais puro possivel e livre de contaminagdes que possam ter ocorrido nos

processos anteriores.

Assim, submetemos o linearizado, amostra digerida pelas enzimas de restricdo, a
diversas lavagens. Inicialmente adicionou-se 900 ul de buffer QG e 300 ul de
isopropanol a amostra linearizada. Filtrou-se este preparado nas colunas pertencentes
ao kit e centrifugou-se 1 min a 13.000 rpm. Como 0 conteldo que nos interessa
permaneceu nos filtros da coluna, realizamos mais uma lavagem, desta vez com 750 pl
de wash buffer PE e voltamos a centrifugar 1 min a 13.000 rpm. Purificada assim a
nossa amostra, colocou-se 30 pl de buffer EB na coluna e centrifugou-se, deste modo

extraimos e diluimos a nossa amostra purificada.

Medimos a sua concentracdo no nanodrop e congelamos a -20°C até a sua préxima

utilizacéo.

2.6.6 Sintese da sonda de ARN



Para a sintese da sonda, € necesséario sintetizar uma sonda de ARN sense gque
hibridizard com lugar de expresséo desse gene no tecido, e outra anti-sense (tab.8),

esta ultima vai servir de controlo negativo na hora da hibridizacao.

Recorreu-se ao kit DIG RNA Labelling kit (SP6-T7), Roche. Seguiu-se o protocolo
indicado pelo mesmo. Este protocolo apenas requer a juncdo de todos os reagentes

indicados na tabela 8.

Tabela 8-Reagentes e quantidades a utilizar na sintese da sonda de ARN.

Quantidade

1 pg de linearizado de ADN 8 ul (4-8 pl. Deve haver no maximo 1ug
de concentracdao de ADN)

Agua RNAsa free 5 ul (perfazer com a quantidade utilizada
de linearizado de ADN)

Dig- Labelling 2 ul

10x transcript buffer 2 ul

Protector RNAsa inhibitor 1l

RNA polymerase SP6 ou T7 2 ul

Total 15 pl

2.6.7 Purificacdo da sonda

Para eliminar o excesso de Dye Deoxy recorre-se as colunas de CENTRI-SEP COLUMS
(Princeton Separations). Comegamos por uma primeira hidratagdo das colunas com
agua RNAse free, para depois se prosseguir para a filtracdo da nossa amostra. Esta
purificacdo é baseada num conjunto de lavagens e precipitados com Acetato de sédio
e etanol 100% a -20°C. Todas as centrifugacdes sdo realizadas a 4°C, na ultima
centrifugagéo vamos obter um pellet que vai ser a nossa sonda de ARN. Deixamos o
pellet a secar a temperatura ambiente e de seguida ressuspendemos em 35 pul de agua
RNAse free.

De forma a confirmarmos o nosso resultado, medimos a quantidade e qualidade do ARN
no nanodrop e fazemos um gel eletroforese para nos certificarmos que apresenta uma

boa qualidade e o tamanho desejado em pb.

2.7 Hibridizacéo in situ
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O processo de hibridizacdo envolveu uma média de 4 dias. O protocolo foi cedido pelo
professor doutor Manuel Megias, Faculdade de Ciéncias da Universidade de Vigo
(fig.11). Esta é uma técnica baseada na marcacdo de nucledtidos com o auxilio de
digoxigenina, um hapteno, uma molécula de pequenas dimensdes com alta
antigenicidade, utilizada numa vasta gama de aplicacdes na area da biologia molecular.
Trata-se de um marcador comum, utilizado em imunohistoquimica para a hibridizacdo
in situ. Neste caso, apenas se conjuga com uma Unica espécie de ARN de nucledtidos
trifosfato (uridina), uma “ribosonda”. No entanto, para a haver marcagé&o de nucleotidos,
€ necessario anteriormente um anticorpo. Anti-digoxigenina, anticorpo com alta
afinidade e especificidade, vai permitir a visualizacdo e detecdo do nosso marcador

digoxigenina.

As amostras encontravam-se a -80°C submersas em metanol. No dia anterior a
realizacdo dos cortes da amostra em criostato, € necessario através de diferentes
concentracdes eliminar todos os restos de metanol, de modo que quando se véo fazer
0s criocortes, esta esteja submersa em PBS com 30% de sacarose & pelo menos 12
horas. Para isso prepararam-se 5 eppendorfs com 5 concentragfes diferentes por

amostra.
1-90% metanol, 10% PBS
2-70% metanol 30% PBS
3- 60% metanol 40% PBS
4-40% metanol 60% PBS
5-20% metanol 80% PBS

Em cada etapa de concentracdo a amostra incubou 5 min em gelo. Terminada a etapa
5, colocou-se a amostra em PBS (Canvax) com 30% de sacarose (30,3g em 100mL

PBS). Ficou toda a noite a incubar a 4°C.

No dia seguinte, procedeu-se aos cortes em criostato (fig.10) Leica CM 150S, das
amostras que se apresentavam submersas em PBS com 30% de sacarose. As amostras
foram transferidas para um molde com o liquido solivel em &gua de glicois e resinas,
O.C.T. Compound (Tissue-Tek®) para serem congeladas no crioestato e cortadas com
uma espessura de 20 micras. As amostras foram coletadas em laminas de aderéncia

Superfrost Plus, Thermo Scientific.



Figura 10-Crioestato, Leica CM 150S, utilizado para a realizacdo dos criocortes para Hibridizagdo in situ.
Fotografias do autor.

Ap6s os cortes iniciamos a hibridizacdo, mas para isso é necessario deixar secar
durante 1h a 4°C. Opcionalmente, quando desejamos iniciar a hibridizagdo mais tarde,

podemos armazenar as nossas laminas a -20°C até ao seu uso.

Comecgamos por realizar 3 lavagens em PBT (PBS com 0.1% de Tween20 a 20%) de
10 min cada uma. De seguida uma Unica lavagem em paraformaldehido a 4% de 30
min. Realizamos mais 3 lavagens em PBT de 10 min cada uma. Através da jungéo de
trietanolamina e acido acético, fazemos uma lavagem de 1 hora. Para retirar todo o

acido acético voltamos a lavar 3 vezes com PBT, 10 min cada uma.

Para finalizar o 1° dia de hibridizacdo procedemos a Pré- hibridizacdo (1ml- Solucao
Salina 10x 0,1 ml; Formamide 0,5 ml; Dextran Sulfato 0,2 ml; Denhart50 20 pl; tRNA 50
ul e 0,2 ml Agua estéril) durante 2 horas, apds essas duas horas adicionamos a nossa
sonda de ARN a solucéo de Pré-hibridizacéo e deixamos overnigth a 60°C (fig.11). Nota:
Para que apenas hibridize a nossa sonda, é realmente muito importante que todo os

equipamentos e reagentes estejam devidamente esterilizados e livres de ARNases.

No dia seguinte, colocamos a solugao de lavagem a 60°C durante 30 min. De seguida,
com essa solucgéo realizaram-se 3 lavagens de 15 min cada uma. Posteriormente, com
solugdo MABT (&cido maleico; NaCl; Tween20 20%; NaOH) Fazemos 2 lavagens de 30
min cada, de maneira a remover todos os residuos que possam ter restado do dia
anterior. Posto isto, partimos para a solucao de bloqueio (1 ml- MABT 0,6 ml; Agente
blogueante 0,2 ml; Soro fetal 0,2 ml) durante uma hora, seguidamente adicionamos o
nosso marcador anticorpo anti-digoxigenina (1 ul anticorpo para 1 ml de solucdo de

bloqueio) a soluc&o de bloqueio e deixamos a incubar overnigth.a solu¢éo de bloqueio
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leva o marcador anticorpo anti-digoxigenina, que € conjugado com fosfatase alcalina
(fig.11).

No ultimo e ja 3° dia do protocolo de hibridizacdo, comeg¢amos por lavar as nossas
laminas 4 vezes por 20 min com MABT. Como estamos a trabalhar com cortes de 20
micras, absolutamente pequenos, vamos apenas colocar 2 vezes o tampéo de Tensdo
(4ml- Tris 1M pH9.5 400 pl; NaCl 5M 80 pl; MgCl2 1M 200 pl; Tween20 20% 20 ul;
Levamisole 1,92 pl) durante 10 min. Para rematar o nosso protocolo, realizamos a
revelagdo das nossas amostras com o tampéo de revelado (fig.11). O tampé&o de
Revelacao é igual ao tampé&o de Tensao, mas adicionado 20 pl/ml NBT/BCIP (Thermo
Scientific). A base de resolu¢éo de NBT/BCIP, digoxigenina, é ligar-se ao anticorpo, anti-
digoxigenina previamente conjugado com fosfatase alcalina. Assim, NBT/BCIP vai
produzir um produto precipitado em cor azullvioleta na presenca da atividade da

fosfatase alcalina e proteinas marcadas com fosfatase alcalina.

Agora com as amostras a incubar com o marcador NBT/BCIP, ao longo do tempo vamos
verificando ao microscopio 6tico se aparece marcada a localizagao que desejamos. Nao
devemos deixar mais de um dia a incubar. Quando realmente verificamos a marcacao,
€ hora de parar a reacdo do nosso marcador. Para isso procedemos a 3 sucessivas
lavagens com MABT ou Tris ou PBT ou PBS, é opcional. Desidratamos as nossas
amostras e montamos. Para isso passamos as nossas laminas por alcool diluido e
xileno, para por fim podermos colocar o Permount (Fisher Chemical) e a lamela por

cima.
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Figura 11-Imagem ilustrativa do protocolo de Hibridizac&o in situ.
Adaptado de Manuel Megias.



3 Resultados

3.1 Extracao de ARN total

Os resultados da extracdo de ARN total das amostras selecionadas correspondentes a
paralarvas crescidas com as duas dietas em estudo e amostradas a diferentes dias pos
eclosdo, encontram-se representados na tabela 9.

Tabela 9- Valores relativos a extracao total de ARN em paralarvas Octopus vulgaris a 0 dias; 10

dias (dieta A e M); 20 dias (dieta A e M) e 40 dias (dieta M). Concentracéo de 4cidos nucleicos
ng/ul e ratio A260/280 nm e A 260/230 nm.

Dias Dieta Concentragdo A260/280 nm A260/230 nm
ng/ul
0 dias - 156,80 2,05 2,04
107,60 2,01 2,05
142,50 2,03 1,96
153,70 2,00 2,05
133,00 2,01 2,02
159,80 2,00 2,00
10 dias Dieta A 467,30 2,03 2,04
336,00 2,03 2,02
287,50 2,01 2,06
447,40 2,04 2,02
444,10 2,03 2,02
374,70 2,01 2,05
Dieta M 462,00 2,03 2,17
514,40 2,02 1,81
405,30 2,03 2,23
428,00 2.00 2,02
474,30 2,05 2,11
456,00 2,03 2,02
20 dias Dieta A 245,90 2,04 2,13
356,20 2,04 2,14
194,20 2,02 2,08
405,20 1,99 2.02
398,00 2,16 1,99
457,90 2,22 1,98
Dieta M 691,80 2,02 2,05
515,50 2,01 2,09
874,90 2,04 2,12
688,90 2,15 2,05
792,10 2,00 2,01
839,80 2,05 2,00
40 dias
Dieta M 1067,60 2,13 2,01
644,80 2,03 2,00
740,60 2,04 2,23
1113,10 2,03 2,00
1022,90 2,11 2,01
1118,20 2,02 2,02

Podemos observar que as concentragdes de &cidos nucleicos da extracdo total
de ARN (tab.9), apresentam uma constante crescente segundo o aumento do tempo de

vida. Além desse aumento, a partir dos 10 dias e quando a concentracdo é separada
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por Dieta A e Dieta M, é possivel verificar um aumento da concentracdo de ARN total

nas paralarvas alimentadas com a dieta M.

Relativamente ao ratio das absorvancias 260/280 nm e 260/230 nm, estas apresentam-
se (tab.9) dentro das espectativas de pureza uma vez que os valores se aproximam do
namero 2 em ambas, indicando que ndo houve qualquer tipo de contaminacao,

presenca de proteinas ou fenéis ou residuos de Trizol.

3.2 Caracterizagcao dos genes de interesse

Os genes de interesse foram selecionados a partir dos resultados de expressdo
diferencial obtidos nos RNA-seq, previamente desenvolvidos e focalizados nos genes
candidatos a biomarcadores como o efeito da dieta analisada em paralarvas de 20 dph,
genes de desenvolvimento das paralarvas, concretamente em 20 dph face a 0 dph.
Entre eles selecionou-se o gene da Chitin Binding protein (cluster -58773,147129 com
um p-value diferencial de 2,66. 10 ') como potencial biomarcador de efeito no
desenvolvimento, e o gene da Lysozyme (cluster -132596.0 com um p-value diferencial
-4,10?) como biomarcador do efeito da dieta nas paralarvas de O. vulgaris em cultivo.

3.2.1 Desenvolvimento de primers para qPCR e para a criacdo de sondas

para Hibridizacao in situ (ISH).

O design dos primers é um dos passos mais importantes para levar a cabo este ensaio
experimental. Com o intuito de prosseguir para o desenho de primers com a convicgéo
que o dominio das sequéncias obtidas a partir do RNA-seq, iriam amplificar os genes
que pretendemos (fig.12 e 14), foram realizados alinhamentos de mdltiplas sequéncias
(fig.13 e 15). Para isso foram realizados multiplos alinhamentos dos mesmos genes
descritos em outras espécies e selecionadas entre as depositadas na base de dados de

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) com o auxilio da ferramenta Blast.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.2.2 Chitin Binding protein

A analise da sequéncia do gene Chitin Binding protein, demonstrou possuir logo no inicio
um sinal de péptido (1-20 bp), mais a frente podemos observar que existe a presenca
de dois dominios conservados da Chitin Binding tipologia 2, a 24-86 bp e 97-153 bp com
a funcdo da proteina Chitin binding (fig.12-B).

atg tac aag tac cta agc ata gtg get atc att get gca atc gta gta ttg ggc tac aca
¥ X 3 ¢ L 8 I v A I I A A i v v L G X T
gat gag agt aat ata tgc gaa cgt gaa cat gct agc agt acg gtg acc ttc gta agg gac
D E S N I C E R E B A 8 S T v T P v R D
gcg aaa aat tgc agt gta tac tcc att tgt gtt ctg ggt aga tcc atg ggt aaa atg gea
A R N c S v X S I C \'4 L G R S M G R M A
tgt tca tet ggt tta gtg ttc toc att act tac aat gta tgc gtc aga aag aat cag gaa
N

c S S = L v F S X T ¥ N v C v R X Q 14
aga gac gac tgt aac aaa aca tct agt ctt ggt ggt att tcc gat gac aaa tta tgt gac
R D D C N X T s s L G G I s D D X L C D
gac tat ccg aac gga aac aac aga aac cca gaa aat tgc cac agt tac att cca tge ttt
D 2 P N G N N R N P E N C H S X 1 P C F
aac cac act tca atg act gta atg caa tgt cca gac cgg ctt cat ttt agt ctt aag ctt
N H T S M T v M Q C P D R L H 13 S L K L
cag aga tgt gta ctt gca aag gaa tct gac tgc gaa atc gaa aaa tcg aaa aat taa tac
Q@ R € V L A K D (ETER XS TEORS 8T R TR - Y

taa gct tac gtg gac acg gtt ttc tga ctt ttg aaa ttc
- A Y v D T v F - L L X F A
Signal
peptide
1-20 bp
Cht BD2 Cht BD2
24-86 bp 97-153 bp
0 100 B

Figura 12-A) Sequéncia do gene da Chitin Binding protein com os aminoacidos e a sua codificacéo, obtidos
a partir do RNA-seq de paralarvas de Octopus vulgaris crescidos em diferentes condi¢cdes de cultivo e
alimentados com diferentes dietas (Prado-Alvarez et al., submitted). Sublinhados os dominios. Ferramenta
Expasy Translate tool. B) Dominios presentes na nossa sequéncia com a identificacdo dos locais.
Ferramenta SMART.

Na fig.12 -A esta representada a nossa sequéncia com a devida codificacdo dos
aminoacidos, sublinhado a amarelo é a sequéncia pertencente ao dominio CB.

45
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Figura 13-Alinhamento de mudltiplas sequéncias do gene da Chitin Binding protein com a sua
codificagdo, obtidos a partir do RNA-seq de paralarvas de Octopus vulgaris crescidos em
diferentes condi¢bes de cultivo e alimentados com diferentes dietas (Prado-Alvarez et al.,
submitted), em diferentes espécies de moluscos obtidas a partir da base de dados NCBI e
identificacdo do dominio de cada sequéncia a sombreado amarelo. SI- Octopus sinensis
(XP_029637796.1); OV- Octopus vulgaris; BI- Octopus bimaculoides (XP_014771153.1); GI-
Dosidicus gigas (AKI30063.1). Ferramenta Clustaw.

Na fig.13, est4 representada a andlise do alinhamento de multiplas sequéncias, entre a
nossa sequéncia do transcriptoma O. vulgaris, Chitin Binding protein, e trés sequéncias
obtidas através da base de dados NCBI. Perante a nossa sequéncia, os cefalépodes
Octopus sinensis (XP_029637796.1) e Octopus bimaculoides (XP_014771153.1) foram
0S que apresentaram maior homologia de identidade com 98% e 91% respetivamente,
no que toca a Dosidicus gigas 55% (AKI30063.1), segundo a analise de Blast.

3.2.3 Lysozyme

A andlise da sequéncia Lysozyme, demonstrou possuir logo no inicio um sinal de
péptido (1-17 bp), posteriormente observamos a presenca do dominio denominado
como Pfam Destabilase -28-132 bp com a fung&o da atividade Lysozyme (fig.14-B).
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Figura 14-A) Sequéncia do gene da Lysozyme com os amino4cidos e a sua codificagdo, obtidos a
partir do RNA-seq de paralarvas de Octopus vulgaris crescidos em diferentes condi¢des de cultivo
e alimentados com diferentes dietas (Prado-Alvarez et al., submitted). Sublinhado o seu dominio.
Ferramenta Expasy Translate tool. B) Dominio presente na nossa sequéncia com a identificacéo
dos locais. Ferramenta SMART.

Na fig.14-A esta representada a nossa sequéncia com a devida codificacdo dos

aminoacidos, sublinhado a amarelo € a sequéncia pertencente ao dominio Destabilase.
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Figura 15-Alinhamento de mdltiplas sequéncias do gene da Lysozyme com a sua codificacao,
obtidos a partir do RNA-seq de paralarvas de Octopus vulgaris crescidos em diferentes
condicdes de cultivo e alimentados com diferentes dietas (Prado-Alvarez et al., submitted), em
diferentes espécies de moluscos obtidas a partir da base de dados NCBI e identificacéo do
dominio de cada sequéncia a sombreado amarelo. OV- Octopus vulgaris; SI- Octopus sinensis
(XP_029644931.1); BI- Octopus bimaculoides (XP_014773928.1); FA- Amphioctopus fangsiao
(QDS02915.1). Ferramenta Clustaw.

Na fig.15, esta representada a analise do alinhamento de mdltiplas sequéncias, entre a
nossa sequéncia do transcriptoma O. vulgaris, Lysozyme, e trés sequéncias obtidas
através da base de dados NCBI. Perante a nossa sequéncia, os cefaldpodes Octopus
sinensis (XP_029644931.1) e Octopus bimaculoides (XP_014773928.1); foram 0s que
apresentaram maior homologia de identidade com 98% e 97% respetivamente, no que

toca a Amphioctopus fangsiao 93% (QDS02915.1), segundo a andlise de Blast.

3.2.4 Eficiéncia dos primers

A eficiéncia dos primers encontra-se representada na tabela 10.

Tabela 10-Valores correspondentes a eficiéncia do primer Chitin Binding protein e Lysozyme.

Primer Eficiéncia
Chitin Binding protein -3,1
Lysozyme -3,2




O resultado da eficiéncia dos primers de gPCR demonstram sucesso, uma vez que

estdo nos valores admitidos entre -2 e -4.

3.2.5 Analise da expressao de genes

Os resultados obtidos na qPCR relativamente ao gene candidato a biomarcador de

desenvolvimento, Chitin Binding Protein estao representados na figura 16.

Na figura 16, é possivel verificar a evolucdo da expressédo do gene Chitin Binding Protein
a 0, 10, 20 e 40 dph- days post hatching ou apenas dias ap6s eclosdo. Os dados de

expressado do gene, estdo normalizados com o gene de referéncia, no caso a Ubiquitin.
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Figura 16- Andlise de expressao relativa por qPCR do gene candidato a biomarcador
de desenvolvimento Chitin Binding Protein a diferentes estadios de vida: 0dph;
10dph; 20dph e 40dph. O resultado é apresentado como média + desvio padrdo da
expressdo génica relativa do gene a estudo normalizado com o gene de referéncia
(Ubiquitin), p-value <0,05.

O padréo de expressao demonstrou ser crescente no desenvolvimento das paralarvas
desde 0 dph a 40 dph. A expresséo do gene Chitin Binding protein a 40 dph, demonstrou
ser significativamente maior (p-value<0,05) quando comparada com as paralarvas de 0
dph, seis vezes maior. Apesar de se verificar um aumento da expressao do gene a 10
dph relativamente a 0 dph, esta n&o foi uma diferenga muito grande. No entanto, se
compararmos 20dph a 10 dph, é visivel o seu grande aumento, sugerindo um pico na

expressédo do gene Chitin Binding protein a 20 dph.
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Na figura 17, estdo representados os resultados obtidos a partir da andlise da gPCR

para o gene candidato a biomarcador do efeito da dieta, Lysozyme.
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Figura 17- Analise de expressao por gPCR do gene candidato a biomarcador
do efeito da dieta, Lysozyme, em paralarvas com 20 dph. O resultado é
apresentado como média * desvio padrédo do fold change da expressdo em
paralarvas alimentadas com dieta Mix, relativamente as alimentadas com
dieta Artémia, p-value <0,05.

Os resultados apresentados na figura 17, demonstram a varia¢éo da expressao do gene
Lysozyme em paralarvas de 20dph alimentadas com a dieta M (dieta rica) referente a
expressao do mesmo gene nas paralarvas de 20 dph alimentadas com a dieta A (dieta
exclusivamente a base de Artémia). Podemos observar uma inibi¢cdo do gene Lysozyme
com a dieta M. Os dados de expressao do gene, estdo normalizados com o gene de
referéncia, no caso a Ubiquitin, e estandardizados com os dados de expressao do grupo

M, relativamente ao grupo A.



3.2.6 Hibridizacao In situ de ARN

Ap6s o desenho dos primers para a criagdo da sonda de ARN para hibridizacao in situ,
realizou-se PCR convencional para cada um dos genes em estudo: Chitin Binding
protein e Lysozyme. Para validar a amplificacdo dos primers, com o produto de PCR

anterior, recorreu-se a um gel de agarose 1%, representado na figura 18.
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Figura 18-Validacdo da amplificacdo do design dos primers para a criacdo de sondas de
ARN para ISH: esquerda Chitin Binding protein (1) com um tamanho de 414 bp e a direita
Lysozyme (2) com um tamanho de 468 bp, em gel de agarose 1%.

Os resultados obtidos através da amplificacdo do ADNc demonstraram ser promissores.
Na figura 18-1) o primer Chitin Binding protein com uma banda bem intensa a marcar
0s 414 pares de base nucleotidicas (bp) e 18-2) o primer Lysozyme igualmente com
uma banda intensa sobre os 468 pares de base nucleotidicas (bp). Estes resultados véo

de encontro do tamanho da sequéncia amplificada com os primers desenhados.

3.3 Criacao de sondas de ARN para Hibridizacao in situ

A penetragdo do fragmento em bactérias E. coli quimicamente competentes JM109
(transformacéo bacteriana) esta representado na figura 19-A), com um circulo a indicar
duas pequenas colénias brancas crescidas numa placa com meio de cultivo

LB+AMP+XGAL+IPTG, sendo que estas sdo as colonias que apresentam 0 NOSSO
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fragmento em estudo inserido, uma vez que as coldnias azuis representam colénias de

bactérias sem ter inserido o fragmento do gene em estudo.

Figura 19-A- Placa com meio de cultivo LB+AMP+XGAL+IPTG com colénias de bactérias brancas e
azuis. B1) Meio de cultivo LB+ Ampicilina com col6nia para crescer. B2) Meio LB+ Ampicilina com colénia
branca crescida, no dia seguinte ao seu crescimento.

Na figura 19-B1 e 2), encontram-se dois bal6es Erlenmeyer, ambos com meio de cultivo
liguido LB+ Ampicilina. O baldo numerado como B1 refere-se ao momento inicial em
gue a uma coldnia branca é colocada a crescer, ja 0 baldo B2 é o resultado do seu

crescimento no dia seguinte depois de incubacdo a 37°C em agitagao.

3.3.1 Sequenciacao

Para verificar se o fragmento penetrado na bactéria estava presente na sua totalidade,
ou seja, se tinhamos conseguido com sucesso a sequéncia do gene inserida no vetor
circular p-GEM T-Easy e consequentemente valido na bactéria, a analise da
sequenciacdo fornecida por STABVIDA. A analise implicou o alinhamento de trés
sequéncias (fig. 20 e 21), a sequéncia amplificada a partir do uso dos primers
especificos do gene inserido correspondente ao nosso gene em estudo, no caso o
primer Forward (Fig.20-Chitin Binding protein; Fig 21- Lysozyme) e duas sequéncias
amplificadas a partir dos primers especificos do vetor pGEM-T Easy, uma delas
sequenciada com o primer Forward (Fig.20- ChitinBindingFT7rc; Fig.21-
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LysozymeFT7rc) e o outra com o primer Reverse(Fig.20- ChitinBindingRSP6; Fig.21-
LysozymeRSP6).

-------------------------------- CABAGCTTGN - TCCANCGOGTTTGGGEA
TCATACGATTTTAGGTGACACTATAGANTACTCANGE TATGCATCCANC GOGTT - -GGGA

GLTCT O CATAT GG TCGAL T A -GGG LEGAATTC AL TAGTGAT TGTAT TGEGL
GLTCTOCCATATGG - TOGACCTELA-GEIGEI G GAATTCAL TAGTGAT TGTAT TGEGET

------ ATETACANGT AL CTAAGATACTGEL TATCATTEITCLAAT CTAGTATTGEE
L] * L N L L

TACACACATCACACTAATATAT L CANCTEAAL AT TAGLACTACGETGALCTTOGTA
TACACAGATGAGAGTAATATAT L GANCGTEAAC AT TAGLAGTACGETGACCTTOGTA

TACACACATGAGACTAATATAT L GAN L CTEAAC AT TAGLACTACGETGALCTTOCTA
e e

AGGGAL GO CARANATTE ACTETATALTC AT T TETGT TCTGEETAGATCLATGEETAAR
AGEGEACGOGARANATTGAGTGTATACTCCATTTETGT TCTGEETAGATCCATGEET AL

AGGEAL GO CARAAATTE ACTETATACTC AT T TETGT TETGEETAGATC CATOEGTAAR
L e PR Y e Y

AT ATGT T AT TEET T TAGTGT TCTC AT TAC T TALAATETATCOGTLAGAMACAAT
ATGEATGTTCATCTEET T TAGTGT TCTCCATTACT TACAATETATGOGT L AGAMAGAAT

AT ATGT T AT TGET T TAGTGT T T AT TAC T TACAATETATGOGTCAGAMAGAAT
e

CAGCARACAGA CAL TET AR ARAR AT  TAGTCTTGETOETATT TLOGATEACAAATTA
CAGGARAGAGAT GALTET AR AN AT  TAGTCTTGETGETATT TLOGATGACAMATTA

CAGCARAGAGAC CAL TET AR ARAA AT TACTCTTGETOETATT TLOCATEACAAATTA
L e PR Y e Y

TETGALGACTATOOGAAD GEARATAAL ACAAAL CCACARAATTEOCACACTTACATTICAN
TETGACGACTATOCGAAD GRAMLT AR AGAANCCCAGAMAATTECCACAGTTACATTICN

TETGACGACTATOCGAAD GEANA AR ACARAC CCAGAMAATTEOCACAGTTACATTICN
L e PR Y e Y

T T T TAA A AL TT AAT A TETAATC AATET L AGALLGEITTIA TAGTLTT
TECTTTAACCACAC TTCAATGA TETAATGCAATET L CAGALLGEITTIA TAGTCTT

T T T TAA A AL TT AAT A TETAATCCAATETCCAGAL GG TTCATTTTAGTITT
L e PR Y e Y

AT T AGACATGTETACTTELARAGCAAT C TEAL TEOGAAATE - - - ~-AATCGAATTLC
AAGCTTCAGAGATGTETACTTELAMAGGAAT C TEAC TGLGAMMATL - - - -AATCGAATTLC

AT T AGACAT GTETAC T TG AMAGGAAT L TEAL TG CAAA T  CARAMAT O CAAAAAT
L e ) EEEEEEE

CGOGGIIGIL -ATG- GO CGGGAGATGLGALGTLGEEILCAATTOGOLCTATAGTGA
CGOEELOGIICATG-GOGEICGG-AGCATGOGALTE - - - GOCAMA - - - -~ - - - - - - - -~

TAATACTAAG T TALGTGGAC AL GETTTTITGALTT - - - TTGAMAT T - - - - - - - - ===
* L L *e

Figura 20- Alinhamento multiplo das sequéncias provenientes de sequenciamento (STABVIDA),
ChitinBindingRSP6- sequéncia transcrita do produto de PCR convencional com o primer SP6
Reverse; ChitinBindingFT7rc- sequéncia transcrita do produto de PCR convencional com o
primer T7 Forward, o seu inverso complementar; ChitinBinding- sequéncia de proteina
codificada pelo nosso primer.

Na figura 20 e 21, podemos observar sublinhado a vermelho, a similitude apresentada
pelas trés sequéncias, sem constar nenhum STOP, que é codificada como o gene em

estudo.

Em relagcéo a figura 20, foi necessério realizar o inverso complementar da sequéncia

amplificada pelo primer T7 Forward (ChitinBindingFT7rc), para se obter a similaridade
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entre as trés sequéncias. Esta Ultima particularidade leva-nos a pensar que a sequéncia
do nosso fragmento se apresenta em anti-sense 3’-5’ ao contrario do primer T7 que é

no sentido 5’-3’.

LysozymeRSPE
LySOZyme
LysozymeFT?
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LysozymeFT?

Lys0ozymeRSPE
Lysozyme
LysozymeFT?

LysOZymeRSPE
Lysozyme
LysOZymeFT7?

LysOZymeRSPE
Lys0zZyme
LysOZymeFT7?

LysOZymeRSPE
Lysozyme
LysOZymeFT7?

LysOZymeRSPE
Lysozyme
LysOZymeFT7?

TTTAATACGACTCACTATAGGECGAATTGEECCOGACGTCGCATECTCOOEECC - -GOCA

TGG-CEEC0E0EEEAATTCGATTETTRAAACAACTAACTGTECTGECTETTCTCTTTATT
----------------------- GTTEAAACAACTAACTGTECTEGCTGTTCTCTTTATT
TGEEECEEC0ECGEEAATTCGATTETTGAAACAACTAACTGTGCTGECTETTCTCTTTATT

EERER AR R AR IR AR LR R IR AR TR TR

ACTTETTTAGCAGCAAAACGTARATTTGLTEGCGETCCAATTCCACAGRATTEOCTTGAA
ACTTETTTAGCAGCAAAACGTARATTTGLTEGCGETCCAATTCCACAGRATTEOCTTGAA
ACTTGTTTAGCAGCAARACGTAAATTTGCTORCGGTCCAATTCCACAGRATTGCCTTGAA

B T

TETATGTETCAGGTAGAATCAAATTGTTCCACAACATTATGTAAACATERAGCCGGTTET
TETATGTETCAGGTAGAATCAAATTGTTCCACAACATTATGTAAACATERAACCGGTTET
TETATATETC ARG TAGAATCARATTGTTCCACARCATTATATAAACATGGAGCCGETTET

EEXEXXXXEXEXL XX AR IR AXAX XXX AR AR IR AXAXE X LRI RE FRRERERR

GETTATTTTCATCTCACTT T TRAAGAATGEATTRAATGOGEECGACTATTTGRAAGTTEG
GETTATTTTCATCTCACTT T TRAAGAATGEATTRAATGOGEECGACTATTTGRAAGTTEG
GETTATTTTCATCTCACTT T TRAAGAATGEATTRAATGOGEECGACTATTTGRAAGTTEG

B T

CAGAAATETECAAATGATTTGAGATGTTCTTCTAATTGTGTTCAACTTTATGTTGTACTC
CACARATET G AAAT AT TTEAGATETTCTTCTAATTETGTTCAACTTTATETTETALCTC
CAGAAATETECAAATGATTTGAGATGTTCTTCTAATTGTGTTCAACTTTATGTTGTACTC

B T

TATAATTACCGATGLGETETACACACATGTEAACATT T TGLAAGAACATTTAACGGTGEA
TATAATTACCGAT GGG TGTACACACATETGAACATTTTGCAAGAACATTTAACGETGEA
TATAATTACCGATGLGETETACACACATGTEAACATT T TGLAAGAACATTTAACGGTGEA

B T

COAGAAAATTETCAAGAAGATTCTACATTGLCCTATTEGECGRAAAATTTCRARATGTCTC
CCAGAAAATTETCAARAAGATTCTACATTGCCCTATTREOGRAAAATTTCRAAATETCTC
COAGAAAATTETCAAGAAGATTCTACATTGLCCTATTEGECGRAAAATTTCRARATGTCTC

B T

AAATCCCAGTEAATCACT A~ =~ = = === = — = ——m—mm—mm oo
111 o o c
AAATCOCAGTGAATCACTAGTEAATTCGCEECCGCCTECAGETCRACCATATGEGEAGAGE

REREEERRERE

TOCCAACGOETTGRATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTETCACCTAAATOGTAA

Figura 21- Alinhamento mudltiplo das sequéncias provenientes de sequenciamento
(STABVIDA), LysozymeRSP6- sequéncia transcrita do produto de PCR convencional
com o primer SP6 Reverse; LysozymeFT7rc- sequéncia transcrita do produto de PCR
convencional com o primer T7 Forward, o seu inverso complementario; Lysozyme-
sequéncia de proteina codificada pelo nosso primer.

Relativamente a figura 21, para se obter a similaridade correspondente a codificagdo do

gene Lysozyme, foi necesséario realizar o inverso complementar da sequéncia



amplificada com o primer SP6 (LysozymeRSP6). Este resultado indica-nos que a

sequéncia do nosso fragmento se apresenta do sentido 5’-3’.

3.3.2 Extracao de ADN

Os resultados da extracao de ADN segundo o método MidiPrep estéo representados na

tabela 11.

Tabela 11-Valores relativos a extracdo do ADN (MidiPrep) do gene Chitin Binding protein e
Lysozyme, com a concentragdo em ng/ pl e os ratios A260/280 A260/230.

Extragdo [NA] A260/280 A260/230
de ADN ng/ul nm nm

Chitin 5108,8 1,91 2,22
Binding

protein

Lysozyme 2375,8 1,91 2,20

Segundo a tabela 11, para ambos 0s genes se obtiveram concentracdes
consideravelmente boas, nomeadamente, para o gene Chitin Binding protein 5108,8
ng/ul e para a Lysozyme 2375,8 ng/ul. Estas sdo concentracdes que nos mantém

seguros para avancar com a parte seguinte do protocolo.

No que diz respeito ao ratio das absorvancias, sado resultados promissores indicadores
de grande pureza. Valores aceitaveis no ratio A260/280 seriam entre 1,8-2 nm e ambos
0s genes obtiveram o mesmo valor de 1,91 nm. Relativamente aos valores aceitaveis
do ratio A260/230 estes deveriam variar entre 1,8 e 2,2 nm, o que foi o caso quando se

obteve em Chitin Binding protein 2,22 nm e em Lysozyme 2,20 nm.

Figura 22- Gel de agarose 1%, com a amplificacdo do resultado da MidiPrep e das enzimas de
restricdo. A) Chitin Binding protein: bp- marcador de bp; 1.a- MidiPrep; 1.b- Nco I; 1.c- Sal I. B)
Lysozyme: bp- marcador de bp ; 2.a-MidiPrep; 2.b- Nco I; 2.a- Sal I.
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De modo a testar a veracidade dos resultados obtidos relativos a extracéo de ADN, foi
realizado um gel de agarose a 1%. Na figura 22, do lado esquerdo temos os valores: A)
Chitin Binding: bp- marcador de bp; 1.a- MidiPrep; 1.b- Nco I; 1.c- Sal | e a direita: B)
Lysozyme: bp- marcador de bp; 2.a-MidiPrep; 2.b- Nco I; 2.a- Sal I. Em 1l.a e 2.3,
verificamos que todas as amostras apresentam uma banda a marcar os 5000 pares de
base (bp), esperado uma vez que o clone ainda se encontra circular. Relativamente a
1.b, 1.c e 2.b e 2.c, representam os fragmentos inseridos no vetor, ja linearizados

através da digestdo com a enzima NCO | (1.b e 2.b) e com a enzima SAL | (1.c e 2.c).

3.3.3 Confirmacéao da direcdo de insercéo e Digestdo do clone selecionado

Para realizar a digestao do clone, primeiramente é necessario identificar as enzimas de
restricdo onde vamos posteriormente digerir/cortar. A tabela 12, identifica todas as

enzimas de restricdo presentes no vetor pPGEM-T Easy.

Tabela 12-ldentificacdo das enzimas de restricAo com nome e sequéncia do vetor
pGEM-T Easy.

Nde | catatg

Sal | gtcgac

Spe | cactagt

Sacl | cCcgCge

Nco | ccatgg

Bst XI ccaacgcgtigg

Sph | agcatgc

Apal gegecc

Sacl gagctc

SP6 Promoter attctatagtgtcacctaaat
T7 Promoter ccctatagtgagtcgtatta

Na figura que se segue (fig.23), podemos observar que a sequéncia Chitin Binding
protein caracterizada por >PCR_CHITIN BINDING_SP6 (R) 572 bp, o primer especifico

desta sequéncia SP6 Reverse atua naturalmente em anti sense , ou seja, 3-5. A



sequénciacao anteriormente analisada (fig.20), previa-nos que a sequéncia do gene em
estudo se encontrava no sentido anti sense 3’-5’. Uma vez que a sequéncia esta no
sentido 3’-5’ para digerir o fragmento completo este tem de ser com o T7 Promoter para
ser possivel digerir/cortar com a enzima Sal |, como indicado na figura 23.A). Assim, a

enzima utilizada na reacéo da digestédo do clone selecionado, € a Sal I/T7 sense (tab.7).

Relativamente ao gene Lysozyme, encontra-se indentificado na figura 23-B) como
>PCR_LYSOZYME_T7 (F) 564, contrariamente ao gene anterior, o fragmento clonado
apresenta-se no sentido 5-3’ logo, sense. Neste caso, vai atuar o SP6 Promoter
combinado com a enzima de restricdo Nco I. Assim, a enzima utilizada na reacdo da

digestado do clone selecionado, é a Nco I/SP6 anti-sense (tab.7).

Paralelamente, e para se tornar mais facil a compreensdo do sentido em que o
fragmento clonado se encontra, na figura 23, estdo representados dois esquemas
simples (C e D) identificando a enzima e o promotor a utilizar, dependendo da posicéo

em gue se encontra a sequéncia.
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>PCR_CHITIN BINDING_SP6 (R) 572 bp Sal | *  Anti Sense

caaagcﬂgntocaaogogmggggagctdoccatatg gaattcact
agtgatigtatigggctacacagatgagagtaatatatgcgaacgtgaacatgctagcagtacggtgace
ttcgtaagggacgcgaaaaattgcagtgtatactccatttgtgttctgggtagatccatgggtaaaatgg ﬂ
catgttcatctggtttagtgtictccattacttacaatgtatgegtcagaaagaatcaggaaagagacga Mntdoy 23 done
ctgtaacaaaacatctagtcttggtggtatttccgatgacaaattatgtgacgactatccgaacggaaac B
aacagaaacccagaaaattgccacagttacattccatgetttaaccacacttcaatgactgtaatgceaat ( : :::z:: St
gtccagaccggcticattttagtcttaageticagagatgtgtacttgcaaaggaatetgactgegaaat E] @
caalcgaaliccecgeggecgecatggeggecgggageatgegacgicgggceccaaticgeccctatagtga “
gtcgtattaaaa
A C

>PCR_Lysozyme_T7(F) 564 Nco | B D Senee

tigecaatenatgctcegggetcageeatagaoggecgegggaaticgatigiigaaacaactaacigt

getggcigticiciitattactigittagcagcaaaacgtaaatiigeiggeggiccaaticcacaggat - _)r/@

cctattggeggadaatttcgasatgtetcaaateccagtgaalcactagigaaticgogpoage
gtegaccatatgggagagetecccaacgegiiggatgcatagetigaglattetataggteacctaaate
gtaa

Figura 23- A) Sequéncia do fragmento clonado respetivo ao gene Chitin Binding protein, e identificacdo de
algumas enzimas de restricdo; B) Sequéncia do fragmento clonado respetivo ao gene Lysozyme, e
identificacao de algumas enzimas de restricdo; C) e D) esquema representativo da enzima e promotor a utilizar
com base no sentido do fragmento clonado no vetor.

3.3.1 Sintese e purificacdo da sonda de ARN para ISH

ApoGs a sintese da sonda de ARN seguindo o kit DIG RNA Labelling kit (SP6-T7),
realizou-se um gel de agarose a 1% de modo a confirmar o processo anterior, com a

amplificacdo da sequéncia (fig.24).



Em fig.24-A), correspondente a sonda de ARN de Chitin Binding protein, podemos
visualizar duas bandas, 1.a (anti-sense) e 1.b) (sense), ainda que ténues devido a
quantidade (ul) utilizada no gel, onde 1.a- Nco I/SP6 e 1.b- Sal I/T7, correspondem as
enzimas de restricdo com a sequéncia clonada, o0 mesmo acontece na figura 24-B)
correspondente a sonda de ARN de Lysozyme, 2.a- anti-sense Sal I/T7, 2.b- sense Nco
I/SP6 respetivamente. Neste caso as sondas de ARN sense geradas com o correto
fragmento da sequéncia do gene em estudo sdo para Chitin Binding protein a banda

numerada a 1.b e para o gene Lysozyme a banda numerada a 2.b.

Na figura 24- A) 1.c e 1.d e B)2.c e 2.d estéo associadas aos respetivos controlos do kit

com T7 e SP6 Polimerase.

Figura 9- Gel de agarose 1% com os resultados obtidos da digestdo do clone selecionado: A) Chitin Binding
protein 1.a- Nco I, 1.b- Sal I, 1.c- T7 Polimerase, 1.d- SP6 Polimerase; B) Lysozyme 2.a- Sal |, 2.b- Nco |,
2.c- SP6 Polimerase, 2.d- T7 Polimerase.
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Tabela 13-Valores relativos a sintese da sonda de ARN e posterior purificacdo, do gene Chitin
Binding e Lysozyme, com a concentracdo em ng/ pl e os ratios A260/280 A260/230.

Gene Polimerase/Enzima [ARN] A260/280 A260/230
ng/pl

Chitin SP6/ Nco |(anti- 335 2.12 1.84

Binding sense)

protein T7/ Sal | (sense) 299.6 2 1.75
Controlo T7 447.8 1.79 1.15
Controlo Sp6 421.2 1.86 1.86

Lysozyme  SP6/ Nco | (sense) 116.2 1.85 1.64
T7/ Sal | (anti- 220.3 1.89 1.75
sense)
Controlo T7 239.2 2.02 1.88
Controlo Sp6 227.8 2.01 1.92

Na tabela 13, estdo representados os valores das sondas de ARN, ja finalizadas. Os valores altos
das concentragdes observadas promovem seguranca no momento da ISH. As absorvancias estdo

associadas a bons graus de pureza devido aos valores obtidos.

3.3.2 Hibridizacao in situ
3.3.2.1 Chitin Binding

Com base nas observacdes ao microscopio 6tico das criosec¢des obtidas através da
ISH, podemos identificar na figura 25, os locais onde o nosso gene Chitin binding
protein, candidato a biomarcador de desenvolvimento em paralarvas de O. vulgaris em
cultivo a 0 e 40 dias p6s eclosao, se expressa. Na figura 25- A e B); C e D) paralarvas
a 40 dias pos eclosdo com sonda Sal I/T7, verificamos uma forte tonalidade violeta do
marcador NBT/BCIP localizada na regido periférica do bico em paralarvas a 40 dias pés
eclosédo, com a sonda de ARN sense Sal I/T7. Paralelamente e em concordancia, em F
e G) paralarva com 0 dias p6s eclosdo, com a sonda de ARN sense Sal I/T7 podemos
observar a mesma marcacao, ainda que mais ténue, uma vez que se trata de paralarvas
com 0O dias pds eclosdo. Ja a figura 25- E) paralarva a 40 dias pés com a sonda de ARN

anti-sense Nco I/SP6, esta ndo apresenta nenhum tipo de marcacado especifica, pois



trata-se de paralarvas a 40 dias pés eclosdo com a sonda de ARN no sentido anti-sense
Nco I/SP6, logo como era de esperar ndo apresentou sinal uma vez que a sonda de

ARN ndo era complementar, tratando-se do nosso controlo negativo.
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Figura 25— Microfotografias de luz, obtidas através do microscépio 6tico, de crioseccdes de
hibridizagdo in situ do gene Chitin Binding protein, candidato a biomarcador de
desenvolvimento, em paralarvas de Octopus vulgaris em cultivo a 0 e 40 dias pés ecloséo. A
e B- paralarva a 40 dias pos eclosdo com sonda de ARN sense sintetizada com a polimerase
T7, previamente digerida com enzima Sal |, 5x e 10x respetivamente; C e D- paralarva a 40
dias p6s eclosdo com sonda de ARN sense sintetizada com a polimerase T7, previamente
digerida com enzima Sal |, 10x e 20x respetivamente; E- paralarva a 40 dias pds eclosdo com
sonda de ARN anti-sense sintetizada com a polimerase SP6, previamente digerida com
enzima Nco |, controlo negativo, a 5x ; F e G- paralarva com 0 dias pés eclosdao com sonda
de ARN sense sintetizada com a polimerase T7, previamente digerida com a enzima Sal I,
controlo positivo, a 10x 20x respetivamente.

3.3.2.2 Lysozyme

Relativamente as observagfes ao microscopio 6tico das criosecgdes obtidas através da
ISH da figura 26, podemos identificar os locais onde o0 nosso gene Lysozyme, candidato
a biomarcador de dieta em paralarvas de O. vulgaris em cultivo a 20 dias pds eclosao,
se expressa. Na figura 26- A, B e C) paralarva a 20 dias pés ecloséo alimentada com
Artémia, com sonda de ARN sense, sintetizada com a polimerase SP6, previamente
digerida com a enzima Nco |, verificamos uma forte tonalidade violeta do marcador
NBT/BCIP na regido dos cora¢des branquiais. Paralelamente e em concordancia, em D
e G) paralarva a 20 dias pos ecloséo alimentada com Artémia, com sonda de ARN sense
sintetizada com a polimerase SP6, previamente digerida com a enzima Nco |, podemos
verificar uma tonalidade violeta na glandula digestiva correspondente a expressao do
gene Lysozyme. Na figura 26- E, F e H) paralarva a 20 dias p6s ecloséo alimentada com
Artémia, com sonda de ARN anti-sense sintetizada com a polimerase T7, previamente

digerida com a enzima Sal | podemos verificar algumas marcacfes, mas que



aparentemente parecem inespecificas, uma vez que em H) a coloracdo aparenta ser
extracelular, sdo apelidadas do nosso controlo negativo. Relativamente a | e J) paralarva
a 20 dias pos eclosdo alimentada com dieta Mix, com sonda de ARN sense sintetizada

com a polimerase SP6, previamente digerida com a enzima Nco |, ndo apresenta

gualquer tipo de sinal.
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Figura 26— Microfotografias de luz, obtidas através do microscopio 6tico, de crioseccdes de
hibridizacéo in situ do gene Lysozyme, candidato a biomarcador de dieta, em paralarvas de
Octopus vulgaris em cultivo a 20 dias p0ds eclosdo. A e B- paralarva alimentada com Artémia,
com sonda de ARN sense sintetizada com a polimerase SP6, previamente digerida com a
enzima Nco |, 5x e 10x respetivamente; C e D- paralarva alimentada com Artémia, com sonda
de ARN sense sintetizada com a polimerase SP6, previamente digerida com a enzima Nco |,
10x e 20x; E e F- paralarva alimentada com Artémia, com sonda de ARN anti-sense
sintetizada com a polimerase T7, previamente digerida com a enzima Sal |, controlo negativo,
5x e 10x ; G e H- paralarva alimentada com Artémia, com sonda de ARN sense (G) e anti-
sense (H), sintetizada com a polimerase SP6/T7, previamente digerida com a enzima Nco |
(G) e enzima Sal | (H), ambas a 40x; | e J- paralarva alimentada com dieta Mix, com sonda
de ARN sense sintetizada com a polimerase SP6, previamente digerida com a enzima Nco |,
5 e 10x respetivamente.

Nas observagdes dos criocortes de ISH dos genes Chitin binding protein e Lysozyme,
candidatos a biomarcadores de desenvolvimento e dieta, em paralarvas de O. vulgaris
em cultivo, por vezes sdo encontradas algumas coloragBes azul/violeta, fruto de

marcacdes inespecificas.



4 Discussao

Inserido este estudo no projeto OCTOMIC’s, os dados derivados deste Ultimo irdo
contribuir para uma maior visao sobre as vias moleculares e bioquimicas implicadas no
desenvolvimento de embribes e paralarvas de O. vulgaris em cultivo, o que permitira
desenvolver uma plataforma web de banco de dados de biomarcadores. A identificacdo
e uso de genes biomarcadores de bem-estar, entre eles aqueles relativos ao correto
desenvolvimento, nutricdo e salde, bem como o seu estudo relativo & expressao e
localizagdo no tecido de individuos, serdo também cruciais para 0 manuseamento
adequado tanto de paralarvas nas primeiras etapas de desenvolvimento em cultivo,
como dos reprodutores em relacdo a qualidade de desova. Serdo assim cruciais no
desenho de dietas inertes, da mesma maneira que tem sido aplicado em outras espécies
de interesse na aquacultura. Assim, pertencer ao projeto OCTOMIC’s, permitiu fazer
parte de mais um marco importante em direcdo ao objetivo principal, melhorar e/ou

alcancar o cultivo desta espécie.

Em relagdo ao nosso cultivo, a dieta foi descrita como um dos principais fatores que
podem determinar o desenvolvimento adequado das paralarvas (Garcia-Fernandez et
al., 2019; Vidal et al., 2014). Varias abordagens foram realizadas na procura de
diferencas entre dietas ideais (zoeas de crustaceos) vs dieta basica (Artémia) através
do estudo de biomarcadores convencionais (Diego Garrido et al., 2017) e moleculares,
permitindo a identificacdo de algumas proteinas como potenciais novos candidatos a
biomarcadores de stress nutricional, em especial para paralarvas com défice nutricional

durante os primeiros dias ap6s a eclosao (Var6 et al., 2017).

Relativamente aos primeiros estadios de desenvolvimento em paralarvas O. vulgaris e
de acordo com Garcia-Fernandez et al. (2019), a dieta que incorpora crustaceos
decapodes como zoeas de santolas, apresenta melhores resultados de sobrevivéncia,
peso seco e desenvolvimento nas paralarvas de polvo em cultivo a 15 dias poés ecloséo,
que a dieta baseada unicamente em Artémia. Este resultado € confirmado pelo conjunto
de genes encontrados diferencialmente expressados entre as paralarvas alimentadas
com dieta basica (Artémia) e as alimentadas com dieta rica, a qual incorpora zoeas de
santolas. Assim, foram identificados 192189 unigenes envolvidos no metabolismo,
desenvolvimento e resposta imune de O. vulgaris de cultivo em estadios de paralarvas.
Adicionalmente, um estudo posterior de paralarvas de cultivo de O. vulgaris, no que se
administrou como dieta rica um mix de diferentes crustaceos, corroborou os resultados

anteriores e permitiu o cultivo até ao assentamento das paralarvas a 40 dias pés
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eclosdo, dando lugar & publicacdo por parte do Instituto Espanhol de Oceanografia
(IEO), de uma patente de cultivo de O. vulgaris e a sua exploracdo por parte de uma
empresa de aquacultura. Neste estudo identificaram-se 918 genes diferencialmente
expressados relativos a dieta utilizada e analisados em paralarvas a 20 dias pés
eclosdo. Assim, identificaram-se 8230 genes diferencialmente expressados entre
diferentes dias ap06s ecloséo, muitos deles relativos ao desenvolvimento de O. vulgaris,
desde embrides até paralarvas em assentamento com 40 dias pos eclosdo (Prado-
Alvarez et al., submitted). Entre estes genes identificados através de RNA-seq, muitos
deles séo considerados potenciais genes biomarcadores de bem-estar por contribuir
para o correto desenvolvimento das paralarvas em cultivo, ou do efeito da dieta
nutricionalmente adequada e saude das paralarvas. De entre os genes identificados
diferencialmente, neste trabalho abordamos o gene Chitin Binding protein, identificado
como diferencialmente expressado entre os diferentes estadios de desenvolvimento das
paralarvas a diferentes dias pds eclosdo e da Lysozyme, identificado como
diferencialmente expressado em relacéo ao efeito da dieta administrada e analisada aos

20 dias pos ecloséo.

Da extracdo de ARN total apresentada na tabela 9, observa-se um aumento linear da
concentrac@o de acido ribonucleico em funcdo dos dias de vida. A partir dos 20 dph,
individuos com a mesma idade, mas alimentados com dietas diferentes, por norma,
apresentaram concentracbes de ARN diferentes, valores mais altos alimentados com
dieta M. A concentracdo de acidos nucleicos é uma medida conservadora e, portanto,
ndo é diretamente afetada por stressores de curto prazo (horas), como fome,
alimentacdo ou stress que ocorrem pouco antes da amostragem (Clemmesen, 1994).
Uma reducdo no contetdo de ARN ocorre durante longos periodos de fome (dias),
principalmente como resultado de uma diminuicdo no nimero de ribossomas (Vidal et
al., 2006; Westerman e Holt, 1994).

O desenho dos primers (tab.3), realizado nas sequéncias dos genes a estudo fruto do
transcriptoma global das paralarvas de O. vulgaris, demonstraram codificar 0s nossos
genes de interesse (fig.18). A quitina € um polissacarideo estrutural grande e insoluvel,
responsavel pela integridade estrutural de 6rgdos de bivalves, cefalopodes e insetos
(Heymann et al., 2021). No caso da Lysozyme, sabe-se que desempenha um papel
importante na imunidade inata de invertebrados. No entanto, embora os varios avancos
na investigacdo, as caracteristicas e mecanismos da Lysozyme ainda sdao pouco
compreendidos nos cefal6podes (Li et al., 2019). A analise de ambas as sequéncias,

Chitin binding protein e Lysozyme, demonstraram logo no inicio de cada sequéncia, a



presenca de sinal peptide, o que indica que a expressdo de ambos 0s genes vai dar
lugar a proteinas sollveis. Uma grande quantidade de proteinas apresentam a sua
atividade em estado soluvel, sendo segregadas e presentes no sangue ou hemolinfa de

animais e tém potencial para serem distribuidas sistemicamente (Castillo et al., 2015).

Em relagdo a sequéncia Chitin Binding protein, através da andlise do seu dominio,
podemos conferir a presenca de dois dominios do tipo 2 (fig.12-A). Os diferentes
dominios de Chitin binding protein foram propostos como importantes para a interacao
com polimeros de quitina (Aronson et al., 2003; Pantoom et al., 2008; Suginta et al.,
2016; Uchiyama et al., 2001; Watanabe et al., 2003) .

Estudos transcriptomicos e protedmicos, identificaram e sequenciaram dois conjuntos
de proteinas que, em conjunto com a quitina, constituem o bico do cefal6pode Dosidicus
gigas, apelidadas de D. gigas His-rich proteins do bico (DgHBPSs) e D. gigas chitin-
binding proteins do bico (DgCBPs) (YerPeng Tan et al., 2015), declarando assim, a
importancia de DgCBPs como um grupo de proteinas fulcrais na contribuicdo da

integridade estrutural dos bicos dos cefaldpodes.

A analise do alinhamento em Blast, de diferentes sequéncias de cefalépodes obtidas a
partir da base de dados mundial (NCBI), demonstrou ainda que todas eram similares no
seu dominio (fig.13). A andlise gPCR do gene Chitin binding protein frente a 0, 10, 20 e
40 dph, demonstrou uma crescente expressao (fig.16), sem nunca em qualquer
condigdo se ter inibido. Este era um resultado j& esperado uma vez que a constituicao
do bico dos cefaldpodes é a base de quitina (Dilly e Nixon, 1976; Hunt e Nixon, 1981),
que consiste em fibras de quitina incorporadas numa matriz de proteina (Muzzarelli,
2011).

A sonda de ARN sense (fig.25-A,B,C,F e G) amplificou o gene Chitin binding protein
com o método de ISH. Esta amplificacdo apenas é visivel no bico das paralarvas do O.
vulgaris, independentemente dos seus dias de vida. Tan et al. (2015) propds que a
biogénese do bico ocorre por mecanismos de varias etapas, do qual DgCBPs / quitina
se unem numa estrutura porosa que € posteriormente permeada e preenchida por
microgotas de DgHBPs. Ao contrério da maioria dos aparelhos bucais biologicos rigidos,
0 bico é completamente incalcificado e composto apenas de biomacromoléculas: o
polissacarideo a-quitina e proteinas com uma composi¢do geral de aminoéacidos
enriguecida em dglicina, alanina e histidina (Sun et al., 2020). Um recente estudo
bioquimico em cefal6podes mostrou que a hidratacdo, o endurecimento e a composi¢ao

proteica do bico mudam da base para o &pice. Nas partes basais moles, existem
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proteinas pertencentes a familia Chitin binding protein, enquanto nas partes apicais mais
duras aparecem proteinas da familia da histidina altamente modular (responsavel pela
forma) (Anadon, 2019; Tan et al., 2015). A variacdo da tonalidade de marcador com o
aumento dos dias p6s ecloséo, é ainda justificada pelos habitos alimentares que vao
adquirindo ao longo da vida (Armelloni et al., 2020; Franco-Santos e Vidal, 2014;
Hernandez-Garcia et al., 1998; Hu et al., 2018), uma vez que 0 bico acompanha o
desenvolvimento do corpo do individuo, da mesma forma que a alimentacdo modifica
alimentando-se progressivamente, até a fase de adulto, de presas exteriormente mais
rijas.

Segundo estudos, seria de esperar ver a radula marcada com NTB/BCIP, por esta
apresentar estrutura quitinosa (Anadén, 2019), no entanto ndo se verificou essa
marcagdo. Nas mesmas imagens da figura 25- A, B e C), & também possivel observar
uma coloragdo do marcador nos olhos, retina. Com base nos nossos estudos néo é
possivel ter certezas se se trata de uma marca especifica ou inespecifica. Verdade é
gue existem estudos que relatam a presenca de quitina na cOrnea de insetos,
decépodes e cefal6podes (Kaya et al., 2016; Khoushab e Yamabhai, 2010). A técnica
de ISH fortalece os dados obtidos a partir de RNA-seq e gPCR, permitindo uma
visualizacdo da localizacdo da expresséo do gene em estudo, Chitin binding protein, no
bico de O. vulgaris, 6rgdo responséavel pela evolucdo alimentar dos individuos desta

espécie.

A andlise da sequéncia Lysozyme em Blast, apresentou uma alta homologia com outras
espécies de cefalépodes e moluscos bivalves (fig.15). Até agora, trés tipos de lisozimas
foram estabelecidas (Jollés e Jollés, 1975). As lisozimas do tipo C e do tipo G presentes
em vertebrados e invertebrados (Herreweghe e Michiels, 2012), enquanto a lisozima do
tipo i é exclusiva para invertebrados (Nilsen et al.,, 2003). A lisozima do tipo i foi
amplamente detetada em moluscos bivalves ( Kuwano et al., 2013; Xue et al., 2006; Yue
etal., 2011), equinodermes (Cong et al., 2009) e artrépodes (Chen et al., 2016). A nossa
sequéncia codificou um sinal peptide e um tipico dominio Pfam Destabilase (fig.14), a
funcdo deste gene demonstrou ter atividade da Lysozyme tipo i. Da mesma forma, a
funcéo deste dominio também foi encontrada em outras lisozimas do tipo i de bivalves
(Itoh e Takahashi, 2007; Yue et al., 2011). A lisozima do tipo i, contém varias regides
especificas, uma delas é representada por CL (E/L/R/H) C (I/ M) C (Guo et al.,
2019), sendo que na nossa sequéncia é codificada como CLECMC, indicando a

presenca de residuos de cisteina.



A andlise diferencial de expressao de genes (DGE), entre as paralarvas de 20 dias pos
eclosdo alimentadas com as duas dietas, Artémia vs Mix, demonstrou uma inibicdo do
gene Lysozyme na dieta Mix (fig.17). Estes resultados suportam que a co-alimentacéo
com zoea podem estar associados as mudancas observadas no perfil de expressao
génica devido ao equilibrio do teor lipidico (Navarro e Villanueva, 2000; Roo et al., 2017).
Como uma importante enzima lisossomal, a Lysozyme participa na imunidade humoral
e desempenha um papel importante na defesa dos invertebrados (Li et al., 2019). A
Lysozyme é um componente essencial na imunidade inata de cefalépodes, e com um
papel importante nos mecanismos antibacterianos (Malham e Runham, 1998),
apresentando-se descrita na literatura ndo sé no plasma mas também em outros tecidos
(Malham e Runham, 1998; Morales et al., 2017). A nossa gPCR tratou uma analise de
paralarvas a 20 dias pos eclosdo, com diferentes dietas e demonstrou uma maior
expressdo génica da Lysozyme em paralarvas alimentadas com Artémia. Suportando o
nosso resultado, a caracterizacdo do sistema imune inato em Enteroctopus
megalocyathus, demonstrou que a atividade da Lysozyme e a ativagdo do sistema
respiratério sdo independentes do tamanho do individuo, mas podem ser dependentes
da dieta (Sykes e Gestal, 2014).

Atualmente, os melhores resultados alcancados na producdo de paralarvas de O.
vulgaris, com maiores taxas de crescimento e sobrevivéncia, tém sido obtidos com o
uso de zoeas de Maja brachydactyla (Carrasco et al., 2006; Fuentes et al., 2011; Iglesias
et al., 2004) e Grapsus adscensionis (Garrido et al., 2018; Reis et al., 2015; Roo et al.,
2017) fornecidos como presas vivas. Esses resultados confirmam que as zoeas
contribuem nutricionalmente para o desenvolvimento de paralarvas, conforme sugerido
por Garrido et al. (2018). Contrariamente, o uso de Artémia sp. na alimentagcdo de
diferentes estadios de larvas de Sepia officinalis causou défices nutricionais. O uso
exclusivo de artémia ndo permite sustentar a taxa de crescimento e sobrevivéncia por
longos periodos, sdo necessarios suplementos. Além disso, os cefalépodes séo
predadores extremamente ativos, privilegiando o tamanho da presa aquando da selecéo
da sua dieta. Pereda et al,. (2009) demonstrou com um estudo onde as larvas de
Robsonella fontaniana preferiam artémia de maior tamanho. Facto é que, a Artémia é
amplamente utilizada na criagdo de diferentes organismos marinhos, nomeadamente
nos seus primeiros estadios de vida, que necessitem de se alimentar de presas vivas
(Sorgeloos et al., 2001). No entanto as dietas a base de Artémia tém demonstrado
algumas deficiéncias, em particular a falta de lipidos essenciais (Navarro e Villanueva,
2000; Roo et al., 2017). O uso de tratamentos enriquecidos ou a adicdo de zoeas tém

demonstrado equilibrar o valor nutricional da dieta (Navarro e Villanueva, 2000). Esta
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demonstrado que zoeas fornecem a propor¢cdo adequada de &cidos gordos
polinsaturados essenciais de cadeia longa (LC-PUFA), como o &cido araquiddnico
(ARA), acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA) (Reis et al.,
2015), que por sua vez modificam o perfil de genes envolvidos no seu metabolismo.
Curiosamente, a Artémia possui uma maior percentagem de lipidios na sua composicdo
em comparacao com zoea (Roo et al., 2017). No entanto, a Artémia € descrita como um
organismo rapido na bioconversdo de DHA, da fracdo polar para a neutra, dificultando
a chegada dos lipidos DHA &s paralarvas adequadamente para implementar a sua
nutricdo e metabolismo (Guinot et al., 2013; Seixas et al., 2010). Uma relacdo direta
entre a sintese de eicosandides e a resposta antibacteriana dos hemdcitos foi
demonstrada em moluscos bivalves (Canesi et al., 2002). Essa descoberta apoia o
beneficio de fornecer zoeas na dieta, especialmente no estadio de paralarvas, onde

exibem um sistema imune mais suscetivel (Garcia-Fernandez et al., 2019).

Os resultados positivos, de hibridizagdo in situ com uma sonda de ARN de Lysozyme
para larvas O. vulgaris alimentadas com uma dieta a base de Artémia, sujerem atividade
da Lysozyme. Esta atividade € observada no trato intestinal assim como nos corac¢des
branquiais, onde podemos observar um sinal mais forte, nesta ultima. O nosso controlo
positivo, sonda de ARN sense em paralarvas de 20 dias p6s eclosao alimentadas com
dieta Mix, denominado pela figura 26- | e J), ndo demonstrou nenhum sinal como o
previsto pela gPCR. Relativamente ao nosso controlo negativo, sonda de ARN anti-
sense em paralarvas de 20 dias p0s ecloséo alimentadas com dieta Artémia, (fig.26-E,

F e H) sem complementaridade, também nao apresentou sinal.

Em relac@o a sonda de ARN sense (fig.26-A, B e C), esta amplificou o gene Lysozyme
em paralarvas alimentadas com Artémia, resultando numa forte marcacgéo nos coracdes
branquiais e uma leve marcacao na glandula digestiva. A atividade da Lysozyme ja tinha
sido antes reportada nos coragfes branquiais por Shelagh et al. (1998) na espécie de
polvo Eledone cirrhosa em consequéncia de uma infecdo bacteriana com Vibrio
Anguillarum, detetando a presenca da atividade da Lysozyme em varios tecido mas
principalmente nos coragdes branquiais. O aparecimento de marcacédo no trato digestivo
(fig.26- D e G) pode estar relacionado com a alimento anteriormente ingerido pelas
paralarvas. A atividade da Lysozyme em paralarvas alimentadas com a dieta Artémia,
pode estar associada a ma nutricdo e em consequéncia existe uma resposta imune por
parte da Lysozyme tentando contrabalancar a salde do sistema imunolégico, pelo que
neste caso, o gene biomarcador de bem-estar deve demonstrar inibicdo da expressao

na condicdo mais favoravel (dieta Mix) relativamente & dieta menos favoravel (dieta



Artémia). A Lysozyme, uma protease nao especifica presente nos tecidos dos
cefaldpodes, demonstrou desempenhar um papel importante na degradacéo da quitina
e quitosano (Aranaz et al., 2009). Artémia e zoea, ambas apresentam quitina na
composicdo do seu exoesqueleto, todavia, apenas nas paralarvas alimentadas com a
dieta Artémia amplificaram o gene Lysozyme. Este fendmeno pode estar relacionado
com a forma de ingerir e digerir os diferentes alimentos. Esta premissa € justificada pela
forma como capturam zoeas crustaceos decapodes, explicando que com o auxilio do
bico penetram no exoesqueleto das zoeas libertando uma mistura fluida digestiva
(Hernandez-Garcia et al., 2000; Nande et al., 2017), permitindo assim alimentarem-se
apenas do interior das zoeas, descartando o seu exoesqueleto de quitina, a isto da-se
o nome de digestdo externa. Para realizar a digestdo externa, as paralarvas de O.
vulgaris podem produzir uma mistura de enzimas digestivas como esterase, fosfatase
acida, protease e acetil-glicosaminidase no gréo salivar posterior (Boucaud-Camou e
Roper, 1995). Por outro lado, quando se alimentam de Artémia, as paralarvas de O.
vulgaris exibem uma digestdo interna, visto que que foram encontrados pedacos de
Artémia que totalizam a sua ingestao, no trato digestivo de paralarvas de O. vulgaris (
Iglesias et al., 2006). Em concordéancia com Iglesias et al. (2006), uma das razfes da
sua ingestao deve-se ao exoesqueleto de Artémia ser mais fino. Assim, a estrutura de
quitina do crustaceo de Artémia pode ter sido digerida pela protéase Lysozyme,
presente no trato digestivo. A técnica de ISH fortalece os dados obtidos a partir de RNA-
seq e gPCR, permitindo uma visualizacdo da localizacdo da expressdo do gene em
estudo, Lysozyme, nos coragdes branquiais e glandula digestiva, de O. vulgaris, 6rgaos

com atividade da resposta imune dos individuos desta espécie.

Os resultados obtidos indicam que 0s genes aqui estudados podem expor um papel
importante no desenvolvimento das paralarvas de O. vulgaris, ainda que a sua
funcionalidade devera continuar a ser estudada ao detalhe. Posto isto, espera-se que
continuem a ser realizados estudos no ambito de biomarcadores biomoleculares para

conhecimento pormenorizado das vias moleculares da espécie O. vulgaris.
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5 Conclusao

1. Neste estudo foi possivel correlacionar os resultados obtidos através da andlise
gquantitativa da expressdo segundo gPCR dos genes selecionados, com a
mesma tendéncia de expressao identificada previamente na analise
transcriptomica por RNA-seq.

2. O protocolo de Hibridizacdo in situ de ARN para os genes selecionados neste
estudo (Chitin binding protein e Lysozyme) desenvolvido em paralarvas de O.
vulgaris, cultivadas com diferentes dietas e diferentes dias p6s ecloséo, permitiu
a localizacéo da sua expressao especifica em diferentes tecidos, indicando que
a sintese das sondas especificas de ARN a partir dos transcritos obtidos por
sequenciacdo massiva de RNA-seq foi a adequada, confirmando a viabilidade
da técnica de ARN ISH para a localizacdo da expressao dos genes a estudo no
tecido das paralarvas.

3. No que toca aos genes potenciais biomarcadores (Chitin binding protein e
Lysozyme), a confirmagdo da sua expressao diferencial por gPCR e a sua
localizagdo no tecido por ARN ISH, sugerem que estes genes podem ser
considerados como biomarcadores de bem-estar relativamente ao correto
desenvolvimento nas primeiras etapas de crescimento do polvo comum O.

vulgaris em cultivo, e o efeito da dieta na sua correta nutricdo e saude.
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