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Resumo

Resumo

Planorbarius metidjensis e Bulinus truncatus, identificados como hospedeiros
intermediarios de Schistosma haematobium e S. bovis, foram o objecto do nosso estudo.

Este trabalho esta dividido em seis capitulos que de certo modo, se encontram
relacionados entre si. No Capitulo 1, faz-se uma abordagem geral sobre estas duas
especies de moluscos com importancia em medicina, com breves consideracGes sobre a sua
classificacdo, caracteristicas morfoldgicas e distribuicdo no mundo e em Portugal. Do
mesmo modo, a revisdo de literatura realca aspectos importantes relacionados com
interaccdo do molusco, hospedeiro intermediario e o trematode parasita e a aplicacdo das
novas técnicas moleculares nesta area.

No intuito de rever a distribuicdo geografica destas duas espécies de moluscos em
Portugal continental, foi realizado um levantamento malacolégico em varios distritos,
cujos resultados sdo apresentados no Capitulo 2. Os distritos em estudo foram Beja,
Coimbra, Evora, Faro, Guarda, Lisboa, Portalegre, Setibal e Viseu, tendo sido colhidos
3219 exemplares de P. metidjensis, enquanto para B. truncatus ndo foi encontrado nenhum
exemplar. Por isso, a segunda parte do trabalho decorreu com exemplares de B. truncatus,
mantidos ha vérias gera¢des no Laboratorio de Malacologia da Unidade de Helmintologia
e Malacologia Médicas, e tendo origem em exemplares colhidos pela Prof® Doutora Maria
Amélia Gréacio, Directora da Unidade. Ainda neste capitulo e com base nos dados
recolhidos, foi feita a caracterizacdo dos habitats segundo o seu tipo fisico, natureza e
aspectos bioecoldgicos.

No Capitulo 3, destaca-se a variabilidade encontrada nas caracteristicas
morfométricas da concha de P. metidjensis nos diferentes distritos, 0 que permitiu
evidenciar dois grupos distintos. O primeiro engloba as regifes do Alentejo, Algarve e
Estremadura e o segundo, as regides das Beiras e Sado. O tipo fisico dos habitats e as

caracteristicas das conchas dos moluscos colhidos parecem ser os factores explicativos
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para esta similaridade. Neste capitulo também ¢ feita uma abordagem sobre a dinamica
populacional de quatro habitats seleccionados com base nas caracteristicas fisicas de cada
um deles (dois do distrito de Evora e dois do distrito de Faro).

No Capitulo 4, estudam-se os moluscos em relacdo a uma eventual infeccdo
natural por trematodes, bem como, a sua susceptibilidade a infeccdo por Schistosoma
haematobium (estirpe de Angola) e S. mansoni (estirpe do Brasil). No total de 3219 P.
metidjensis examinados, 1456 (45,2%) eliminaram xifideocercarias. Quanto a
susceptibilidade de P. metidjensis a S. haematobium, os resultados vieram, mais uma vez,
confirmar a ndo susceptibilidade desta espécie de moluscos a estirpe angolana de S.
haematobium. Em relagdo a S. mansoni, alguns exemplares de P. metidjensis
desenvolveram infeccdo até a fase de esporocisto, apesar de ndo chegarem a eliminar
cercarias. Estes resultados néo se verificaram nos moluscos B. truncatus.

No Capitulo 5, é feito pela primeira vez, um estudo molecular de P. metidjensis.
Neste estudo foram usados exemplares de P. metidjensis de diferentes habitats e agrupados
em cinco distritos, para analisar a sua posicao sistematica e relacéo filogenética com outras
espécies homdlogas cujas sequéncias se encontram no GenBak. Nesta andlise foram usadas
as sequéncias parciais dos genes mitocondriais COIl e 16S, tendo-se identificado um total
de nove haplotipos para o gene COI e quatro para o gene 16S. Estes resultados mostraram
que o maior numero de haplotipos foi encontrado no distrito de Coimbra, para ambos os
genes, significando que os habitats deste distrito foram mais polimdérficos que os restantes.

Com base nos resultados obtidos para os genes COIl e 16S, P. metidjensis de
Portugal apresentaram uma elevada homologia (81%) com outras espécies de Planorbarius
spp, bem como, com espécies de Biomphalaria spp das regides Neotropical e Africana,
hospedeiros intermediarios de S. mansoni e de outros treméatodes. Para avaliar qual o grau
de diversidade genética de P. metidjensis foram usados marcadores de RAPD nos
moluscos colhidos em 19 habitats (de nove distritos). Os resultados evidenciaram ndo sé

uma elevada variabilidade genética, determinada pelo Indice de Shannon (Ho=0,4981),
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como também, uma alta diferenciacdo genética (Gst=0,238) inter e intrapopulacional (de
acordo com os pressupostos de Wright, 1978).

A semelhanca do capitulo anterior, no Capitulo 6, faz-se pela primeira vez uma
caracterizacdo molecular de B. truncatus de Portugal. Como j& foi referido anteriormente,
ndo foi possivel colher exemplares desta espécie durante o trabalho de campo, por isso este
estudo realizou-se com as populagdes mantidas no laboratoério. Os resultados do estudo, em
que se aplicou a técnica de RAPD, evidenciaram uma elevada diferenciacdo genética entre
as populacbes (Gst=0,28), assim como, uma elevada variabilidade genética
intrapopulacional determinada pelo indice Shannon (0,5294 + 0,1787) a qual parece estar
relacionada com o baixo nimero de migrantes. Foram também utilizados como marcadores
moleculares o gene COI do ADN mitocondrial e ITS (Regido Interna Transcrita) do ADN
ribossomal para andlise da posicao sistematica e relacdo filogenética com outras espécies
homologas (hospedeiras intermediarias de Schistosoma spp) cujas sequéncias se encontram
no GenBank, as quais evidenciaram homologia muito elevada com as espécies B. truncatus
(Sudéo) e B. tropicus. Além disso, foi identificado um total de sete haplotipos para a regido
ITS e nove para o gene COI, sendo a populacdo de moluscos de Estoi a que apresentou trés
haplotipos, enquanto as restantes populacGes apresentaram quatro haplotipos distintos. Os
resultados globais para Fst foram muito baixos, sugerindo tratar-se de uma mesma

populacéo.
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Summary

The object of our study were Planorbarius metidjensis and Bulinus truncatus,
identified as the intermediate hosts of Schistosoma haematobium and S. bovis. This
work is divided into six chapters that are to an extent related with one another.

Chapter 1 are general considerations regarding these two species of mollusc
with importance in medicine, including brief considerations about its classification,
morphological characteristics and distribution worldwide and in Portugal. The literature
review also highlights important aspects related to the interaction between mollusc,
intermediate host and parasitic trematode, and the application of new molecular
techniques to the area. With the purpose of reviewing the geographic distribution of
these two species of molluscs in continental Portugal, we present results of a
malacologic survey of various districts, namely Beja, Coimbra, Evora, Faro, Guarda,
Lisboa, Portalegre, Setubal and Viseu in to Chapter 2. We collected a total of 3219
specimens of P. metidjensis, but no B. truncatus were found. For this reason, the second
part of the work used specimens of B. truncatus kept for several generations in the
Malacology Laboratory of the Medical Helminthology and Malacology Unit, derived
from specimens originally collected by Prof? Doutora Maria Amélia Grécio, Director of
the Unit. This chapter also characterizes, based on the collected data, the habitats
according to physical, natural and bioecological aspects.

Chapter 3 focuses on the variability in morphometric characteristics of the shell
of P. metidjensis in the different districts, which allowed us to revealed two distinct
groups. The first in the regions of Alentejo, Algarve and Estremadura and the second in
the regions of the Beiras and Sado. The physical characteristic of the habitats and the
collected mollusc’s shells seems to be the factors explaining this similarity. This chapter
also refers the population dynamics of four habitats selected for their physical

characteristics (two from the district of Evora, two from the district of Faro).
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Chapter 4 is the study of the molluscs in relation to a possible natural infection
by trematodes, as well as their susceptibility to infection by Schistosoma haematobium
(strain from Angola) and S. mansoni (strain from Brazil). Out of a total of 3219
specimens of P. metidjensis examined, 1456 (45,2%) eliminated xiphideocercaria. With
regard to the susceptibility of P. metidjensis to S. haematobium, the results confirm,
once again, the non susceptibility of this species of mollusc to the Angolan strain of S.
haematobium. Concerning, S. mansoni, some specimens of P. metidjensis developed
infection to the stage of sporocyte, but did not eliminate cercariae. These results did not
take place in the mollusc B. truncatus

In Chapter 5, we report the first molecular study of P. metidjensis. In this study
we used several specimens of P. metidjensis from different habitats, grouped in five
districts, to analyse their systematic position and phylogenetic relation with other
homologous species, whose sequences were available in GenBank. We used partial
sequences of the mitochondrial COIl and 16S genes, having found nine haplotypes of
COl and four of 16S. These results show a greater number of haplotypes in the Coimbra
district, for both genes, implying greater polymorphism in the habitats of this district.
Based on the results with the COI and 16S genes, P. metidjensis from Portugal presents
a high homology (81%) with other species of Planorbarius spp, as species
Biomphalaria spp from the Neotropical and African regions, intermediate hosts of S.
mansoni and other trematodes.

To evaluate the degree of genetic diversity of P. metidjensis, RAPD markers
were collected from molluscs of 19 habitats (out of nine districts). Results suggest not
only a hight genetic variability, determined by the Shannon Index (Ho=0, 4981), but
also high inter- and intra-populational genetic differentiation (Gst=0,229) (Wright,
1978).

The Chapter 6 reports the first molecular characterization of B. truncatus. As
referred to earlier, we were not able to collect specimens of this species from the field,

having studied lab-maintained populations. The results of this study, with the
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application of RAPD techniques, revealed a high genetic differentiation among
populations (Gst=0, 28), as well as a high intrapopulational genetic diversity determined
through Shannon’s index (0, 5294 + 0, 1787), which seems to be related to a low
number of migrants. The mitochondrial COI and the ribosomal Internal Transcribed
Spacer (ITS) were used for analyzing the systematic position and phylogenetic relation
with homologous species (intermediate hosts of Schistosoma spp) whose sequences are
available in GenBank. These revealed very high homology with the B. truncatus (Sudan)
and B. tropicus (Zambia). Furthermore, a total of seven ITS haplotypes and nine COI
haplotypes were identified. The mollusc population of Est6i possessed three haplotypes,
while the remaining populations presented four distinct haplotypes. The global results

for Fst were very low, suggesting a single population.
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O conhecimento sobre os moluscos de agua doce que desempenham um importante
papel como hospedeiros intermediarios de Schistosoma spp, tem avancado a passos largos,
nas Ultimas duas décadas, com o desenvolvimento da biologia molecular.

Em Portugal os moluscos das espécies Planorbarius metidjensis e Bulinus
truncatus estdo referenciados como sendo potenciais hospedeiros intermediarios de
Schistosoma spp (Azevedo et al, 1948, Malek & Cheng, 1974 e Brown, 1994).

Efectivamente, P. metidjensis foi a espécie encontrada naturalmente infectada com
S. haematobium na regido do Algarve, nos anos vinte do século XX, e em condicdes
laboratoriais mostrou-se susceptivel a S. mansoni (Barbosa et al, 1961) e a S. bovis (Silva
et al, 1974). Com uma distribuicdo geografica limitada ao Norte de Africa e a Peninsula
Ibérica, mas com ampla distribuicdo em Portugal continental, esta espécie tem sido muito
pouco estudada. O Ultimo levantamento malacoldgico respeitante a Gastropoda de agua
doce foi realizado ha mais de duas décadas (Gracio, 1981 e 1983).

A espécie, Bulinus truncatus, ao contrario de P. metidjensis, tem registada uma
distribuicdo geografica mais restrita, limitada a regido de Coimbra e ao Algarve. Ndo tem
sido encontrada naturalmente infectada, mas em condic¢des laboratoriais tem-se mostrado
uma espécie susceptivel a vérias estirpes de Schistosoma haematobium de diferentes
origens geograficas (Simdes & Azevedo, 1974 e Simdes & Medeiros, 1980).

Face a esta situacdo, o presente estudo teve, por um lado, como objectivo geral
contribuir para um aumento do conhecimento dos moluscos de dgua doce pertencentes as
especies Planorbarius metidjensis e Bulinus truncatus de Portugal continental, quer a nivel

ecoldgico quer a nivel molecular e, por outro lado, como objectivos especificos:

1. Caracterizar a distribuicdo geografica daqueles moluscos em Portugal tendo por

base o levantamento malacologico em diferentes distritos de Portugal continental,
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2. Caracterizar os seus habitats de modo a que seja possivel estabelecer uma relacéo
entre a sua distribuicdo geografica, os habitats e as caracteristicas morfoldgicas dos

moluscos;

3. Avaliar o comportamento destas duas espécies de moluscos fase a infeccéo

experimental com Schistosoma spp;

4. Caracterizar as espécies P. metidjensis e B. truncatus, com o apoio a marcadores
moleculares, nomeadamente, os genes mitocondriais COIl (Cytochome Oxidase subunit I) e
16S rRNA e a Regido Interna Transcrita (ITS) do ADNr, que possam estabelecer relagdes
filogenéticas entre estas espécies de moluscos dentro da mesma familia e estimar a
variabilidade genética das populagdes. Por fim, com o recurso a marcadores RAPD,
determinar a diversidade e diferenciacdo genética dos moluscos colhidos em diferentes

areas geograficas.

Alguns dos resultados obtidos no decorrer deste trabalho, foram apresentados nas

seguintes reunides cientificas:

1. Calado, M.M., Rollinson, D., & Grécio, M.A.A., 2003. Caracterizacdo molecular
de Planorbarius metidjensis (Gastropda:Planorbidae) de Portugal: resultados
preliminares. Acta Parasitolégica Portuguesa; vol.10 (11): 11-12 (VII
Congresso Portugués de Parasitologia que se realizou em Lisboa de 9 a 11 de
Abril de 2003).

2. Calado, M.M. & Gréacio, M.A., 2005. Estudo das caracteristicas morfométricas e
dos habitats de Planorbarius metidjensis (Gastropoda:Planorbidae) no distrito
de Faro (Algarve). Portugala, n° 5: 16-17. (Congresso Portugués de

Malacologia que se realizou em Faro nos dias 16 e 17 de Abril de 2005).
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3. Calado, M.M. & Gréacio, M.A., 2005. Estudo das caracteristicas morfométricas e
dos habitats de Planorbarius metidjensis (Gastropoda:Planorbidae) na regido do
Algarve. Acta Parasitologica Portuguesa; vol.12 (1-2): 19-20. (IX Congresso
Ibérico de Parasitologia que se realizou em Coimbra de 25 a 28 de Outubro de
2005).

4. M.M.Calado e M.A.A.Grécio, 2006. Caracterizacdo molecular de Planorbarius
metidjensis (Gastropoda:Planorbidae) com base nas sequencias parciais da
regido COl do DNA mitocondrial. Acta Parasitoldgica Portuguesa 13 (1/2):
66-67. (X Congresso Portugués de Parasitologia que se realizou em Lisboa, no
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, nos dias 23 e 24 de Novembro de
2006).

5. M.M. Calado & M.A.A. Grécio, 2007. Avaliacdo da variabilidade genética de
Planorbarius metidjensis (Gastropoda:Planorbidae) usando marcadores RAPD.
X Congresso Ibérico de Parasitologia que se realizou em Madrid de 15 a 20 de
Julho de 2007.



Capitulo 1

Introdugdo geral




Capitulo 1

1. Breves dados historicos sobre os moluscos

Os moluscos pertencem ao Phylo Mollusca que pelo estudo dos fdsseis, teriam
surgido na terra no periodo Cambrico, portanto ha cerca de 600 milhdes de anos. O nimero
actual de espécies de moluscos ndo é conhecida mas pensa-se que ela esteja muito préxima
do 150.000, em que cerca de 80.000 dessas espécies pertencem a Classe Gastropoda
(Malek & Cheng, 1974).

As primeiras referéncias a parasitas, em que estivessem envolvidos moluscos foram
feitas nos papiros de Eberes (1500 anos A.C) (Gréacio, 1981; Kloos & David, 2002),
levando a suspeitar que talvez correspondessem a infeccéo pelo Schistosoma haematobium.
Esta suposicdo foi no entanto confirmada pela descoberta em 1910, por Ruffer, entdo
professor de patologia na Escola Médica do Cairo, de ovos calcinados de S. haematobium
nos rins de duas mumias egipcias pertencentes a 2% dinastia (1000 a 1250 anos A.C)
(Malek, 1980; Gracio, 1981).

Mas, apesar de nestes tempos tdo remotos os moluscos desempenharem um papel
importante em satde publica é sé no século XVIII, com Swammerdan (1737), que se vem
a conhecer o verdadeiro papel que os moluscos desempenham como hospedeiros
intermediarios de parasitas. A partir dessa altura os bidlogos comecam a manifestar o seu
interesse pela Malacologia Médica, interesse esse que aumentou ainda mais quando no
principio do século XIX Bilharz descobriu o0 Schistosoma causador da bilharziose vesical
(1851) e com o conhecimento de que aquele parasita necessitava no seu ciclo de vida de
um hospedeiro intermediario que é um molusco de agua doce (Gracio, 1981).

A Malacologia, dado que estava ligada a doencas de caracter menos “agudo”, sé
muito lentamente se foi impondo, sendo que s6 nos ultimos anos, comegou a ser
reconhecida como uma importante area de Biologia Aplicada e da Parasitologia (Malek &

Cheng, 1974; Grécio, 1981).
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2. Moluscos hospedeiros intermedidrios com importancia
em Medicina

2.1. Generalidades sobre a classe Gastropoda

O Filo Mollusca engloba uma numerosa variedade de formas, mas s6 vamos
considerar neste capitulo, aqueles que de algum modo tém maior interesse em Medicina: 0s
Gastropoda.

Os gastropodes constituem a classe Gastropoda que inclue trés subclasses (Gréacio,
1981) das quais apenas nos vamos debrucar sobre a subclasse Pulmonata.

Os moluscos pulmonados com papel de hospedeiros intermediarios séo,
principalmente, caracdis terrestres e de adgua doce. Outros, contudo, sdo marinhos e de
aguas salobras. Ndo possuem branquias, e uma parte da cavidade do manto funciona como
um pulmao, dai a designacdo de pulmonados. A concha, quando presente, possui a forma
de uma rosca simples e regular. Os moluscos pulmonados s&o hermafroditas, normalmente
oviparos mas algumas vezes ovoviparos (Malek & Cheng, 1974 e Malek, 1980).

A subclasse Pulmonata esta dividida em trés ordens: Basommatophora,
Stylommatophora e Systollommatophora. Destas trés ordens apenas analisaremos a ordem
Basommatophora.

Os membros desta ordem sdo na sua maioria moluscos de agua doce. Possuem um
par de tentaculos contracteis em que os olhos se situam na base. A concha pode ser
discéidal, conica ou pateliforme. Os aparelhos genitais masculino e feminino abrem
separadamente para o0 exterior, mas as duas aberturas estdo localizadas muito perto uma da

outra (Malek & Cheng, 1974).
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2.2. Taxonomia da classe Gastropoda
Dentro das trés subclasses que constituem a classe Gastropoda apenas faremos

referéncia a taxonomia da subclasse Pulmonata, considerando que nesta subclasse estdo

incluidos os moluscos alvo do nosso estudo.

Tabela 1.1. - Classificacdo Taxonémica dos moluscos pertencentes a Classe Gastropoda.

(Adaptado de Malek & Cheng, 1974 e Gréacio, 1981).

Gastropoda
Pulmonata
Ordem
Basommatophora Systellommatophora Stylommatophora
/ (Moluscos terrestres)
(Moluscos de dgua doce) Familia P
T e Veronicellidae ¢ Familia:
Familia:

e Helicidae ¢

e Planorbidae ¢ e  Polygyridae ¢

e Lymnaeidae ¢ e Endodontidae

e  Physidae ¢ e  Heliceliidae ¢

e Ancylidae ¢ e  Succineidae

e  Achatinidae

(Moluscos de aguas salobras ou marinhas)

e Cionellidae ¢
Familia: e Bulimulidae
e  Siphonaridae e Enidae ¢
e  Garichiidae e  Zonitidae

(Moluscos anfibios/terrestres) (Lesmas)

Familia: Familia:
e Ellobidae e Limacidae
e  Carychiidae e Arionidae

e  Philomycidae

4 Moluscos com importancia em Medicina.
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3. Consideragdes gerais sobre Planorbarius metidjensis
(Forbes, 1838) e Bulinus truncatus (Audouin, 1827) de
Portugal

3.1. - Classificagdo taxondmica de Planorbarius metidjensis

Classe: Gastropoda
Subclasse: Pulmonata.
Ordem: Basommatophora
Familia: Planorbidae
Subfamilia: Planorbinae
Género: Planorbarius

3.2. - Caracteristicas morfoldgicas de P. metidjensis

3.2.1. - Estrutura da concha

P. metidjensis, molusco de agua doce, apresenta uma concha discéide, fragil, espira
formada por trés a quatro voltas arredondadas, com estrias transversais e longitudinais,
sendo as estrias longitudinais muito finas e mais aparentes nas primeiras voltas. Apresenta
uma sutura profunda e bastante umbilicada na face superior e quase plana na face inferior.
A abertura é de grandes dimensdes, arredondada e um pouco obliqua. De cor, geralmente,
amarela pélida, pode por vezes apresentar-se esbranquicada e translicida e a epiderme um
pouco espessa e castanha escura (Medeiros & Simdes, 1985) Os didmetros oscilam entre
13mm-17mm (diametro maior) e 6mm a 10mm (didmetro menor). Segundo Augusto
Nobre (1941) foram encontrados exemplares com 18mm de diametro maior e 10 mm de
didmetro menor.

Na Figura 1.1 (A-C) esta representada a concha de P. metidjensis em microscopia

electrénica de varrimento.
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SEarm 1Sarvez

Figura 1.1 — Concha de Planorbarius metidjensis.
A — Face inferior quase plana.
B — Face superior profundamente umbilicada.

C - Abertura muito grande, arredondada e levemente obligqua.

(Fotografias da autora)
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3.2.2. - Caracteristicas da rddula.

A rédula de P. metidjensis tal como a de qualquer Planorbidae é uma
membrana cartilaginosa, arredondada na extremidade anterior. Fica situada dentro
do bolbo bucal, perto da sua extremidade posterior. A extremidade anterior € visivel
através da boca quando o caracol se alimenta. A superficie superior esta coberta por
pequenissimos dentes, dispostos em inimeras fiadas transversais (Figura 1.2).
Cada fiada transversal é composta por um dente central de contorno trapezoidal,
provido de duas cuspides triangulares com Vvértices agugados. De um e outro lado
do dente central (Figura 1.2 - 1) dispdem-se os dentes laterais (Figura 1.2 - 2),
em numero de nove, provido de trés clspides agucadas nas extremidades, uma
cuspide central, 0 mesocone, mais largo que as duas cuspide laterais, o ectocone e 0
endocone. Aos dentes laterais seguem-se os dentes intermédios, em numero de
quatro cuja configuragdo é idéntica a dos anteriormente descritos mas mais

alongados e providos de um mesocone (Azevedo et al, 1954).

18K m =5 F=R-RE I

Figura 1.2 — Radula de P. metidjensis (Forbes, 1838).

(Fotografias da autora, tiradas em microscopia electrénica de varrimento)
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3.3. Importancia de Planorbarius metidjensis em Medicina

P. metidjensis, desempenha um importante papel como hospedeiro intermediario de
Schistosoma haematobium no Norte de Africa (Yacoubi et al, 1999), como (nico
hospedeiro intermediario de S. bovis em Salamanca (Ramajo-Martin, 1988), no Sudao
(com alguns casos descritos, Touassem & Jourdane, 1986) e, provavelmente, foi
hospedeiro natural de S. haematobium no Algarve (Bettencourt et al, 1922 e Azevedo et al,
1948). Néo havendo, nos ultimos anos relatos de infeccdo natural destes moluscos, varios
trabalhos experimentais tém sido realizados com o objectivo de estudar a susceptibilidade
do molusco ao parasita (Kechemir & Combes, 1988, Southgate et al, 1984 e Zekhnini, et al,

1997).

3.4. Consideragdes gerais sobre Bulinus truncatus

3.4.1. - Classificagdo taxondmica de B. truncatus

Classe Gastropoda
Subclasse: Pulmonata
Ordem: Basommatophora
Familia: Planorbidae
Subfamilia: Bulininae

Género: Bulinus

Durante algum tempo, a caracterizacdo de B. truncatus de Portugal ndo esteve
perfeitamente definida, havendo que considerar duas hipoteses: ou a de se tratar de uma
estirpe regional prépria do pais ou de se enquadrar no grupo de Bulinus da area
mediterranica (Cristo, 1967).

Ao longo dos tempos a identificacdo das espécies dentro deste grupo tem sido
bastante dificil, pois nem a morfologia da concha, nem a anatomia das partes moles dos

diversos exemplares ofereciam uma boa base de classificacdo especifica (Brown, 1994).
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Por vezes este grupo incluia um grande nimero de formas diferentes, sendo
algumas consideradas espécies distintas, outras subespécies e outras, ainda, estirpes locais
(Mandahl-Barth, 1957 e 1965). Com o desenvolvimento de técnicas enzimaticas e,
posteriormente, da biologia molecular tem vindo a ser possivel reagrupar as espécies nos

respectivos grupos.

3.4.2. - Distribuicdo geogrdfica e caracteristicas gerais

O geénero Bulinus (Muller, 1781) tem uma ampla distribuicdo geogréfica, que
engloba o Continente Africano, Médio Oriente e uma parte do Continente Europeu.
Morfologicamente, apresenta uma concha sinistral, com contorno oval ou quase cilindrica
no alto, e com forma de torre. A altura oscila entre 4 a 20 mm, mas no geral, os exemplares
comuns sdo pequenos, apenas com 5mm de altura, (Brown, 1994).

As espiras sdo geralmente de igual modo arredondadas. A abertura é grande e larga
em caracOis com uma espira baixa e relativamente pequena em exemplares com uma espira
alta. A margem da columela é estreita, mais ou menos torcida ou truncada. A escultura
consiste em fiadas (filas) arranjadas em espiral de pequenas impressdes transversais, ou
entdo a concha pode apresentar nervuras. O modo geral de arranjo dos dentes da radula é
semelhante a todos os membros dos Planorbidae. Na maioria das espécies, 4 a 7 dentes sdo
cuspidos. Os dentes laterais e marginais mostram, contudo, grandes variacGes a nivel
individual.

A pseudobranquia estd dobrada profundamente (o0 que os torna diferentes dos
Planorbinae). A genitalia também é diferente. O ovotestis (glandula hermafrodita) inclui
um pequeno namero de foliculos e a glandula prostatica € compacta e apresenta uma forma
de leque. A verga esta recolhida e enrolada no interior do saco vérgico. Quando se
encontra revirada para fora é bastante comprida e com forma de uma massa. O prepucio €
mais ou menos semelhante ao dos planorbidae. A vagina e o canal do receptaculo seminal

séo curtos (Cristo, 1967 e Brown, 1994).
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Morfologicamente, o B. truncatus (Figura.1.3) apresenta uma concha globosa,
com estriacdo regular, sinistrorsa. O vertice é agucado e a espira alongada nas duas
primeiras voltas. A columela é atenuada na base e o peristoma é direito, apenas
ligeiramente dobrado junto a base da columela. S&o moluscos tetraploides (2n=72) e
afélicos (Brown, 1994).

A grande variabilidade genética encontrada entre as populacbes de diferentes
regibes geograficas e confirmada através de estudos enzimaticos veio confirmar a origem
da tetraploidia, que caracteriza os B. truncatus (Biocca et al. 1979; Jelnes, 1979 e Wright
& Rollinson, 1981). Os seus habitats podem encontrar-se em aguas correntes ou paradas
(durante a época seca), sendo um caso de sucesso na colonizagdo de barragens e canais de

irrigagdo. (Brown, 1994).

Figura 1.3. — Bulinus truncatus (ampliag&o 40x).

A- fase dorsal da concha; B - fase ventral da concha
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3.4.3. - Importancia de Bulinus truncatus em Medicina

Moluscos B. truncatus tém sido registados como hospedeiros intermediarios (H.I)
de Schistosoma haematobium no Irdo, lraque, Siria, Egipto, Suddo e na Costa Norte
Africana. Para além deste parasita, esta espécie também estd identificada como sendo
hospedeiro intermediario de S. bovis e de trematodes Amphisytomidae, do geénero
Paramphistomum, os quais parasitam o gado bovino e caprino (Malek, 1980, Rollinson, et

al, 1997 e Moné et al, 2000).

4. - Distribuigdo geogrdfica de P. metidjensis e
B. truncatus

4.1. No mundo

Os moluscos P. metidjensis tém uma distribuicdo geografica muito restrita,
limitada a duas zonas: Mediterraneo Norte até a Peninsula Ibérica e Mediterraneo Sul até
Marrocos e Argélia.

Por outro lado, os moluscos do complexo B. truncatus/tropicus ao qual pertencem
0s moluscos da espécie B. truncatus distribuem-se por trés regides geograficas distintas:

Mediterraneo Norte e Sul e parte do continente africano (Brown, 1994).
4.2. Em Portugal

Segundo Augusto Nobre (1941), os moluscos P. metidjensis teriam uma ampla
distribuicdo geogréafica podendo encontrar-se praticamente ao longo de todo o pais. Por seu

lado, a espécie B. truncatus encontrava-se a norte de Portugal, mais concretamente, na
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regido de Moncdo, Rio Sousa, Porto, Matosinhos e Leca. Na zona centro, em Esmoriz,
Ovar, Aveiro e arredores de Coimbra.

Mais tarde foram encontrados varios exemplares de B. truncatus na regido do
Algarve, estendendo-se assim, a sua distribuicdo de norte a sul de Portugal (Azevedo &

Xavier, 1965 e Gréacio, 1983).

5. - A schistosomose
5.1. - A schistosomose no mundo

A schistosomose ocupa o segundo lugar entre as doencas parasitarias mais graves
(logo a seguir a malaria), no que respeita a0 nimero de pessoas infectadas e também a
extensdo das areas (tropicais e subtropicais) em que a doenca é endémica. Por outro lado, o
caracter cronico da doenga e 0 aumento progressivo e sustentdvel da morbilidade em
individuos ndo tratados resulta numa diminuicdo da capacidade produtiva e sofrimento
prolongado (Morel, 2000).

O impacte que a schistosomose tem em saude publica e a sua magnitude sdo bem
evidentes, tendo em conta os dados disponibilizados pela OMS em que mais de 600
milhGes de pessoas, em 74 paises, estdo em risco, mais de 200 milhdes de pessoas estdo
infectadas, das quais 20 milhées com gravidade, cerca de 120 milhdes apresentam

sintomatologia ligeira e 80 milhdes sdo assintomaticos (Gibodat, 2000).

5.2. A schistosomose em Portugal: breve retroperspectiva
histérica

A referéncia ao primeiro caso de schistosomose em Portugal remonta ao ano de
1921 na regido do Algarve, mais concretamente num foco em Tavira (Basto, 1921, cit,
Simbes & Medeiros, 1980). Em 1923 foi assinalado o foco de Alportel e em 1925, o foco
de Estoi (Azevedo, et al, 1948). As caracteristicas epidemioldgicas dos focos de Alportel e

de Est6i eram bastante semelhantes, o que ja ndo acontecia com o foco de Tavira que tinha
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caracteristicas muito especificas. Ainda em 1922, Bettencourt, et al, verificaram que o
molusco transmissor em Portugal de Schistosoma haematobium era o P. metidjensis (=
Planorbis dufourii). Estes autores confirmaram experimentalmente e no mesmo ano, a

susceptibilidade de P. metidjensis a S. haematobium.

No foco de Tavira 46 mulheres que utilizavam a dgua da fonte termal da Atalaia
para lavarem a roupa, assim como, um jovem rapaz que utilizava essa mesma fonte para
tomar banho, foram encontrados infectados, enquanto nos outros dois focos foram
registados individuos de ambos 0s sexos e com idades que oscilavam entre 12 e 25 anos.
Isto levou a que fosse pensado que a infeccdo destes doentes tivesse ocorrido em muitos
deles desde a infancia, devido ao facto de estes utilizarem a agua dos ribeiros da regido
para lavarem a roupa e tomarem banho. Nos anos que se seguiram, mais concretamente em
1933, 1935 e 1938 foram referenciados novos casos de doentes, registados em Minas de S.
Domingos, Fuzeta e Caldas de Monchique (Azevedo, et al, 1948). O primeiro caso de
schistosomose referenciado em Portugal despertou um grande interesse no mundo
cientifico, por ser o primeiro foco europeu a ficar devidamente registado, pois sobre a sua
ocorréncia na Europa apenas havia vagas referéncias a Espanha e Grécia. Para tentar
explicar o aparecimento deste foco foram emitidas varias hipdteses. Uma delas referia a
estreita relagdo entre o sul de Portugal e o norte de Africa, onde existiam focos endémicos
de schistosomose e para onde se estabeleceu uma notavel corrente migratéria do pais,
podendo assim a doenca ter sido trazida por emigrantes portugueses daquela zona do

continente africano.

Outra hipotese relacionava a antiguidade desta parasitose no Algarve com a
presenca dos &rabes na Peninsula por um largo periodo de tempo. As condi¢des favoraveis
a manutencdo da doenca, poderiam explicar que o parasita trazido pelos invasores, tanto
mais que entre estes se encontravam naturais do Egipto, pais mais remotamente conhecido
como foco da schistosomose e um dos mais infectados fosse introduzido e se mantivesse

em Portugal (Azevedo, et al, 1948).
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Apds longos anos de investigacdo nesta area, em 1960 a OMS declarou erradicada

esta parasitose em Portugal (Azevedo et al, 1969).
6. Ciclo de transmissdo de Schistosoma spp.

Ap0s a fecundagdo as fémeas libertam os ovos de Schistosoma spp, e que ocorre no
sistema vascular dos hospedeiros vertebrados parasitados (Gracio, 2001) (Figura 1.4).
Para que o ciclo, possa ter continuidade, os ovos deverdo ser excretados dos hospedeiros
definitivos (vertebrados) pela urina, no caso do S. haematobium (Figura 1.4 -1) ou pelas
fezes, no caso de S. mansoni (Figura 1.4 - 2), S. japonicum, S. mekongi e S. intercalatum,
e alcancar coleccBes de agua doce. Ja na &gua, do ovo vai eclodir o miracidio que ¢ a
primeira forma larvar aquética e de vida livre. O miracidio, bem sucedido, localiza e
penetra 0 molusco cuja espécie devera ser a espécie especifica. Neste, 0 miracidio vai
desenvolver-se até a fase de esporocisto, (segunda forma larvar). Dependendo da espécie,
0s esporocistos mae desenvolvem-se usualmente nos tecidos do pé, ou seja, na zona de
penetracdo do miracidio (Figura 1.4).

Nas semanas seguintes a primeira geracdo de esporocistos originam
assexuadamente os esporocistos filhos no molusco (Ivanchenko, 1999). Os esporocistos
filhos migram para o hepatopancreas que € o principal local de reproducdo assexuada
(Thompson, 1997 e Seica, 2002). A ultima geracdo de esporocistos ira gerar a terceira
forma larvar, a cercaria. Esta diferencia-se e é libertada do molusco. A cercéria € aquética,
de vida livre e tem a capacidade de infectar o hospedeiro vertebrado, penetrando
rapidamente através da pele. As larvas acabadas de penetrar, designadas por
schistosomulos, migram até ao seu habitat definitivo no sistema venoso do hospedeiro
definitivo onde vai ocorrer a diferenciacdo até parasitas adultos, macho e fémea
(Ivanchenko, 1999).

O ciclo de vida caracteriza-se por profundas transformacbes morfoldgicas e de

répidas adaptagdes fisiologicas, necessarias as variagdes de temperatura com que o parasita
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se depara nas trocas de hospedeiro e ambiente. Sdo ainda pouco claros 0s mecanismos
moleculares que determinam esses processos, tais como, a troca de sinais entre hospedeiros
e parasitas, entre 0 ambiente e os parasitas e entre ambos os sexos dos parasitas (Valle, et

al, 1999, cit. Seiga, 2002).

Hospedeiro definitivo:

Manifestagdes
patolégicas

Vermes adultos

Ciclo de
transmissdo

Cercdria

Ovos

S o Miracidio
Hospedeiro intermedidrio:
molusco de dgua doce

Figura 1.4. — Ciclo de transmisséo de Schistosoma spp.
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7. Relagdo Parasita/Molusco
7.1. - Interacgdo Schistosoma spp/Molusco

Os trematodes digenéticos parasitas tém uma relacdo muito intima com 0s seus
hospedeiros intermediarios - moluscos gastropodes (Lockyer et al, 2004).

No estudo das interac¢cGes parasita - molusco o modelo experimental mais utilizado
é S. mansoni e Biomphalaria glabrata (Théron et al., 1997, Connors et al., 1998; e Sire et
al., 2001). Para que haja sucesso na infeccdo do molusco pelo parasita é necessario que se
verifigue compatibilidade entre o hospedeiro e o parasita. Para tal, deverd existir
concordancia entre a capacidade do parasita para encontrar e penetrar o seu hospedeiro e o
evitar ou suprimir a sua resposta imune. Ambos 0os mecanismos possuem bases genéticas
complexas, apresentando por isso, variacdo entre as populacGes de parasitas e hospedeiros
(Adema & Loker, 1997 e Lockyer et al, 2004).

Uma das caracteristicas da interac¢do entre o trematode e o molusco é o elevado
grau de especificidade que estes apresentam (van der Knaap & Loker, 1990). S. mansoni, 0
trematode mais estudado, parece estar estritamente relacionado com algumas espeécies de
moluscos do género Biomphalaria. S. haematobium parasita principalmente determinadas
especies de moluscos do genero Bulinus (Adema et al, 1997) e, com alguma excepcao o
Planorbarius metidjensis (Yacoubi, 1999) e Ferrissia tenuis (Malek, 1980).

A especificidade do trematode em relacdo ao seu hospedeiro ndo pode ser apenas
atribuida ao comportamento dos miracidios (Adema & Loker, 1997 e Lockyer et al, 2004).
Efectivamente, os miracidios podem penetrar os moluscos sem que, contudo, consigam
prosseguir o seu desenvolvimento. Por isso, parte do desafio do estudo da biologia dos
trematodes € o de compreender a sua dependéncia relativamente ao seu hospedeiro
intermediario (Preston & Southgate, 1994).

As relagdes de antagonismo dindmico, nas quais o parasita tem forte influéncia na
fisiologia do seu hospedeiro, sdo altamente especificas e podem, ocasionalmente,

demonstrar uma co-especiacao.

25



Capitulo 1

A existéncia de uma co-evolucdo moluscos - trematodes é cada vez mais evidente,
tanto a nivel celular como a nivel de populacdes. A elucidacdo das relagcbes entre 0s
trematodes e os gastropodes podera fornecer novas possibilidades de intervengdo para

reduzir o impacte destas doencas parasitarias na satide humana (Lockyer et al, 2004).

7.2. - Breves referéncias a teoria da co-evolugdo.

A teoria da co-evolucdo defende a ocorréncia de modificacbes genéticas
reciprocamente adaptativas, em populacfes interactivas, podendo dai resultar a continua
selec¢cdo das mesmas (Woolhouse &Webster, 2000). Esta teoria € aplicavel as interacgdes
molusco-Schistosoma spp, uma vez que ja se sabe que a susceptibilidade do hospedeiro e a
capacidade infectante do parasita sdo geneticamente variaveis (Woolhouse, 1990). Porém,
para que os polimorfismos destas caracteristicas possam ser explicados por esta hipotese,
ter-se-ia estabelecido entre eles uma seleccdo genética, facto que é muito dificil de

demonstrar (Adema & Loker, 1997, Woolhouse & Webster, 2000 e Webster et al, 2001a,b).

A evidéncia mais vezes referenciada em favor da teoria da co-evolucdo é a
adaptacdo local, que consiste numa maior compatibilidade de combinac¢des hospedeiro-
parasita simpatricos, relativamente as alopatricas (Southgate, 1997, Sire et al, 2001 e
Webster et al, 2001), a qual tem sido proposta como “uma regra” ecoldgica por ser vista
como sendo consistente com correlacBes genéticas entre susceptibilidade do hospedeiro e a
capacidade infectante do parasita (Woolhouse &Webster, 2000).

Um dos pré-requisitos para a adaptacdo local é a diferenciacdo espacial nas
populacbes hospedeiras. Assim, a probabilidade de ocorréncia de adaptacdo local varia
consoante os padrées de diferenciacdo espacial, sendo maior em locais heterogéneos, como

por exemplo rios com diferentes caracteristicas gerais (Webster, 2001).

Existem, no entanto, outras explicacBes possiveis para estes polimorfismos, em que uma
delas, consiste na ocorréncia de trocas genéticas e respectivas consequéncias que poderdo

ter particular importancia em sistemas dispersos com pequenas populacgdes locais e baixas
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taxas migratorias (Woolhouse &Webster, 2000 e Webster et al, 2001a,b). De facto, a
variabilidade regional dos padrdes de contacto humano com a &agua e consequente
contaminag&o dos rios com 0s excretas e dos factores ambientais que favorecem a infecgéo
dos moluscos com miracidio de Schistosoma spp (Tchuenté et al, 1999 e Théron et al,
1997), é indicativa de que nas interaccGes molusco-parasita estas heterogeneidades co-
evolutivas sdo provaveis. Rios pouco profundos, de caracter temporario podem também
representar “pontos quentes co-evolutivos”, visto proporcionarem maior contacto humano
e portanto mais pressdo sobre o parasita, do que em rios permanentes (Webster & Davies,

2001).

Poderd também considerar-se a hipdtese do “custo da resisténcia”, na qual se
defende que o hospedeiro ao investir na resisténcia aos parasitas, ird sacrificar outras
componentes da sua capacidade competitiva. Um exemplo deste caso, € encontrado em
moluscos planorbidios que sendo resistentes a infec¢do por Schistosoma spp, tém também
a fertilidade reduzida (Thompson, 1997, Woolhouse & Webster, 2000 e Lockeyer et al,
2004).

A teoria da co-evolugdo pressupde que a frequéncia do gendtipo do parasita segue a
frequéncia do gendtipo do hospedeiro, sendo os gen6tipos mais comuns do hospedeiro
mais susceptiveis a parasitas simpatricos (Dabo et al, 1997). No entanto, existem
excepcbes, em que as combinacBes alopatricas sdo mais compativeis (Woolhouse
&Webster, 2000 e Webster et al, 2001a,b). Para explicar este facto, Morand et al (1996)
referiram que s6 ap6s um determinado periodo de tempo de adaptagdo, é que a frequéncia
da capacidade infectante nos parasitas acompanha a ocorréncia dos alelos de resisténcia

dos hospedeiros.

Dada a complexidade da dindmica dos sistemas hospedeiros-parasitas e as
condigdes relativamente instaveis que caracterizam muitos dos seus habitats, os genétipos
mais comuns poderdo variar tanto no tempo como no espaco (Woolhouse & Webster, 2000

e Lockeyer et al, 2004), Também, determinada espécie de molusco pode servir de
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hospedeiro, em simultaneo, a varias espécies de trematodes e de outros parasitas,
ampliando assim, a resposta evolutiva (Adema & Loker, 1997 e Lockyer et al, 2004).

Com base apenas em padrdes geograficos da susceptibilidade do hospedeiro e
capacidade infectante do parasita como adaptacao local torna-se dificil a investigacdo da
problematica da co-evolucdo, uma vez que esta por si s6 ndo invalida outras hipoteses.
(Woolhouse & Webster, 2000 e Lockeyer et al, 2004).

A chave para um melhor conhecimento da dindmica e caracterizacdo genética de
moluscos e de Schistosoma spp em diferentes contextos experimentais, sera a avaliacdo
com marcadores moleculares codominantes apropriados aos niveis de fluxo genético entre
populacOes locais e a sua importancia na manutencdo de uma estabilidade dindmica e
diversidade genética regionais de forma a possibilitar a aplicacdo de métodos genéticos ao
controlo da schistosomose (Bayne & Loker, 1987, Théron, et al, 1997, Sire, et al, 2001 e

Webster et al, 2001).

7.3. - Compatibilidade Parasita-Molusco

O grau de compatibilidade entre o Schistosoma spp e o molusco, hospedeiro
intermediario, é determinado pela influéncia relativa dos genes para a capacidade
infectante do parasita e 0s genes de resisténcia do hospedeiro (Bayne & Loker, 1987). Por
exemplo, o desenvolvimento de S. mansoni no molusco hospedeiro B. glabrata é
influenciado pelo nimero de parasitas e pelas caracteristicas genéticas do molusco (Lewis
et al, 1997 e Seica, 2002).

Em 1975, Richards expondo estirpes de B. glabrata a miracidios de S. mansoni com
diferentes graus de infectividade, demonstrou que esta apresenta bases genéticas em que,
pelo menos, um dos factores esta ligado ao sexo.

Outro aspecto do controlo genético da capacidade infectante é o dos parasitas

hibridos conseguirem infectar um maior leque de hospedeiros intermediarios do que cada
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uma das espécies parentais (Bayne & Loker, 1987), E o caso de S. haematobium e S.
intercaltum dos Camardes que se desenvolvem apenas em Bulinus rohlfsi e B. forskalii
respectivamente, mas os seus hibridos F; conseguem desenvolver-se em ambos 0s
hospedeiros (Preston & Southgate, 1994). Neste caso, em particular a capacidade
infectante do miracidio hibrido, face aos hospedeiros intermediarios, favorecera a quebra
de barreiras entre estas duas espécies proximas e que, provavelmente, se diferenciaram
originalmente devido a barreiras geogréaficas.

A auséncia de uma verdadeira hibridacdo entre espécies de Schistosoma que
utilizam diferentes geéneros de moluscos como hospedeiros intermediarios, reflecte a
grande distancia filogenética entre as espécies de parasitas, a qual, por sua vez, se deve a
raridade com que ocorre mudanca para um outro molusco que pertenga a um outro género
ou familia. Quando esta alteracdo ocorre, as barreiras reprodutivas entre os dois grupos de
especies iniciais poderdo ser fortalecidas pelo fracasso do miracidio hibrido infectar
moluscos de qualquer uma das linhagens parentais, ndo devendo, contudo, ser excluidos

outros mecanismos de isolamento (Adema & Loker, 1997 e Lockyer et al, 2004).

7.4. - A especificidade do hospedeiro e a infecgdo

Como ja foi referido anteriormente, a especificidade é uma das caracteristicas mais
importantes na interac¢do trematode-molusco. Assim, em ambientes aquaticos habitados
por diferentes espécies de moluscos, cada espécie de hospedeiro €, normalmente, infectada
com uma forma larvar de uma espécie de trematode, apesar de grande variedade de
miracidios que se encontra na agua.

Os trematodes mostram uma alta especificidade para os moluscos hospedeiros
intermediarios, (mais do que em relacdo aos seus hospedeiros definitivos), sendo sé certas
espéecies compativeis, isto é, o parasita reconhece, penetra e desenvolve-se dentro do
molusco. A maior parte dos treméatodes pode desenvolver-se com sucesso numa simples

familia de moluscos ou em varias espécies (Lockyer et al, 2004).

29



Capitulo 1

Esta compatibilidade é a consequéncia directa das complexas interaccBes entre o
molusco e o trematode e pode ser considerada como um conjunto de efeitos fisiol6gicos e
comportamentais (Lockyer et al, 2004).

Quer a susceptibilidade do molusco quer a capacidade infectante do parasita
contribuem para uma relacdo altamente especifica. Por exemplo, algumas estirpes de S.
mansoni que se adaptaram a B. tenagophila, mas ndo conseguem infectar B. glabrata e
vice-versa (Paraense & Correia, 1963, 1978 & Lockyer, et al, 2004,).

A resisténcia genética ou inata nos moluscos tem vindo a ser estudada usando
estirpes de laboratério, nomeadamente linhas de B. glabrata geneticamente bem definidas
e mantidas em laboratorio durante varios anos (Lewis, et al, 2003) permitindo o controlo
fenotipico e de outras variaveis (Webster & Davies, 2001). Estudos em que sdo usadas
estirpes de laboratério para a determinacdo da susceptibilidade genética de moluscos,
demonstraram que ela pode ser herdada (Richards et al, 1992). Assim, em moluscos
juvenis aparecem genes maltiplos com pelo menos quatro genes interactivos cada um com
alelos multiplos (Richards & Merrit, 1972). Em estudos similares em moluscos adultos,
foram identificados pelo menos dois genes dominantes que conferem a resisténcia, o gene
R (Richards, 1975) e o gene Mr (Richards, 1984). Também outros métodos, tais como,
RAPD (Randon amplified polymorphic DNA) foram utilizados na pesquisa de marcadores
associados a resisténcia em B. glabrata (Knight et al, 1999; Abdel-Hamid et al, 1999 e
2006). Embora, cada uma das relacGes individuais seja especifica, algumas espécies de
moluscos sdo susceptiveis a mais de uma espécie de parasita, 0 que implica que uma
infeccdo multipla possa ocorrer (Lie et al., 1965 cit Lockyer et al, 2004).

A penetragdo do miracidio no hospedeiro “errado” pode, normalmente, resultar na
eliminacdo do parasita incompativel. No caso, em que 0 parasita consiga sobreviver ao
sistema de defesa interno do molusco, entdo a infeccdo pode persistir. Desde entdo,
infeccdes em curso com anfistomas ou echinostomas, védo interferir com o sistema de
defesa interno do molusco hospedeiro, o que pode favorecer o hospedeiro a alterar desta

maneira, a presenca de outras espécies de digenea infectando o mesmo molusco hospedeiro.
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O efeito supressivo de uma infeccdo parasitaria pode permitir uma eventual

adaptacédo de outros parasitas a um novo hospedeiro (Lockyer et al, 2004).

7.5. - Sobrevivéncia e longevidade dos moluscos.

O efeito da infeccdo de treméatodes na sobrevivéncia e longevidade dos moluscos
tem consequéncias importantes, no que diz respeito, a prevaléncia do parasita e dindmica
da populacdo hospedeira. Embora elevadas taxas de mortalidade caracterizem a infeccdo
por trematodes, alguns autores tém descrito casos excepcionais de longevidade de
moluscos que se encontram parasitados, nomeadamente quando se encontram parasitados
com alguma espécie de Schistosoma. Muitos factores poderdo estar envolvidos na
determinacéo da sobrevivéncia e longevidade, incluindo a intensidade da infec¢éo, nutri¢éo
do hospedeiro e a compatibilidade entre estirpes de parasitas e hospedeiros que se

encontram envolvidos (Thompson, 1997).

Também a perda da capacidade reprodutiva do molusco hospedeiro intermediario,
normalmente denominada castragdo parasitaria, € uma caracteristica comum de muitas
interaccdes trematode-molusco (Thompson, 1997). Quando invadem o hepatopancreas
(glandula digestiva), os parasitas originam a ruptura da membrana que o envolve. O
aparelho reprodutivo do molusco pode também ser directa ou indirectamente danificado

pela acumulacdo de parasitas nos tecidos (Gracio, 1988).

Outros autores verificaram que a inibicdo de crescimento das génadas em adultos
de B. glabrata infectados com S. mansoni se iniciou durante o desenvolvimento do
esporocistos mée e, tanto a maturacdo de odcitos como a espermatogenese foram afectados
aquando do desenvolvimento das cercérias. Existe ainda a hip6tese de que o efeito da
infecc@o sobre a reproducdo do hospedeiro resulte de um efeito hormonal induzido pelo

parasitismo (Crews & Yoshino, 1989).
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8. Estratégias moleculares aplicadas ao estudo de
moluscos.

A infeccdo do trematode no molusco pode ser estudada ao nivel da expressdo
génica. As alteracGes na expressdo génica quer no Schistosoma, quer no molusco (H.I)
pode ser investigada usando técnicas de expressdo génica comparativas, cujo objectivo visa
a identificacdo de novos genes que possam estar envolvidos na interacgdo entre o
Schistosoma e o seu hospedeiro intermediério (Minchela et al, 1995 & Lockyer et al, 2004)
ou ainda de marcadores relacionados com a identificacdo de marcadores genéticos
associados a resisténcia do molusco em relacdo ao parasita (Larson et al, 1996; Knight et

al, 1999; Abdel-Hamiz et al., 1999 e 2006)

O desenvolvimento do projecto “Sequenciacdo do Genoma da Biomphalaria
glabrata”, permite ter esperancas num rapido progresso na identificacdo de uma estratégia
chave que controle o desenvolvimento do trematode no hospedeiro intermediario (Raghvan
& Kbnight, 2006), assim como, numa identificacdo dos genes de resisténcia no molusco
para um melhor conhecimento da epidemiologia da schistosomose (Knight et al, 1999 e

2000).

Uma vez, identificada a transcricdo associada com a resisténcia, a fase seguinte
envolvera o esclarecimento desta funcéo, utilizando talvez a linha celular embrionéria de B.
glabrata (Yoshino et al, 1999), com a qual o desenvolvimento do trematode intra-molusco
pode ser estudado in vitro. Métodos apropriados de manipulacdo genética (criacdo de
mutacdes com vista a aquisicdo ou perda de determinadas fungdes/capacidade), com base
no estudo destas linhas celulares, comecam agora a ser desenvolvidos, o que vai permitir
uma maior investigacdo sobre o papel dos genes resistentes e a sua interaccdo com o

trematode,

Neste sentido o0 uso de “genes silenciosos” ou métodos de inactivacdo envolvendo a
inibicdo da expressdo dos genes, cujo objectivo seria 0 conhecimento da transcri¢ao

envolvendo a interaccdo molusco-trematode, o que poderia aumentar o nimero de funcgdes
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celulares identificadas ou permitir o desenvolvimento de moluscos trangénicos resistentes
aos trematodes (Lockyer et al, 2004). Além disso, o desenvolvimento destes moluscos
levaria a determinacdo de mecanismos de resisténcia a farmacos, patogenia, variabilidade,
etc., proporcionando meios para uma mais facil identificacgio de novos alvos

quimioterapéuticos e desenvolvimento de vacinas (Williams et al, 1999).

8.1. - Caracterizagdo genética.

A caracterizacdo das diferentes espécies de moluscos baseava-se apenas em dados
fenotipicos (caracteristicas morfologicas da concha e partes moles), 0s quais se mostraram
insuficientes para distinguir espécies e subespecies (Malek & Cheng, 1974 e Brown,
1994). A caracterizacdo genética dos moluscos é mais uma das alternativas para
quantificar a sua diversidade. Actualmente, 0os marcadores genéticos sdo sem duvida a
principal ferramenta para descrever os padrdes de variabilidade genética de uma populagéo
natural, e com a sua utilizacgdo € possivel também quantificar a variabilidade
intrapopulacional ou até mesmo usar esta informacao para se avaliar a distribuicdo desta
entre as populacbes naturais (Grande et al, 2004). Entretanto, a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro das populacdes esta relacionada com alguns factores
intrinsecos a espécie, como por exemplo, o tipo de reproducdo, bem como alguns factores
ambientais que possam influenciar ou direccionar de forma agregada esta distribuigéo

(Gow et al, 2004).

8.2. - Marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares sao definidos como todo e qualquer genoétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de ADN. A sequéncia de
nucledtidos e a fungdo de um marcador molecular podem ou nédo ser conhecidas (Serrano

& Garcia Lobo, 1992).
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Nos ultimos anos, o desenvolvimento tecnoldgico na area dos marcadores
moleculares tem dado passos de gigante, principalmente, com a tecnologia de ADN
recombinante e a descoberta da amplificacdo de segmentos de ADN por via da Reac¢do em
Cadeia de Polimerase (PCR). Varias técnicas tém vindo a ser aferidas e as analises
moleculares mostram-se acessiveis e eficientes e, aliadas ao desenvolvimento de novos
métodos estatisticos permitem a manipulacdo de grande quantidade de dados. Os
marcadores genéticos sdo “loci” que apresentam caracteristicas detectaveis que podem
diferir entre individuos, observando-se variacdo nas sequéncias de ADN, que podem ser

reveladas mediante diferentes técnicas (Mcpherson et al, 1992).

A aplicacdo de técnicas moleculares no estudo das espécies de moluscos com
importancia em Medicina, principalmente dos géneros Bulinus e Biomphalaria (Rollinson,
et al, 1998) tém servido, principalmente, para caracterizar e identificar os hospedeiros
intermediarios na perspectiva de aprofundar o conhecimento sobre a relagdo destas
espécies e Schistosoma spp. Das diversas técnicas que tém vindo a ser desenvolvidas e
utilizadas no estudo da variabilidade genética das populacdes de moluscos de agua doce

com importancia médica, destacamos as seguintes:

8.2.1. ADN mitocondrial.

O ADN mitocondrial (mtDNA) foi descoberto em 1960 e desde entdo, tem sido

usado como uma importante ferramenta na analise genética das popula¢fes de moluscos.

Uma caracteristica importante do ADN mitocondrial, para além da simples
organizacdo da sua molécula e da heranca materna € a sua alta taxa de evolugcdo. O ADN
mitocondrial evolui 10 vezes mais rapidamente que o ADN nuclear, pois ndo existem

mecanismos de reparo nesta molécula (Serrano & Garcia Lobo, 1992).

O genoma mitocondrial é gerado maternalmente, ndo sofrendo portanto
recombinacdo. A heranca materna possibilita que esta molécula seja usada como um

importante marcador molecular, com o objectivo de tracar a historia evolutiva de uma
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determinada espécie e determinar a filogenia entre as populacdes existentes,

independentemente de terem sofrido efeitos de adaptacdo e/ou selecgéo.

A andlise sequencial do gene COI (Cytochrome oxidase subunit 1), tem permitido ir
mais longe no conhecimento da variabilidade morfoldgica, assim como, nas relagGes
filogeneticas entre espécies de diferentes grupos (Stothard et al, 1997, 2002b e Jérgensen

et al, 2007).

8.2.2. - RAPD (Amplificaagdo Aleatéria de Polimorfismos de
ADN).

A técnica de RAPD (amplificacdo aleatdria de polimorfismos de ADN) é uma das
variantes da técnica de PCR, a qual vai amplificar regides do ADN sem que haja a
necessidade do conhecimento prévio das sequéncias do organismo em estudo, ou seja, ndo
necessita de oligonucledétidos especificos (Williams et al, 1990). Os produtos polimérficos
sdo gerados pela amplificacdo de fragmentos de ADN através de pequenos
oligonucleotidos (“primers”) de sequéncias aleatorias e sob condi¢des de baixa estrigéncia

(Welsh & McClelland, 1990 e Williams et al, 1990).

Esta técnica tem sido usada na diferenciacdo de organismos nos mais variados
estudos (Williams et al, 1993, cit Larson et al, 1996). Nos anos noventa do seculo XX, esta
técnica foi aplicada aos estudos da diversidade genética dos moluscos pertencentes ao
género Bulinus que tem um papel relevante como hospedeiros intermediarios de S.
haematobium (Langand, et al, 1993), e na detec¢do do polimorfismo intraespecifico e
interespecifico das diversas espécies e estirpes de Schistosoma (Neto et al, 1993). Também
Vidigal et al (1994, 1998), que aplicaram a técnica de RAPD no estudo dos moluscos da
espéecie B. glabrata, demonstraram que era possivel distinguir populacdes oriundas de

diferentes localizagdes do Brasil, evidenciando a diversidade genética entre elas.
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As principais limitacbes dos marcadores RAPD estdo relacionadas com o baixo
contetdo de informacdo genética por “locus”. Apenas um alelo é detectado e os gendtipos
heterozigoticos ndo podem ser diferenciados dos homozigéticos, fazendo com que o0s
resultados tenham pouca aplicabilidade em anélises filogenéticas. Para que seja possivel a
obtencdo de resultados robustos que permitam uma analise filogenética confiante, existe a
necessidade de criar “primers” especificos que permitam sem qualquer incerteza uma

identificacdo de espécies em que tal tem sido dificil (Jones et al, 1997).

8.2.3. Operdes do ARN ribossomal

Os ribossomas sdo organelos citoplasmaticos que ocorrem em todos 0s Seres Vivos.
A sua estrutura é formada através de grandes complexos de proteinas e &cidos

ribonucleicos, formando subunidades.

Os operdes de ARN ribossomal nos quais estdo contidas as regides ITS1e ITS2 e 0
gene do ARNr 5.8S tém sido utilizados em estudos taxonémicos envolvendo espécies de
diferentes regides geograficas, as quais permitem a construcdo de filogenias (Vidigal et al,
2004), em estudos de variabilidade genética entre espécies muito proximas (Sthotard et al,
1996) e na identificacdo de moluscos com importancia médica e veterinaria (Rollinson &

Kane, 1991).
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2.1- Introdugdo.

O estudo da distribuicdo geografica dos moluscos de &gua doce, hospedeiros
intermediarios de Schistosoma spp (agentes etioldgicos da schistosomose) € indispensavel,
ndo s6 para a determinacdo de focos de transmissdo, como também para avaliar 0 risco
potencial da dispersdo dos parasitas (Grécio, 1983).

A schistosomose é reconhecida como uma das mais importantes parasitoses que
afectam os humanos e tem como principais agentes etioldgicos, Schistosoma mansoni, S.
haematobium, S. japonicum e S. intercatalum. Quanto ao S. bovis, parasita de animais,
pode também, eventualmente, parasitar os humanos.

Considerando que no inicio do século passado, foi detectada a existéncia de focos
autoctones de schistosomose vesical em determinadas regifes do Algarve (Azevedo et al,
1948) e que dispomos apenas de inqueritos malacoldgicos feitos ha ja algumas décadas
(Nobre, 1941 e Gréacio, 1981, 1983), o presente estudo teve como objectivo contribuir para
um conhecimento actualizado da distribuicdo geografica de Planorbarius metidjensis e da

sua bioecologia.
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2.2. - Material e métodos

Os estudos realizados por Azevedo (1948) e Grécio, (1983) sobre a distribuicéo
geogréfica e caracterizacdo dos habitats de Planorbarius metidjensis serviram de base para
a planificacao deste nosso trabalho.

Os inquéritos malacologicos foram realizados no periodo de 2001 a 2005 de norte a
sul de Portugal e as colheitas executaram-se segundo o método de captura por individuo,
em espaco e tempo determinado. Para o registo das coordenadas geograficas de cada um
dos habitats foi utilizado o GPS (Global Position System).

Os exemplares de moluscos foram recolhidos manualmente com ou sem auxilio de
pincas metalicas e, quando foi necessario devido a profundidade da agua, também foi
utilizada uma rede metalica. Os moluscos foram colocados em recipientes de PVC com
tampa, nos quais foi introduzido um pouco da agua do habitat. Estes recipientes foram
transportados para o laboratorio e ai, foi dado diferente destino aos moluscos; de acordo o
plano de trabalho: identificacdo, manutencgéo e proliferacdo em laboratério, pesquisa sobre
eventuais infecgdes naturais por trematodes e estudos moleculares.

Para a identificacdo e caracterizacdo dos habitats foi mantido o modelo de ficha de
registos utilizado por Gréacio, nos seus inquéritos malacolégicos (Anexo 1).

Na classificacao do tipo fisico e caracter dos habitats identificados foram utilizados
0s critérios estabelecidos por Azevedo & Medeiros (1955). Assim, quanto ao tipo fisico
foram classificados em ribeiros (as), rios, pequenos caudais de agua, tanques, charcos,
pocas e canais de irrigacdo e quanto ao caracter em permanentes e temporarios.

No que se refere a natureza dos habitats, foram considerados trés tipos: natural,
antropico e misto, consoante a intervencao ou ndo do homem.

Para a caracterizacdo bio-ecoldgica dos habitats foram tidos em conta alguns dos
factores que directamente influenciam a vida dos moluscos, nomeadamente o tipo de

substrato, a vegetacdo na agua e em volta do habitat, presenca ou ndo de outros animais,
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temperatura e pH da agua. O pH e a temperatura da agua foram medidos com um conjunto
de medicédo de pH “OAKLON”".

Relativamente ao tipo de vegetacdo e substrato foram observados visualmente e
classificados com base no protocolo estabelecido para a caracterizacdo dos habitats
(Anexo 1).

Na andlise de dados, foi utilizado o Programa SPSS versdo 12. Depois de efectuar
uma analise exploratoria e descritiva das principais variaveis em estudo, verificamos as
condicdes de aplicabilidade de técnicas estatisticas paramétricas. Dado que 0s pressupostos
de normalidade e homogeneidade das variancias falharam frequentemente, optamos por
técnicas ndo-paramétricas (Siegel & Castellan, 1988), nomeadamente, o teste Kruskal-
Wallis para comparar, em termos medianos, as Véarias caracteristicas morfométricas nos
habitats em estudo. Foram também realizadas as Comparagdes Multiplas para identificar
qual e quais 0s pares que sdo responsaveis pela rejeicdo da hipotese nula (Morrinson,
2002). Os testes de Mann-Whitney-Wilcoxon foram também utilizados para o estudo de
grupos independentes e o coeficiente de correlagdo ndo-paramétrico de Sperman foi usado
para a correlacdo entre pares de variaveis em estudo.

Para a elaboracdo do mapa da distribuicdo geografica dos habitats com base nas
coordenadas recolhidas pelo GPS foi utilizado o Sistema de Informacdo Geografica com a

aplicacdo do programa ArcWiew verséo 3.0.
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2.3. - Resultados

2.3.1.- Distribuigdo geogrdfica e identificagdo dos
habitats

Foram identificados e caracterizados 38 habitats de P. metidjensis em 9 distritos de

Portugal continental, nos quais se colheram 3219 moluscos (Figura 2.1).

® Locais de calheita
373-38
38-3.95

« 395-408

« 408-4186

w + 416-427

# [ Limite Portugal Continental

Figura 2.1. - Distribuicéo geogréfica dos locais com habitats de
P. metidjensis. (Foi utilizado o Programa ArcView versao3.0)
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Na Figura 2.1. estdo assinalados os locais onde registamos os habitats, ndo tendo
sido possivel diferenciar todos, dada a proximidade entre eles.

Dos 38 habitats estudados, 4 (10,52%) foram encontrados no distrito de Beja, 12
(31,58%) no distrito de Faro, 5 (13,16%) no distrito de Evora, 3 (7,9%) no distrito de
Setubal, 6 (15,8%) no distrito de Coimbra e 2 (5,26%) em cada um dos seguintes distritos:

Portalegre, Guarda, Lishoa e Viseu (Figura 2.2).

Bjp Gimm Boa  Fo Godh lisma Rrdeye  Sedd M

Figura 2.2 - Numero de habitats identificados e a sua distribuicdo nos diferentes distritos.

Quanto a distribuicdo e numero dos moluscos colhidos nos diferentes distritos, o
distrito de Faro foi o que registou 0 maior nimero de moluscos, com um total de 1453
(45,1%), seguindo-se o de Evora com 597 (18,5%), o de Coimbra com 316 (9,8%), o de
Beja com 245 (7,6%), o de Viseu com 184 (5,7%), o de Setubal com 146 (4,5%), o de
Guarda com 118 (3,7%), o de Portalegre com 110 (3,4%) e o de Lisboa com 50 (1,6%)
(Figura 2.3).

42



Capitulo 2

1600 - 1453
1400 -|
1200 -|
1000 -|
800
600

400+

Beja Coimbra Evora Faro Guarda Lishoa Portalegre Setubal Viseu

Distritos

Figura 2.3. - Numero de moluscos colhidos em cada um dos nos nove distritos
estudados.

Na Tabela 2.1 estdo registados 0 nimero e a média de moluscos colhidos nos
diferentes habitats, verificando-se que, dos 38 habitats, 4 foram observados 17 vezes e
neles colectados um total de 1557 moluscos (estes habitats foram seleccionados para o

estudo da dindmica de populacGes a desenvolver no capitulo seguinte).

Tabela 2.1 — Habitats e média de moluscos colhidos por observacdo
nos diferentes habitats.

N° de Média dos moluscos

Distrito Habitat moluscos colectados/obs.
Beja Alqueva 25 25
Beja Alvito 53 53
Beja Penilhos (1) 86 43
Beja Penilhos (2) 81 405
Coimbra Rib. Eiras (1) 66 33
Coimbra Rib. Eiras (2) 84 42
Coimbra Rib. S. Paulo (1) 21 105
Coimbra Rib. S. Paulo (2) 23 115
Coimbra Rib. Souselas (1) 53 26,5
Coimbra Rib. Souselas (2) 69 345
Evora Mitra 8 8
Evora Rib. Alcagovas 37 37
Evora Rib. Escoural 405 23,8
Evora Rib. S.Lourengo (Mourdo) 85 213
Evora Rib. Valverde 62 31
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Tabela 2.1 (cont.) — Habitats e média de moluscos colhidos por observacdo
nos diferentes habitats.

Média dos moluscos

_— . °
Distrito Habitat N° de moluscos colectados/obs.
Faro Binanciate (1) 61 305
Faro Binanciate (2) 28 14
Faro Pincho (1) 65 325
Faro Pincho (2) 39 195
Faro Pincho (3) 34 17
Faro Porto de Lagos 15 15
Faro Rib. Altura 36 36
Faro Rib. Boina 822 48 4
Faro Rib. Monchique 40 6,6
Faro Rib. Seco (Estéi) 268 15,8
Faro Rib. S. B. Alportel 36 36
Faro V. Lobo (Algarve) 9 9
Guarda Rebolosa 90 90
Guarda Rio Cda (Sabugal) o8 o8
Lisboa Rib. Canecas 6 6
Lisboa V. Lobos (Sintra) 44 1
Portalegre Esperanga 57 53
Portalegre Portalegre 53 57
. Monte Novo

Setibal (6réndola) 17 17
Setbal Rio da Figueira 98 12,3
Setlbal Sesimbra 31 39
Viseu Rib. Rebordal 18 18
Viseu S. Cassurdes 166 166

No ano de 2004 foram colhidos 1067 moluscos, seguidos dos anos de 2002 com
1003 e 2003 com 589. Em 2001 e 2005 foram colhidos 334 e 226 moluscos,
respectivamente.

No que se refere aos periodos de recolha, no 2° trimestre foram colectados 1344
moluscos, seguidos do 1° trimestre com 799, do 4° trimestre com 571 e do 3° trimestre com

505 (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2 - Distribuicdo dos moluscos por trimestre e por ano.

Trimestre

Ano 1° 2° 3° 4° Total
2001 / 62 81 191 334
2002 383 448 112 60 1003
2003 162 102 192 133 589
2004 181 579 120 187 1067
2005 73 153 / / 226
Total 799 1344 505 571 3219

2.3.2. - Caracterizac¢do dos habitats

2.3.2.1. - Natureza do habitat

Os habitats identificados foram classificados em trés tipos, consoante ou nédo a
intervencdo humana. Assim, dos 38 habitats estudados, distinguiram-se trés tipos; tipo
natural (Figura 2.4 A) em que o escoamento da agua é superficial em vale ou vertente
sem que haja a intervencdo humana; do tipo antropico (Figura 2.4 C) quando o
escoamento da agua é feito em superficies construidas pelo homem (ex: tanques,
reservatorios) e do tipo misto (Figura 2.4 B) em que o escoamento da &gua é feito através

de estruturas construidas pelo homem em associagcdo com o escoamento no fundo de vale.
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Figura 2.4 — Natureza dos habitats. A - Ribeira de Valverde (tipo natural). B- Ribeira do
Escoural — (tipo misto); C - Tanque (tipo antrépico) Monte Novo.

Dos 38 habitats estudados, 18 (48%) foram do tipo natural e deles foram colhidos
1708 exemplares (53,0%). Os restantes habitats, 13 (34%) foram do tipo misto com 923
(28,7%) de moluscos colhidos e 7 (18%) foram do tipo antrépico com 588 (18,3%) de

moluscos. (Figuras 2.5 e 2.6).

46



Capitulo 2
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Figura 2.5 - NUmero e percentagem de habitats estudados e sua natureza.
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Figura 2.6 - Ndmero de moluscos colhidos e natureza dos habitats.

A associacdo entre a natureza dos habitats e 0 nimero de moluscos colhidos néo foi
significativa. Comparando o numero mediano de moluscos nos trés tipos de natureza dos
habitats, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas, aplicando o teste
de Kruskal-Wallis (P=0,354), atendendo ao numero de observagdes efectuadas em cada

habitat.
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2.3.2.2 - Tipos fisicos dos habitats

Com base nos critérios estabelecidos por Azevedo et al. (1961), quanto ao tipo
fisico, os habitats foram caracterizados com base nos dois grupos descritos anteriormente,
0 natural e o antropico. Assim, no grupo dos habitats naturais salientam-se 0s rios e
ribeiras (0s) (Figura 2.7 A), os pequenos caudais de agua (Figura 2.7 B), os charcos
(Figura 2.7 C) e as pogas (Figura 2.7 D). No segundo grupo, antrépico, temos os canais

de irrigacdo e os tanques (Figuras 2.7 E e F, Tabela 2.3).

Tabela 2.3 - Distribuicdo e nimero de P. metidjensis colhidos, segundo o tipo fisico dos
habitats e o numero total de observagdes.

N° total de
Tipo fisico do habitat N° de habitats observagdes
nos habitats

Total de Média de
moluscos  moluscos/Obs.

Pequeno caudal de dgua 6 14 175 3,6
Ribeiro(a) 22 108 2365 3,45
Tanque 3 3 273 91
Canal de irrigagdo 2 4 89 111
Charco 2 4 167 20.9
Poca 2 4 122 15,3
Total 38 138 3219 24,8

No tipo fisico dos habitats, o ribeiro (a) foi o que apresentou o maior nimero de
habitats estudados (n=22) e 108 observacdes, seguindo-se o pequeno caudal de agua (n=6)
e 14 observacGes, o tanque (n=3) com 3 observaces, e o canal de irrigagéo, o charco e a
poca com 2 habitats e 4 observagdes cada. O rio foi o que teve apenas um habitat e uma

observacao.
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No que respeita a densidade de moluscos por habitat, no ribeiro colheram-se 2365
(73,47%) moluscos, seguindo-se o tanque com 273 (8,48%), o pequeno caudal de agua
com 175 (5;43%), o charco com 167 (5,18%), o canal de irrigagdo com 89 (2,76%) e, por

fim, o rio com apenas 28 (0,86%) moluscos.

Figura 2.7 - Tipo fisico dos habitats. A - Ribeira (Ribeira de Valverde); B - Pequeno caudal
de agua (Alqueva); C — Charco (Alcacovas); D — Poga (Souselas); E- Tanque (Grandola); F —
Canal de irrigagéo (Binanciate).
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A relagdo entre o numero de moluscos colhidos em cada habitat e o seu tipo fisico

ndo foi estatisticamente significativa (P=0,491).

2.3.2.3. - Cardcter do habitat

Com base no tipo de escoamento da &gua, os habitats classificaram-se em
permanentes, quando o escoamento se processa durante todo o ano, independentemente
da diminuicdo ou ndo do caudal entre os periodos de Verdo e Inverno e temporarios
quando sdo influenciados directamente pela quantidade de precipitacdo e capacidade de
retencdo de agua. Dos 38 habitats estudados, 21 (55,3%) foram do tipo permanente

(Figura 2.8 A) e 17 (44,7%) do tipo temporario (Figura 2.8 B).

Figura 2.8 - Carécter dos diferentes habitats. A — habitat de caracter temporario;
B — Habitat de caracter permanente

No que respeita ao nimero de moluscos colhidos, nos habitats de caracter

permanente foi de 2630 (81,7%) e nos de caracter temporario de 589 moluscos (18,3%)

(Figura 2.9).
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Figura 2.9 - Distribui¢do dos moluscos segundo o caracter e n° de habitats.

Para o numero mediano de moluscos colhidos e tendo em conta 0 nimero de
observacdes efectuadas em cada habitat, o caracter do habitat ndo difere significativamente,

segundo o teste de Kruskal-Wallis (P=0,366).

2.3.3. - Aspectos bio-ecoldgicos dos habitats

Foram analisados alguns dos factores bioticos e abioticos que influenciam os
habitats, assim como a densidade dos moluscos. No que respeita aos factores foram
analisados a temperatura da &gua e o seu pH, o tipo de vegetacdo na agua e em volta do
habitat, o tipo de substrato e a exposi¢do solar a que estavam sujeitos.

Relativamente a temperatura, verificou-se que a temperatura média da agua foi de
17° C, sendo a minima de 11° C e a maxima de 27° C (Tabela 2.4).

No que respeita aos valores do pH encontrados nos diversos habitats, oscilaram
entre 5,4 (minimo) e 8,1 (méaximo), enquanto a média foi de 6 (Tabela 2.4). No que se

refere ao tipo de vegetacdo na dgua e em volta do habitat, esta foi bastante variavel. A

vegetacdo presente nas coleccbes de agua foi diversificada, tendo-se registado como
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especie mais caracteristica Nasturtium aquaticum R Br (agrido vulgar). As lentilhas de
agua (Lemma minor), estavam presentes em quase todos os habitats. Nas margens
observaram-se algumas arvores de grande porte, tais como pinheiro manso (Pinus spp),
choupos (Populus alba), sobreiro (Quercus suber), figueiras (Ficus carica), entre outras.
No que concerne a plantas rasteiras encontradas nas margens dos habitats, salientamos o
tremoceiro (Lupinis spp), o trevo (Melilonus spp) e a salva (Salvia spp).

O tipo de vegetacdo, quer na agua quer em volta do habitat, ndo influenciou o
nimero de moluscos colhido em cada um deles, como foi mostrado com o teste de
Kruskal-Wallis: P=0,509 para a vegetacdo em volta do habitat e P=0,452 para a vegetacao
na agua. Quinze habitats apresentaram o substrato constituido por hdmus, matéria em
decomposicdo e areia, seguido de treze habitats que apresentaram todos os tipos de
substrato, ou seja, o substrato era formado por rochas, argila, matéria em decomposicéo,

himus e areia, cinco cujo substrato era formado apenas por rochas, enquanto trés

apresentavam substrato formado apenas por himus e dois por argila (Tabela 2.4, Figura

2.10).

Tabela 2.4 — Caracterizacdo dos habitats com base nos factores ambientais estudados.

Temperatura Tipo de Tipo de Exposicéo
Distrito  Habitat Média da (média) vegetagdo vegetagdo Tipo de substrato golaﬁ
H20 (°¢C) na 4gua no habitat
. ndo ,
Beja Alqueva 12 6 nula hdmus fraca
apresenta
Beja Alvito 24 65 emergente pouco d Humus+mgf. em total
ecomposi¢do+areia
Beja Perélll)h os 27 6,7 nula pouco rocha total
Beja Penilhos 27 6,7 nula pouco rocha total
()
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Tabela 2.4 (cont- Caracterizagdo dos habitats com base nos factores ambientais estudados.

. Tipo de
Temperatura H Tipo de vepe‘ra do Tipo de Exposigdo
Distrito  Habitat Média da A vegetagdo getae P posi¢
H20 (°C) (média) na dgua no substrato solar
habitat
hd t.
Coimbra Rib. Eiras (1) 13 74 todos muita umus+r.nci em . total
decomposigdo+areia
hd t.
Coimbra Rib. Eiras (2) 135 74 todos muita musTmar. em oy otal
decomposigdo+areia
hd t.
Coimbra Rib. S. Paulo (1) 12 7 todos muita umus+@2 em . total
decomposigdo+areia
himus+mat.
Coimbra Rib. S. Paulo (2) 13 7 todos muita amu H_mi em . total
decomposigdo+areia
Coimbra Rib. Souselas (1) 16 6,75 emergente muita rocha fraca
Coimbra Rib. Souselas (2) 16 6,75 emergente muita rocha fraca
Evora Mitra 15 7.5 todos muita todos total
, hd t.
Evora Rib. Alcagovas 23 6,5 imersa muita ”m”s”,“‘l em . fraca
decomposigdo+areia
. hd t.
Evora Rib. Escoural 19,3 6,5 todos muita ””‘”S”,“‘l em . parcial
decomposigdo+areia
. Rib. S. L da
Evora I ou~rengo 17,3 7 nula nae rocha parcial
(Mourdo) apresenta
Evora Rib. Valverde 16,6 7,25 todos muita todos total
hdmus+mat.
Faro Binanciate (1) 155 7 imersa pouca amu +r,n‘i em . total
decomposigdo+areia
. . . hdmus+mat. em
Faro Binanciate (2) 155 7 imersa pouca o . total
decomposigdo+areia
Faro Pincho (1) 11 6,4 todoas muita todos total
Faro Pincho (2) 115 6,4 todos muita todos total
Faro Pincho (3) 11 6,2 imersa muita todos total
hdmus+mat.
Faro Porto de Lagos 19 6,5 todos muita amu +r,m1 em . parcial
decomposigdo+areia
Faro Rib. Altura 23 7.1 imersa pouca argila parcial
Faro Rib. Boina 18,3 7.6 todos muita todos total
hd t.
Faro Rib. Monchique 16 8,1 flutuante muita umus+r'nci em . parcial
decomposigdo+areia
Faro Rib. Seco (Estéi) 18 7.2 todos muita todos parcial
Faro Rib. S. B. Alportel 23 6.4 todos muita todos parcial
himus+mat.
Faro V.Lobo(Algarve) 23 75 nula pouca amus¥mat. em parcial

decomposigdo+areia
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. Tabela 2.4. (cont) -Caracterizacgdo dos habitats com base nos factores ambientais

estudados.
Temperatura Tipo de Tipo de ExpOSic0
Distrito Habitat Média da (média) vegetacdo vegetagcdo  Tipo de substrato Zola(r;
H20 (°C) naagua no habitat
Guarda Rebolosa 18 6,2 imersa ndo hdmus total
apresenta
Guarda Rio Coa 18 75 todos muita todos total
(Sabugal)
Lisboa Rib. 23 75 imersa muita humUS+m3T' em. parcial
Canegas decomposigdo+areia
Lisboa v. !_obos 19 73 todos muita todos total
(Sintra)
Portalegre Esperanga 24 7 todos muita todos parcial
Portalegre Portalegre 26 75 todos muita todos total
Monte néo
Settbal Novo 19 6,5 nula argila total
N apresenta
(Grandola)
Setibal R'o c!a 18 75 todos pouca humus+m<1f. em. total
Figueira decomposigdo+areia
Setbal Sesimbra 19 7,2 nula muita todos total
Viseu Rib. 15 5,5 todos muita humus+_mflt. em total
Rebordal decomposicdo+areia
Viseu S ~ 13 54 imersa nao hdmus fraca
Cassuroes apresenta
T Habitats === N° moluscos
16 - - 1600
14 + + 1400
12 + + 1200
10+ / 4 1000
2 8+ + 800
s 6+ + 600
4 N 1 400
2 + -+ 200
0 | | | | 0
Rochas Argila Himus Hidmus+areia+Mat. Todos

Tipos de substrato

Dec.

Figura 2.10 — Numero de habitats e os diferentes tipos de substrato.
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Apesar do nimero de moluscos colhidos aumentar com a composicdo do substrato,
isto é, o substrato que apresentava uma composi¢do mais completa (todos), foi aquele onde
se colheu o maior niamero de moluscos (n=1444), a relagdo entre estes dois factores ndo foi
estatisticamente significativa quando se aplicou o teste Kruskal-Wallis (P=0,375).

Na exposicéo solar, 22 habitats (57%) apresentaram exposicéo solar total, 12 (32%)

exposicéo solar parcial e 4 (11%) exposicéo solar fraca (Figura 2.11).

[ Habitats —&— N° Moluscos
25 + — 2500
20 1+ /. —+ 2000
15 + —+ 1500
10 + -+ 1000
5 ,_7/ 1 500
0 f f 0
Fraca Parcial Total

Figura 2.11 — Habitats e nimero de moluscos colhidos com base na
exposicéo solar,

Os resultados da relacéo entre o numero de moluscos colhidos nos habitats sujeitos
a diferentes tipos de exposicdo solar ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas (P=0,477).

A maior ou menor distribuicdo sazonal dos moluscos esta relacionada também com
a média de precipitagdo que caiu em cada um dos trimestres. Verificou-se que o maior
nimero de moluscos ocorreu durante o segundo trimestre (1344; 41,8%) diminuindo
drasticamente durante o terceiro trimestre (505; 15,7%). Da-se um ligeiro aumento do
numero de moluscos quando aparecem as primeiras chuvas, ou seja no quarto trimestre

(571; 17,73%) aumentando, depois durante o primeiro (799; 24,82%) (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Variagdo do nimero de moluscos com a precipitacéo durante os quatro
trimestres. (Dados obtidos no Instituto do Ambiente (1961-1990).

Ndo foi encontrada relacdo estatisticamente significativa entre a media de
precipitacdo/trimestre e o numero de moluscos colhidos nos habitats em estudo (R=-0,83;

P=0,619).

2.4 - Discussdo e Conclusoes

Nos diferentes distritos onde foram identificados os habitats de P. metidjensis,
hospedeiro intermediario de Schistosoma spp, encontraram-se, na sua maioria, habitats do
tipo ribeiro e de condigOes naturais.

Verificou-se que na época de verdo hd uma diminuicdo dréastica no nimero de
moluscos nos habitats e, em alguns casos, acabam mesmo por desaparecer. Neste ultimo
caso, voltam a repovoar o habitat com a queda das primeiras chuvas. Azevedo et al. (1965)

e Brown, (1994), em estudos similares, referem resultados idénticos.
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Além da variacdo estacional na abundancia de moluscos, observou-se também uma
grande variacdo no numero de moluscos presentes em diferentes habitats, com 0 mesmo
tipo fisico, caracter e natureza. A Ribeira de Valverde foi um dos casos mais evidentes.
Apesar de ter tido 0 mesmo nimero de observacdes que a Ribeira de Escoural, o nimero
de moluscos colhidos foi bastante inferior. Uma das explicacdes para este resultado podera
estar relacionada com o aparecimento de lagostins (Procambarus spp) que sdo tidos como
predadores, e que terdo provocado a diminuicdo e até o desaparecimento de algumas de
outras espécies de moluscos existentes neste habitat. Esta hipdtese € suportada pelo facto
de ter sido demonstrado que a introducdo deste predador nos focos naturais de transmisséo
de schistosomose pode reduzir a densidade populacional do molusco hospedeiro
intermediério ou, até levar a sua erradicacao (Mkoji et al, 1999).

Por outro lado, o desaparecimento temporario do caudal da agua, principalmente no
periodo do Verdo, também podera estar relacionado com o pequeno numero de moluscos.
O mesmo ndo acontece com a Ribeira de Escoural, tendo em conta que este é um habitat
do tipo permanente.

No decurso das nossas observacdes verificamos que em muitos habitats que
secaram apenas se encontraram conchas. Porém, praticamente todas as coleccdes de dgua
se reconstituiam logo apos as primeiras chuvas e 0 seu repovoamento ocorria rapidamente.
Este repovoamento fazia-se, certamente, a custa de alguns moluscos sobreviventes que se
teriam abrigado sob qualquer vegetacdo existente nas margens ou em depressdes, ou ainda
enterrados no substrato, locais onde as condi¢des de humidade Ihes permitiriam sobreviver.

A anélise dos nossos resultados mostra-nos que as maiores densidades
populacionais e as maiores dimensdes dos moluscos sdo encontrados no primeiro e
segundo trimestres do ano.

Kloos, et al, (2004), verificaram também que a pluviosidade tem um papel
importante na reposicao dos habitats, permitindo um aumento da fauna malacologica, para

depois se reduzir na estiagem.
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Embora a andlise estatistica ndo demonstrasse que o tipo fisico, o caracter e a
natureza dos habitats tivessem influéncia na mediana de moluscos colhidos, na préatica
verificou-se que os habitats que apresentavam condigdes ecoldgicas semelhantes, o numero
de moluscos colhido era também semelhante. Kloss et al, (2004 e 2001), ao estudarem as
caracteristicas fisicas dos habitats de Biomphalaria pfeifferi e a sua distribuicdo geografica
na Africa do Sul, concluiram que o ndmero de moluscos nos habitats tipo ribeiro era mais
elevado, por este tipo de habitat reunir as condi¢c@es necessarias ao bom desenvolvimento
daquela espécie. Os resultados por nés obtidos em relacdo a P. metidjensis também nos
permitem concluir que os habitats mais favoraveis ao seu desenvolvimento sdo do tipo
ribeiro (a).

O namero de moluscos colhidos e a sua relacdo com os factores bi6ticos e abioticos,
foi variavel. Assim, relativamente ao pH, que variou entre 5,4 e 7,6, ndo houve influéncia
na distribuicdo e densidade dos moluscos nos diferentes habitats. Azevedo et al. (1961)
observaram que, em Mocambique, 95% dos moluscos hospedeiros intermediarios de
Schistosoma spp encontravam-se em habitats cujo pH oscilava entre 5,5 e 8,2., refor¢ando,
de certo modo, os resultados por nds obtidos no que se refere a este parametro. Por outro
lado, Brown (1994), na andlise das caracteristicas fisico-quimicas que influenciam a
distribuicdo dos moluscos dulgaquicolas em Africa, ndo considera que o factor pH possa
ser relevante.

A temperatura foi considerada por Azevedo et al (1961) como o factor climatico
mais importante no desenvolvimento dos moluscos. A temperatura média por nos
observada foi de 18°C, o que significa que se encontra dentro do limite que permite o
desenvolvimento dos moluscos_(Wibaux-Charloi et al, 1982).

A associacdo com outros moluscos também né&o pareceu ser relevante. Apesar da
eventual competicdo entre P. metidjensis e as outras espécies encontradas, Physa spp e
Lymnaea spp e Ancylus spp, estatisticamente a presencas destas espécies ndo foi
significativa em relacdo ao nimero de moluscos P. metidjensis colhidos (P=0,356; Teste

de Kruskall-Wallis).
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O tipo de vegetacdo na agua e em volta do habitat, é igualmente, um dos factores a
ter em conta, pois esta, para além de poder ser o seu alimento é também o local
preferencial de posturas. Por outro lado, sdo também um meio de proteccdo da radiagdo
solar directa e da velocidade da agua (Brown, 1994). No nosso estudo, apesar da maioria
dos habitats apresentar exposicdo solar total, este facto ndo teve qualquer significado
estatistico na densidade populacional dos moluscos, certamente porque 0s moluscos
encontraram forma de se refugiar em locais abrigados (P=0,345; Teste de Kruskall-Wallis).

Sobre a distribuicdo destes moluscos de adgua doce, em Portugal, verificou-se que
continua com larga dispersdo no pais, como ja havia sido descrito por outros autores.

Efectivamente, Augusto Nobre (1941), no seu levantamento malacoldgico referiu
que P. metidjensis tinha uma ampla distribui¢do no territério portugués e Gréacio, (1981 e
1983) salientou também a larga distribuicdo desta espécie nos diferentes distritos de
Portugal continental.

A poluicdo e o aparecimento de predadores (Procambarus spp), constituem factores
destabilizantes dos habitats que podem afectar, mais ou menos drasticamente, as
populacbes de moluscos como se verificou na ribeira de Monchique (regido do Algarve) e
na Ribeira de Valverde (regido do Alentejo). Face ao exposto, concluimos que P.
metidjensis, um potencial hospedeiro de trematodes parasitas do homem e/ou animais,
continua a ter uma ampla distribuicdo em Portugal continental e mantém populacdes
durante todo o ano.

Assim, uma vigilancia epidemioldgica sobre esta espécie de moluscos é
aconselhavel tanto mais que as alteracfes climéaticas que se vao observando podem ser

favoraveis ao aumento da sua dispersdo e da sua capacidade de hospedeiros intermediarios.
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3.1. Introducgdo

Os estudos morfométricos da concha dos moluscos foram realizados com o
objectivo de obter informacdes sobre a estrutura das populacgdes e sua dindmica, e, sobre a
distribuicdo de infeccBes parasitarias pelos diferentes grupos, factores importantes para a
determinacéo da dinamica da transmisséo de parasitas e para o planeamento de estratégias
de luta contra os moluscos (Azevedo et al, 1961 e 1965).

O tamanho da concha esta relacionado com a idade dos moluscos e, a0 mesmo
tempo, ¢ influenciado por numerosos factores ligados ao ambiente (alimentacéo, clima, pH,
etc.). Assim, se num dado habitat forem encontrados moluscos bem desenvolvidos, entéo
podemos dizer que esse habitat retne as condi¢des naturais para o seu desenvolvimento
(Azevedo et al, 1955 e 1966).

Desta forma, os dados morfométricos referentes aos moluscos de qualquer habitat
podem dar-nos referéncias valiosas sobre a sua evolucdo (Azevedo & Pequito, 1966;
Stothard et al, 1997 e Sesen, 2004).

Com a realizagdo deste estudo, pretendeu-se aprofundar a relagdo entre as
caracteristicas morfométricas das conchas dos moluscos colhidos nos diferentes habitats e

as caracteristicas fisicas de cada um dos habitats dos diferentes distritos em estudo.
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3.2. Material e métodos

Os inquéritos malacoldgicos, a identificacdo dos habitats e a colheita dos moluscos
realizaram-se de 2001 a 2005, uma vez por trimestre. Os moluscos foram colhidos segundo
a metodologia descrita no capitulo anterior. A densidade dos moluscos foi obtida pelo
namero total de moluscos colhidos numa area determinada do habitat de acordo com o
indicado em Fraga de Azevedo (1961).

No estudo das populacdes de Planorbarius metidjensis incluiu-se:

a) Caracterizacdo e variabilidade das populagdes de Planorbarius metidjensis com
base nos seguintes pardmetros: didmetro maior (D.M), didmetro menor (D.m),
espessura/altura (Esp.), largura da abertura (L.a), altura da abertura (A.a) e o diametro do
umbilicus. Foi também analisada a relacdo entre estes parametros: D.M/D.m; D.M/Esp,
L.a/A.a e D.u/D.M, seguindo a metodologia referida em Fraga de Azevedo (1961) (Figura
3.1).

Na analise das caracteristicas morfométricas das véarias populacdes foram
calculados: média, mediana, desvio padrdo e os didmetros maximo e minimo. Os
exemplares utilizados em microscopia electronica de varrimento (MEV) foram metalizados
com ouro (JOLj FC-1200) e observados num microscopio JOOL, (JSM 5200LVa 15KV).

Com base na dimensdo das conchas foi também definida a variabilidade das
populacbes de moluscos nos distritos e nos diferentes tipos de habitat. Os distritos foram
agrupados em regides (com base nas Regifes naturais definidas pelo Instituto do Ambiente)
e em relagdo a estas foi também estudada a variabilidade das populacoes.

b)- A distribuicdo das populagdes por classes, para o que, as popula¢des foram
agrupadas em classes de intervalo constante, baseadas nos parametros diametro maior e

didmetro menor.
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Figura 3.1 — Concha de P. metidjensis com alguns dos parametros morfométricos.

D.M — Didmetro maior (largura)
D. m — Didmetro menor (altura)
L.a — Largura da abertura

A.a - Altura da abertura

D.u. — Didmetro do umbilicus

Esp. — Espessura (altura)

(Fotografias da autora).
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c)- Dindmica da populacdo, em que foram seleccionadas 4 populacdes (duas do
distrito de Evora e duas do distrito de Faro) nas quais se realizaram 68 observacdes e se

colheu um total de 1557 moluscos.

d)- Andlise de dados, em que foi utilizado o mesmo método descrito no capitulo
anterior. A andlise de grupos (cluster analysis) realizou-se com base na dissimilaridade
calculada pela distancia euclidiana, utilizando-se como método a distancia média entre
grupos (Average linkage between groups). Os dendrogramas foram construidos, mostrando
a forma de combinagdo dos “clusters”. Na representacdo gréfica, os valores dos
coeficientes em cada passo do processo foram reescalonadas de 1 a 25. Foram utilizados

outros métodos cujos resultados foram idénticos aos obtidos.

3.3. Resultados

3.3.1. - Caracterizagdo e variabilidade das populagées de
Planorbarius metidjensis com base nas caracteristicas
morfométricas da concha

A densidade populacional foi calculada de acordo com o nimero médio de
moluscos colhidos durante 30 minutos (Fraga de Azevedo, 1961). No total foram colhidos
3219 moluscos. As conchas dos exemplares estudados, (Figura 3.1) apresentaram uma
relacdo entre o didmetro maior e o diametro menor (DM/Dm) de 0,800 + 0,095 (Tabela
3.1); o didmetro menor (Dm) com um valor médio de 7,19 + 2,014, o diametro maior (D.M)
8,42 £ 2,230, e a altura e a largura da abertura apresentaram um valor médio de 4,315 +
0,984 e 4,687 + 0,93, respectivamente. A relacdo entre as dimensdes globais médias dos

parametros estudados é apresentada na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Caracteristicas morfométricas da concha de Planorbarius metidjensis nos
diferentes distritos de Portugal.

Distrito D.m D.M  Esp. A.a L.a D.u D.M/D.m D.M/Esp L.a/A.a DU/DM
Mediana 770 990 440 400 490 490 0,78 2,18 1,18 0,06

Média 760 956 446 431 483 445 079 2,15 113 0,61

Beja DP 1,76 204 081 09 101 081 0,08 0,33 0,13 0,14

Méx 1060 1200 600 600 610 590 0,97 3,00 1,27 1,55

Min. 330 49 270 300 340 3,00 0,66 1,60 091 038

Mediana 660 880 400 400 440 4,00 0,79 2,40 100 057

Média 776 912 385 450 444 3,99 078 2,41 100 057

Coimbra DP 229 259 1,11 129 120 1,06 0,05 0,33 012 008
Mix 1420 1660 600 720 660 650 0,89 3,00 127 091

Min. 270 330 110 200 200 200 0,66 167 082 039

Mediana 870 1050 440 550 550 5,00 0,81 2,31 100 053

Média 854 1053 450 516 518 462 0,81 2,33 102 055

Evora DP 241 273 084 117 1,11 1,06 0,05 0,34 015 008

Méx 1420 1660 600 720 660 650 0,96 3,00 145 091

Min. 330 500 270 300 300 3,00 0,66 1,50 080 042

Mediana 810 1050 400 500 550 5,00 0,76 2,22 1,18 0,60

Média 751 970 434 449 503 438 077 2,24 113 0,61

Faro DP 210 230 085 094 093 081 0,10 0,46 014 012

Mdéx 1060 1380 600 720 660 6,00 1,75 3,00 147 091

Min. 330 400 270 200 280 200 0,61 1,33 078 036

Mediana 610 720 380 300 375 3,00 0,83 1,89 107 051

Média 591 744 378 367 369 326 0,79 1,96 103 057

Guarda DP 150 163 056 091 074 069 0,07 0,26 015 013
Méx 1000 1200 500 600 600 500 0,85 3,00 127 091

Min. 330 440 230 270 210 200 0,66 1,60 078 044

D.m -Diametro menor; D.M — Diametro maior; Esp (espessura/altura); A.a — Altura da abertura; L.a — Largura da
abertura; D.u — Diametro do umbilicus; D.M/D.m - relacdo entre o diametro maior e 0 menor; D.M/Esp — relacéo entre o
didmetro maior e a espessura/altura da concha L.a/A.a — relacdo entre a largura e a abertura da concha; D.u/D.M relagdo

entre o diametro do umbilicus e o diametro maior
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Tabela 3.1. (cont.) - Caracteristicas morfométricas da concha de Planorbarius metidjensis
nos diferentes distritos de Portugal.

Mediana 6,60 8,00 4,40 4,90 4,80 4,00 0,78 2,00 1,00 0,70

Média 7,00 9,12 437 4,60 4,79 4,61 0,76 2,10 1,05 0,68

Lisboa DP 1,85 2,13 057 0,78 0,67 1,04 0,06 0,48 0,13 0,11
Max 10,00 12,70 5,00 6,00 6,00 5,00 0,87 3,00 1,27 0,91

Min. 3,30 5,00 3,00 3,00 3,70 3,00 0,66 1,40 0,88 0,51

Mediana 660 830 390 400 440 400 082 225 114 061

Média 675 840 390 398 456 408 080 2,14 116 063

Portalegre DP 1,81 2,04 0,73 0,81 0,76 0,75 0,06 0,28 013 014
Méx 990 1200 500 600 600 550 088 252 200 091

Min. 3,30 4,90 2,70 2,50 3,30 2,50 0,66 1,60 1,05 041

Mediana 770 910 400 490 440 400 082 212 090 052

Média 745 877 434 476 457 397 088 202 098 056

Setibal DP 2,21 257 093 111 0,93 0,96 0,35 0,38 013 015
Méx 110 1270 610 660 660 600 222 276 127 091

Min. 3,30 4,00 3,10 3,00 3,00 3,00 0.66 0,82 0,68 0,36

Mediana 7,80 9.90 5,00 5,00 6,00 5,00 0,79 1,75 1,22 0,61
Média 773 9,54 477 4,46 5,27 4,34 0,79 2,01 119 0,59
Viseu DP 2,39 2,20 0,90 1,08 112 093 0,07 0,35 0,10 0,09

Max 10,60 12,00 6,00 6,00 6,10 5,00 0,88 3,00 1,45 0,91

Min. 3,30 5,00 3,00 3,00 3,30 3,00 0,66 1,50 1,00 0,47
MEDIANA 7,26 8,42 4,09 4,42 4,75 4,24 0,80 2,14 1,07 0,53
MEDIA 7,19 9,05 4,22 4,42 4,69 4,18 0,80 2,15 1,08 0,60
DP 2,01 2,23 1,08 0,98 0,93 0,90 0,10 0,34 0,13 o1
MAX. 11,42 13,48 5,60 6,32 6,21 574 112 2,88 1,42 0,97
MIN. 3,29 4,55 2,61 2,72 3,63 2,65 0,76 1,48 085 043

D.m -Didmetro menor; D.M — Diametro maior; Esp (espessura/altura); A.a — Altura da abertura; L.a — Largura da
abertura; D.u — Didmetro do umbilicus; D.M/D.m - relacdo entre o didmetro maior e 0 menor; D.M/Esp — relacéo entre o
didmetro maior e a espessura/altura da concha L.a/A.a — relagdo entre a largura e a abertura da concha; D.u/D.M - relagéo

entre o diametro do umbilicus e o diametro maior.

No estudo da variabilidade da concha dos moluscos colhidos (n=3219) os nove
distritos estudados apresentaram diferencas inter-populacionais, cuja evidéncia incidiu nos
didmetros maior (DM) e menor (Dm), enquanto que na largura (La) e altura (Aa) da

abertura as diferencas ndo foram muito evidentes (Tabela 3.1,Figuras 3.2 e 3.3).
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Nas relacGes entre os parametros estudados, D.M/D.m, D.M/Esp, La/A.a e

D.u/D.M foram também evidenciadas diferencas entre cada um deles. (Figura 3.3).

oDm EDM AEsp. Aa La eDu
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m
1,000 - . - . -
- n
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Figura 3.2 - Variabilidade das dimensGes da concha de P. metidjensis nos
diferentes distritos entre cada um dos parametros estudados.
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Figura 3.3 — Variabilidade das dimensdes da concha de P. metidjensis na
relacdo entre cada um dos parametros estudados.

1-Beja; 2- Coimbra; 3-Evora; 4-Faro; 5-Guarda; 6-Lisboa:

7- Portalegre; 8-Setubal; 9-Viseu.
O teste de Kruskall-Wallis, permitiu evidenciar diferencas estatisticamente

significativas (P <0,001), para todos os parametros morfométricos em estudo, dos

moluscos colhidos nos habitats dos diversos distritos.
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Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas intra-populacbes (P
<0,001), mas apenas entre os habitats dos distritos de Beja, Coimbra, Evora, Faro, Lisboa e
Portalegre. Os habitats dos restantes distritos, nomeadamente, Guarda, Setubal e Viseu,
ndo apresentaram diferencgas intra-populacionais quando aplicado o teste de Kruskal-Wallis
(P=0,245; P=0,321:P=0,267 e P=0,298).

A Tabela 3.2 e a Figura 3.4 ddo-nos as distancias inter-distritos, reescalonadas e
relativas, indicando os graus de similaridade na formacdo do agrupamento. Quanto menor
a distancia euclidiana, menor é a diferenca (ou maior € a semelhanca ou proximidade)
entre os distritos. Assim, os distritos de Portalegre e Viseu apresentam uma diferenca
consideravel em relagcdo aos demais distritos. Os distritos de Portalegre e Faro séo os que
apresentam maiores distancias (5,381) relativamente aos restantes distritos.

A linha tracada paralelamente ao eixo horizontal (“Linha Fenon”) intercepta trés
ramos das ligacdes. Desta forma, de um total de nove distritos analisados, ap6s a
classificacdo, tém-se trés novos e distintos agrupamentos formados.

O Grupo | ficou constituido, pelos distritos de Evora, Faro e Beja. O Grupo Il pelos
distritos de Coimbra, Viseu, Lisboa e Settbal. Por fim, o Grupo Il formado pelos distritos
11de Guarda e Portalegre. Os distritos que limitam 0s grupos apresentam estreita
similaridade com o grupo vizinho, destacando-se a similaridade do distrito de Beja (Grupo
I) com o Grupo I, que é menor do que a similaridade do distrito de Setabal com o Grupo
I11. Dos trés grupos formados, apenas o grupo | apresentou uma relagcdo geogréafica entre os
trés distritos. No Grupo I, os distritos que o constituem formam dois subgrupos distintos.
Um subgrupo formado pelos distritos de Viseu e Coimbra e um outro, pelos distritos de
Lisboa e Setubal. Cada um dos distritos que constitui os subgrupos sdo geograficamente

muito proximos.

68



Capitulo 3

Tabela 3.2 — Matriz de dissimilaridade baseada na distancia euclidiana para os
nove distritos estudados.

Distritos Distancia Euclidiana
Beja | Coimbra Evora Faro Guarda | Lisboa | Portalegre | Settbal | Viseu
Beja 0,000
Coimbra 2,451 0,000
Evora 1,495 2,540 0,000
Faro 1,353 2,760 0,953 0,000
Guarda 4,313 2,071 4,558 4,733 0,000
Lisboa 2,957 1,355 2,742 3,252 2,453 0,000
Portalegre 5,088 2,757 5,001 5,381 1,338 2,670 0,000
Settbal 2,474 1,589 2,517 2,757 2,814 1,296 3,008 0,000
Viseu 1,655 1,215 1,842 2,017 2,928 1,887 3,681 1,751 0,000

Distancia entre “clusters” reescalonada

Distritos Fom— e Fo————— Fo - Fom———— - +

’ P
Evora

14 Faro
Beja

1
( Coimbra
) Viseu —————J
]
|

11 Lisboa
[ Setubal

Guarda
i Portalegre

Figura 3.4 — Dendrograma* de dissimilaridade pelo método da distancia média entre
grupos, baseado na distancia Euclidiana entre variagéo dos parametros
morfométricos segundo os distritos.

*Terminologia segundo, Branco (2004)
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Os distritos foram agrupados em areas geograficas, visto haver razdes de ordem
ecologica que sugeriram homogeneidade entre alguns deles. Assim, com base no mapa
fornecido pelo Instituto do Ambiente, (http://www.iambiente.pt) formaram-se 5 regides em
que os distritos de Beja, Evora, Portalegre formaram a regido do Alentejo, o distrito de
Faro formou a regido do Algarve, o distrito de Setubal formou a regido do Sado, o distrito
de Lisboa a regido da Estremadura e os distritos de Coimbra, Guarda e Viseu formaram a
regido das Beiras. Ao relacionar as caracteristicas morfométricas das conchas em cada

regido podemos verificar (Tabela 3.3), que as do Alentejo e Algarve apresentavam a

menor distancia (0,587), seguindo-se a regido da Estremadura (1,231).

Tabela 3.3 — Matriz de dissimilaridade baseada na distancia euclidiana

para 0s nove distritos estudados.

Regides Distdncia euclidiana
Alentejo Algarve Beiras Estremadura Sado
Alentejo 0,000
Algarve 0,587 0,000
Beiras 1,859 1,988 0,000
Estremadura 1,231 1,057 1,467 0,000
Sado 2,405 2,366 1,353 1,673 0,000

O dendrograma (Figura 3.5) parece apresentar dois “clusters”. As regides do

Alentejo e do Algarve estdo muito proximas (fortemente correlacionadas), enquanto que a

regido do Sado aparece como a regido mais distante.
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Distdncia entre “clusters” reescalonada

0 5 10 15 20 25
Regides B Fo———— Fo———— B B +
Alentejo
Algarve —J
Estremadura
Beiras |
Sado

Figura 3.5 - Dendrograma da variacéo dos pardmetros morfométricos das regides,
pelo método da distancia média entre grupos, baseado na distancia
Euclidiana.

Para explicar as diferencas encontradas entre as dimensfes da concha, nos varios
tipos de habitats, estes foram agrupados nos diferentes tipos fisicos. Na Tabela 3.4. estdo
indicadas as caracteristicas morfométricas da concha dos moluscos colhidos nos diferentes
tipos de habitats. Verificou-se que os moluscos colhidos nos ribeiros (as) e nas pocas
foram os que apresentaram conchas com maiores dimensdes, as quais variaram entre 14,2
mm para o diametro menor e 16,6 mm para o didmetro maior. O charco, o tanque e 0 rio
foram os tipos de habitats onde os moluscos colhidos apresentaram o diametro maior com
dimensGes mais pequenas (12,0 mm).

Na analise da matriz de dissimilaridade (Quadro 3.5) e do dendrograma (Figura
3.6) podemos observar que o canal de irrigacdo, € o tipo de habitat considerado o mais
distante, relativamente aos demais (4,516). O charco e o ribeiro (a) apresentam uma
estreita similaridade (0,985), que é menor do que a similaridade entre o charco e o pequeno
caudal de agua (1,749). Por outro lado, a similaridade entre os habitats dos tipos ribeiro (a)

e rio € menor (2,827) do que a similaridade entre a poca e o canal de irrigacdo (3,064).

71



Capitulo 3

Tabela 3.4. - Caracteristicas morfométricas da concha de P. metidjensis,
para os diferentes tipos fisicos dos habitats.

Tipos de

habitat D.m D.M Esp. A.a L.a D.u
Mediana 6,50 7,70 4,00 4,40 3,80 3,00
Média 5,84 7,50 3,80 4,10 4,30 3,50
Rio (n=28) DP 2,45 2,50 0,70 1,10 0,88 0,83
Mdx 10,00 12,00 5,00 6,00 6,00 5,00
Min. 3,30 5,00 3,00 3,00 3,70 3,00
Mediana 7,80 9,90 4,00 4,90 4,90 4,40
Média 7,77 9,70 4,36 4,80 4,90 3,30
Ribeiro (a)

(n=2365) DP 2,36 2,60 0,93 1,14 1,10 0,90
Mdx 14,20 16,60 6,10 7,20 6,60 7,00
Min. 2,70 3,30 1,10 2,00 2,00 2,00
Mediana 7,50 8,30 4,00 4,00 4,40 4,00
Pequeno Média 7,10 8,70 4,25 4,14 4,60 4,20
caudal de DP 1,65 1,90 0,81 0,90 0,90 0,84
dgua (n=175) Méx 10,50 12,70 6,00 6,60 6,60 6,00
Min. 3,30 4,00 2,70 2,00 2,80 2,00
Mediana 9,00 11,00 4,00 5,00 5,50 5,00
Canal de Média 8,49 10,70 4,14 4,83 5,35 4,70
irrigagdo DP 1,61 1,80 0,42 1,05 0,69 0,77
(n=89) Mdx 10,50 13,80 5,50 7,20 6,60 6,00
Min. 3,30 5,00 3,00 3,00 2,90 3,00
Mediana 7,80 9,90 4,40 4,00 4,90 4,00
Média 7,80 9,80 433 4,30 4,87 4,40

Charco
(n=167) DP 1,80 1,90 0,74 0,91 1,00 0,88
Mdx 10,60 12,00 6,00 6,00 6,10 5,90
Min. 3,30 4,90 2,70 3,00 3,40 3,00
Mediana 8,00 9,90 4,00 4,90 4,90 5,00
Média 8,10 10,20 4,40 4,80 5,00 4,30
Poga (n=122) DP 2,50 1,70 0,74 1,40 9,90 1,08
Méx 14,20 16,60 6,00 7,20 6,90 6,50
Min. 3,30 5,00 3,00 3,00 3,30 3,50
Mediana 7,20 9,00 4,00 4,40 4,40 4,00
Média 7,10 8,80 4,43 4,10 4,70 3,90

Tanque
(n=273) DP 2,20 2,10 0,93 1,10 1,30 0,98
Méx 10,60 12,00 6,00 6,00 6,10 5,00
Min. 3,30 4,40 2,30 2,70 2,10 2,00
MEDIANA 7,70 9,90 4,00 4,90 4,90 4,40
MEDIA 7,70 9,60 4,34 4,70 4,87 4,33
bP 2,30 2,50 0,90 1,10 1,10 0,98
MAX. 14,20 16,60 6,10 7,20 6,60 7,00
MIN. 2,70 3,30 1,10 2,00 2,00 2,00
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Tabela 3.5 - Matriz de dissimilaridade da distancia euclidiana para os diferentes
tipos fisicos dos habitats

Tipos dos habitats

Distdncias Euclidianas

P. caudal de agua
Tanque

Rio

Ribeiro (@)
Charco

Poca

Canal de irrigaca

|

_

P. caudal de | Canal de
Rio Ribeiro Charco Poga Tanque
dgua irrigagdo
Rio 0,000
Ribeiro (a) 2,827 0,000
P. caudal de dgua 1,371 1,926 0,000
Canal de irrigagdo 4,516 1,738 3,428 0,000
Charco 2,839 0,985 1,749 2,042 0,000
Poca 2,528 1,600 2,304 3,069 1,879 0,000 1,520
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Distancia entre "clusters" reescalonada
0 5 10 15 20 25
Tipos de
habitats Fom————— Fom————— - Fom——————— Fom - Fom———— - +

(0]

Figura 3.6 — Dendrograma da variacéo dos parametros morfométricos segundo o
tipo de habitats, pelo método da distancia média entre grupos baseado

na distancia Euclidiana.

Baseado na caracterizacdo do tipo fisico de cada habitat (vide Capitulo II),

aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis cujos resultados permitiram verificar que alguns dos

tipos de habitats ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas para os

parametros didmetros maior (D.M) e menor (D.m) das conchas (P <0,001). Porém, o

ribeiro (com 22 habitats caracterizados), o pequeno caudal de &gua (com seis habitats) e
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tanque (com trés habitats) apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando
aplicado o teste de Kruskal-Wallis (P <0,001).

Os restantes tipos de habitats, como o charco, o canal de irrigacdo e pogas todos
eles apenas com dois habitats cada, ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas, quando aplicado o teste de Mann-Whitney (P> 0,001)

3.3.2. Dindmica da populagdo de Planorbarius metidjensis

3.3.2.1. Populagdo de moluscos estudada

A dinamica da populagédo, flutuacdo inter-sazonal e inter-anual da populacédo
incidiu sobre os 1557 moluscos provenientes das amostras colhidas nos quatro habitats,
pertencentes aos distritos de Faro e Evora. Os habitats foram seleccionados com base no
namero de observacGes que se realizaram durante 2001 e 2005, num total de 17
observagdes por habitat, como descrito no capitulo anterior. Os habitats seleccionados
foram a Ribeira de Boina e o Ribeiro Seco-Estéi no distrito de Faro e as Ribeiras do
Escoural e Valverde no distrito de Evora.

Quanto aos exemplares colhidos observou-se a seguinte distribuicéo:

a) no distrito de Faro colheram-se 1090 (70%) moluscos, e no distrito de Evora

467 (30%) do total de moluscos (n=1557) (Figura 3.7);

b) aribeira de Boina foi o habitat que contribuiu com o maior nimero de moluscos,
ou seja, 822 (52,8%), seguindo-se a ribeira do Escoural com 405 (26,0%). A

ribeira de VValverde contribuiu apenas com 62 moluscos (4,0%) (Figura 3.8);
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rotal de moluscos/Distrito B Faro
B Evora

467;(30%

1090; (70%)

Figura 3.7 - Total de moluscos colhidos por distrito durante 2001 a 2005.

N° de moluscos colectados/Habitat

900+
800
700
600

500
400
3004
2004

Ribeira de Ribeiro Ribeira de Ribeira de

Boina Seco-Estéi Escoural Valverde

Figura 3.8. - Nimero de moluscos colhidos por habitat nos anos de 2001.
a 2005 (n=1557).

3.3.2.2. - Periodo de observagdes.
Quanto ao numero de exemplares colhidos observou-se a seguinte distribuicéo:
a) por ano
O ano de 2002 foi o que mais contribuiu, com um total de 396 moluscos

(25,4%), seguindo-se 0 ano de 2004 com 376 (24,1%) (Tabela 3.6);
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b) por trimestre
O 2° trimestre, foi 0 que contribuiu com o maior numero de moluscos, ou

seja, 663 (42,5%), sequindo-se o 3° trimestre com 352 (22,6%) (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 - Total de moluscos colhidos por ano e trimestre.

Trimestre
10 20 3° 40 Total
62 63 211
o) % (17,89%) * (65,12%) * 336
2001 - (1(222(;2 g o (18,75) ** (62,79%) ** (21,6%) ***
’ 0/ *** 0/f) ***
(3,98%6) *** (4,04%) (13,55%)
87 161 113 35
2002 (39,9%) * (24,28%) * (32,1%) * (10,8%) * 396
(21,96%) ** (40 ‘65%‘; o (28,53%) ** (8,8%) ** (25,4%) ***
*k*k 1 0, *kk 0, *k*k
(5,58) (10,34%) *** (7,25%) (2,24%)
61 87 74 62
2003 (27,98%) * (13,12%) * (21,02%) * (19,13%) * 284
@1 ‘47% ) (30,63%)** (26,05%) ** (21,83%) ** (18,2%) ***
Ano (3’9% ) > (5,58%) *** (4,75%) *** (3,98%) ***
58 200 102
2004 (26,6%) * (30,16%) * (28,97%) * @ ggﬁ/) - 376
(15,42%) ** (53,19%) ** (27,12%) ** @ ‘25%; o (24,1%) ***
0, *k*k 0, *kk 0, *kk 1
(3,72%) (12,84%) (6,55%) (1,0206) ***
12
2005\ (5 5oy * 23 e J 165
(7,27%) ** ! - - (10,6%) ***
(0,7796) ** (92,72%) **
' (9,82%) ***
218 663 352 324 1557
Total (14,0%) *** (42,6%) *** (22,6%) *** (20,8%) *** (100%)

* Relativo ao Total/Trimestre.

** Relativo ao Total/Ano.

***Relativo ao Total de moluscos colhidos (n=1557).
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b) por habitat:

Tabela 3.7 - Distribuicéo total dos moluscos por trimestre (A) e
ano (B) nos quatro habitats estudados.

HABITAT
Ribeira de Ribeira de Ribeira de Total
Trimestres Boina Escoural Ribeiro Seco Valverde
1 82 80 39 17 218
A) (5.3%) (5,1%) (2,5%) (11%) (14,0%)
2 368 178 108 9 663
23,6% 11,4% 6,9% (0,6%) (42,6%)
3 210 90 52 0 352
(13,5%) (5,8%) (3,3%) (22,6%)
4 162 57 69 36 324
(10,4%) (3,7%) (4,4%) (2,3%) (20,8%)
Total 822 405 268 62 1557
(52.8%) (26,0%) 17 ,2%) (4,0%) (100,0%)
HABITAT
Ribeira de | Ribeira de Ribeiro Ribeira de Total
ANO Boina Escoural Seco Valverde
2001 184 20 102 30 336
(11,8%) 1,3%) (6,6%) (1,9%) (21,6%)
B) 2002 152 94 132 18 396
(9.8%) (6,0%) (8,5%) 1,2%) (25,4%)
2003 129 117 27 11 284
(8,3%) (7.5%) 1,7%) (0,7%) (18,2%)
2004 192 174 7 3 376
(12,3%) (11,2%) (0,4%) (0,2%) (24,1%)
2005 165 0 0 0 165
(10,6%) (10,6%)
Total 822 405 268 62 1557
(52,8%) (26,0%) 17,2%) (4,0%) (100,0%)

A Ribeira da Boina foi o habitat em que o nimero de moluscos colhidos foi maior
com um total de 882 (52,8%) (Tabela 3.7 A e B).
Na Ribeira de Valverde ndo se observaram moluscos durante o 3° periodo de

observagdes. O 4° trimestre foi aquele onde se registou o maior nimero de moluscos
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colhidos 36 (58,1%) do total de exemplares ai colhidos (Tabela 3.7 A). As diferencas
encontradas no numero de moluscos colhidos ao longo de cada um dos trimestres foram

estatisticamente significativas quando aplicado o teste de Kruskal-Wallis, (P <0,001).

3.3.2.3. - O desenvolvimento dos moluscos

O estudo referente ao estado de desenvolvimento das populagdes incidiu sobre a
totalidade dos moluscos colhidos nos quatro habitats (n=1557).

Para este estudo, foram seleccionados os diametros maiores (D.M) e menores (D.m).
Assim, todos os moluscos colhidos foram medidos com um paquimetro (compasso de
espessura) e as dimensdes agrupadas nas seguintes classes: 3,0-6,0 mm; 6,1-9,0 mm; 9,1-
12 mm; 12,1-15,0 mm e 15,1-17mm. e as classes: 2,0-5,0 mm; 5,1-8,0 mm; 8,1-11,0 mm;
11,1-14,0 mm e 14,1-17,0 mm, respectivamente.

A Ribeira da Boina foi o habitat que apresentou 0 maior nimero de moluscos nas
diferentes classes. A classe cujas dimensdes estavam entre 9,1mm e 12,0 mm foi a que
apresentou um total de 398 moluscos colhidos, seguindo-se a Ribeira do Escoural e 0

Ribeiro Seco-Estoi. (Figuras 3.8 A e B).
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M Ribeira de Boina ORibeiro Seco-Estéi
400~

M Ribeira do Escoural ORibeira de Valverde
350
3,0-6,0 mm 6,1-9,0 mm 9,1-120mm 12,1-150 mm 15,1-17,0 mm
HRibeira de Boina [ORibeiro Seco-Estéi
350, W Ribeira do Escoural [Ribeira de Valverde

2050mm 5180mm  81-110mm 111-140mm 141-170mm

Figura 3.9 - Distribuicéo do didmetro maior (A) e do didmetro menor (B) das
conchas de P. metidjensis por classes, nos habitats estudados.

No que se refere ao didmetro menor, a ribeira de Boina também foi o habitat que
apresentou o maior nimero de moluscos nas duas classes: 5,1-8,0 mm com um total de 346
exemplares e 299 exemplares na classe 8,1-11,0mm (Fig.3.9 A).

A distribuicdo dos moluscos segundo as classes do diametro maior e menor
permitiu evidenciar que o maior nimero de moluscos colhidos ocorreu no 2° trimestre (no
qual foi colhido o maior numero de moluscos), pertencia a classe “média” de dimenséo

maior (51,5% com 9,1-12 mm). Em relacdo ao didmetro menor, 0 maior nimero de
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moluscos colhidos estava incluido na classe “sub-média” (53,2% - 5,1-8,0 mm), também

no 2° trimestre (Tabelas 3.8 A e B).

Tabela 3.8 - Distribuicdo dos moluscos colhidos pelas diferentes classes

dos didmetro maior (A) e menor (B) durante os quatro
trimestres estudados.

Trimestre
Dimensées TOTAL
ld 20 30 40
3060mm | 8W5% [ 7(0%) (19%%) 18 (6,3%) (7}3}3%)
A) 59 248 68 54 429
@i2% | (B1%) | @2w | 89w | (27.6%
6,1-9,0 mm
Diametro
maior 103 364 131 167 765
91-120mm | (422%) | ®1,5%) | 408%) | B86%) | 49,13%)
44 74 47 32 197
121-150mm | (180%) | (105%) | 46%) | 2% | 127%
151170mm | 101 | ¥4@OW | 340%) | 14@49% | 51(3.3%)
244 707 321 285 1557
TOTAL (15.8%) | @54% | (20.6% | (183% | (110%
Dimensdes Trimestre TOTAL
10 20 30 40
54 23 94 32 203
2050mm | @17 | G3% | @3% | 2% | (13,03%)
50 376 136 88 650
B) (205%) | ®3.2%) | 4236%) | (309%) | (a1,74%
5,1-8,0 mm
Digmetro
menor 81-110 118 283 50 138 589
S @84%) | 404%) | (B5% | 484% | (43.4%)
- 12 1 28 13 64
11140 | uony | 6w 67 | @own | @i
- 10 14 13 14 51
14.1-17.0 @1%) 2.0%) 40%) 49%) (3.3%)
244 707 321 285 1557
Total (15.8% | @5,4% | @0.6% | (183% | (100%)

Quanto & variacdo dos didmetros maior e menor verificou-se que o terceiro
trimestre foi aquele que apresentou uma maior heterogeneidade. No segundo trimestre, as

dimensdes das conchas dos moluscos foram mais homogéneas (Figura 3.10). Também se
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verificou que a Ribeira de Boina e Ribeiro Seco m foram os habitats que apresentaram
maior homogeneidade nas dimensdes dos moluscos, enquanto que a Ribeira de Valverde

apresentou uma maior heterogeneidade (Figura 3.11).

18

14 A T
12 A —

Didmetro (mm)
[y
© o
1 1

s — —- . 0.
2 . . . D.M

Trimestre

Figura 3.10 - Variacéo dos diametros menor (Dm) e maior (DM)
em funcéo do trimestre.
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Figura 3.11 — Variagdo dos didmetros menor (Dm) e maior (DM) nos diferentes
habitats. 1-Rib. Boina; 2-Rib. Escoural; 3-Rib. Seco-Estoi;
4- Rib. Valverde.
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Na Figura 3.12, podemos verificar que na Ribeira de Boina a amplitude de
variacdo do diametro maior da concha de P. metidjensis foi bastante grande no 3° trimestre,
enquanto que no Ribeiro Seco a maior heterogeneidade verificou-se no 4° trimestre.

A Ribeira do Escoural apresentou uma amplitude mais heterogénea no 2° e 3°
trimestres, enquanto no 1° e 4° trimestres a ampliacdo foi mais homogénea. Na Ribeira de
Valverde, devido as caracteristicas do habitat, ndo foram encontrados moluscos durante o
3° trimestre, enquanto os 1° e 4° trimestres foram o0s que apresentaram uma maior

amplitude de variacdo do didmetro maior.

Ribeira de Boina Ribeiro Seco-Estdi
18 18
164 T 16
N B ] —‘7
£ mm 1 £2 T [ mm
R 5 w0
8 « 8
1 T
°] T L 61
a4
1 2 3 4 ‘ 1 2 3 4

Trimestre Trimestre

18 16

16 1 . -
144

N T

12 4 12 4

T L :

DM (mm)
DM (mm)

10 4

104

1 2 3 4 1 2 4
Trimestre Trimestre
Ribeira de Escoural Ribeira de Valverde

Figura 3.12 - Amplitude da variacéo do didmetro maior (DM) da concha de
P. metidjensis nos quatro habitats estudados durante o trimestre.
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Com a excepcdo da Ribeira de Valverde, a variabilidade do didmetro maior
encontrada em cada um dos habitats para os diferentes trimestres, apresenta diferencas
estatisticamente significativas para o teste de Kruskal-Wallis, (P <0,001).

Constatou-se ainda que os diametros maior e 0 menor de P. metidjensis estavam
altamente correlacionados entre si, (com o coeficiente de correlagdo de Spearman de 0,948

e P <0,001) (Figura 3.13).

15,0
*
12,5 — : oK
* %%
10,0
. ?&“
g ¥
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P
25—
| | | | | |
50 75 10,0 125 15,0 17,5

D.M

Figura 3.13 - Correlacéo entre o didmetro maior e o diametro menor
da concha de P. metidjensis nos quatro habitats estudados.

A variabilidade referente aos dois parametros em estudo foi confirmada pelo teste
de Kruskal-Wallis, em que foram encontradas diferencas estatisticamente significativas em
funcdo do trimestre, ano e todos os habitats estudados (P <0,001).

A andlise das caracteristicas morfométricas das conchas dos quatro habitats,
mostrou uma estreita similaridade morfométricas entre os moluscos colhidos na Ribeira de
Boina e os moluscos colhidos no Ribeiro Seco (1,129). A Ribeira de Valverde apresenta
uma diferenca consideravel, formando um grupo distinto relativamente aos outros trés
habitats. A distancia euclidiana entre a Ribeira de Valverde e a Ribeira de Escoural foi

bastante alta (3,741) (Tabela 3.9; Figura 3.14). Este valor elevado, podera ter uma
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justificativa no tipo de habitat que caracteriza a Ribeira de Valverde e a Ribeira de

Escoural, sendo um temporario e o outro permanente.

Tabela 3.9. — Matriz de dissimilaridade da distancia euclidiana para os
quatro habitats em analise.

Distdncias Euclidianas
Habitats
Escoural Valverde Boina Estéi
Escoural 0,000
Valverde 3,741 0,000
Boina 2,701 2,886 0,000
Estéi 3,015 3,064 1,219 0,000
Reescalonamento da distancia entre ‘“clusters”
0 5 10 20 25
Habitats e Fomm Fomm Fom e Fom +
Boina
Estoi J
Escoural
Valverde

Figura 3.14 - Dendrograma da distancia euclidiana obtido pelo método da média

entre grupos para o0s quatro habitats.

Atendendo a que a variabilidade encontrada nas popula¢des de moluscos estudadas,

quer seja ela intra-populacdo ou até mesmo, inter-populacdo, estara também relacionada

com as condicdes ecoldgicas de cada um dos habitats estudados, selecciondmos para o

estudo, a temperatura da agua e a exposicdo solar como factores abioticos e o tipo de

vegetacdo no habitat e na &gua como factor biotico e o tipo de substrato.
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Os factores temperatura da agua e exposicdo solar, apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando aplicado o teste de Kruskal-Wallis (P <0,001).

O tipo de vegetacdo na &gua e no habitat ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, Por outro lado, a quantidade de vegetacdo e o tipo de
substrato do habitat, apresentaram diferengas estatisticamente significativas (P <0,001),

relativamente as dimensoes.

3.4. - Discussdo e Conclusoes.

As caracteristicas das conchas dos moluscos sdo usadas frequentemente para
diferenciar populacGes ou até espécies dentro do mesmo género (Stothard et al, 1997).
Estudos similares ao aqui apresentado foram realizados com moluscos de agua doce
pertencentes aos géneros Biomphalaria e Bulinus, tendo sido possivel a obtencédo de dados
para um melhor entendimento sobre a rela¢cdo dos moluscos com as condigdes ecoldgicas
dos seus habitats e, também, ao seu desenvolvimento sexual e idade, factores importantes
quando se trata de moluscos potenciais hospedeiros intermediarios de trematodes,
nomeadamente, de Schistosoma spp (Azevedo et al, 1961, 1957).

Os moluscos de agua doce P. metidjensis apresentam, por vezes, conchas com
“grandes” dimensdes e sdo habitantes tipicos de pequenas coleccGes de agua as quais
podem ser de caracter permanente ou temporario.

A maior variacdo nas dimensdes dos moluscos, verificadas no 2° trimestre, podera
ser justificada pelas chuvas que ocorreram durante o primeiro trimestre, as quais teriam
possibilitado a reposicdo das populages de moluscos nos locais habituais. Verificou-se
gue os moluscos apresentaram diferentes ritmos estacionais, baixando o seu nimero com a
diminuicdo da quantidade de &gua e aumentando quando a reposicdo da quantidade de

agua era favoravel ao seu desenvolvimento e a manutencéo do habitat.
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Também Gaud (1958) ao estudar o comportamento de duas espécies distintas de
hospedeiros intermediarios de S. haematobium do mesmo local de Marrocos, B. truncatus
e P. metidjensis, observou que apresentavam diferente ritmo estacional. Enquanto que o
primeiro apresentava actividade reprodutiva quase nula de Dezembro até Maio, o segundo
era mais frequente na Primavera e quase desaparecia no Verdo. Isto porque o maior
volume de agua que ocorre durante os dois primeiros trimestres, favorece o crescimento e a
fecundidade dos moluscos, permitindo que os moluscos ja adultos possam produzir maior
nimero de posturas e de ovos e 0s jovens vdo ter o seu ritmo de crescimento mais
acelerado. Dado que a maturidade sexual do molusco esta ligada ao seu tamanho e nédo a
sua idade, os moluscos jovens iniciaram muito cedo a deposi¢cdo de posturas. Estes dois
factores, contribuem para o aumento rapido da densidade dos moluscos.

Com a diminuicdo da precipitacdo, comeca a baixar o nivel de agua nos habitats,
assistindo-se a uma reducdo da area do habitat acabando mesmo, por vez, por desaparecer.
(vide Capitulo 11). Pode acontecer que a medida que vai baixando o nivel de agua haja uma
maior concentragdo de moluscos contribuindo assim, para um aumento da sua densidade
populacional durante um curto periodo de tempo. Foi o que aconteceu na Ribeira de Boina
em que o maior numero de moluscos colhidos ocorreu no segundo trimestre, devido a
diminuicdo do caudal de &gua houve uma reducdo na dispersdo dos moluscos e como
consequéncia, a densidade dos moluscos no habitat também aumentou. Contudo, a
competicdo pelo alimento exercida quando o nimero de moluscos aumenta devido a uma
diminuigdo da area disponivel, poderd levar a uma reducéo répida e dréstica do nimero de
efectivos. Trabalhos realizados em laboratorio sobre os efeitos da densidade populacional
sobre o crescimento e desenvolvimento dos moluscos permitiram concluir que estes
quando sujeitos a uma grande aglomeragéo, apresentam uma inibicdo do crescimento e
alteracdo da fecundidade (Simdes et al, 1974).

Também o tamanho médio das conchas de P. metidjensis, coincide com a descri¢do
feita por Nobre em 1941. Este autor refere ter encontrado conchas de grandes dimensdes, 0

que mais tarde foi corroborado por Fraga de Azevedo, et al, (1948) e Grécio, (1983). No
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presente estudo o tamanho méaximo encontrado nos distritos de Coimbra e Evora variou
entre 16,6 mm (DM) e 14,2 mm (Dm) (Tabela 3.1).

A variabilidade encontrada nas caracteristicas morfométricas da concha de P.
metidjensis nos diferentes distritos, permitiu evidenciar dois grupos distintos, em relagdo a
proximidade dos valores encontrados. O primeiro, engloba as regides do Alentejo, Algarve
e Estremadura e o segundo grupo, as regifes do Sado e das Beiras. Geograficamente a
regido do Sado estd mais proxima da regido do Alentejo do que da regido das Beiras apesar
das distancias nos indicar uma maior proximidade com a regido das Beiras. O tipo fisico
dos habitats e as caracteristicas morfométricas das conchas dos moluscos colhidos,
parecem ser os factores que expliquem esta proximidade.

Em relacdo aos tipos fisicos dos habitats verifica-se que foi nos pequenos caudais
de 4gua e nos tanques que se encontram os moluscos biometricamente mais proximos entre
si, seguindo-se os ribeiros e 0s charcos. Este facto, pode explicar-se por os ribeiros (de
caracter permanente na sua maioria) e os charcos (de caracter temporario), apresentarem
caracteristicas idénticas que permitem um melhor desenvolvimento dos moluscos
relativamente aos outros tipos de habitats. Também outros factores ligados ao habitat
(elementos quimicos, fauna, flora, temperatura, etc.) poderdo explicar as diferencas
encontradas.

Nos quatro habitats seleccionados, verificou-se que o numero de moluscos foi
maior nos dois primeiros trimestres, coincidindo estes com o periodo das chuvas. E durante
este periodo que se verifica a consolidacdo dos habitats e 0 aumento da reproducao. Alguns
estudos correlacionam o inicio das chuvas e o aumento da actividade reprodutiva das
populacdes, cujo estimulo podera estar associado ao aumento da area do proprio habitat, a
adicdo de suplementos alimentares e a diminuicdo de substancias nocivas (Brown, 1994).

A heterogeneidade encontrada nas dimensfes das conchas do Ribeiro Seco e da
Ribeira de Valverde, sugere a existéncia simultanea de varias geracdes de moluscos, apesar

de serem habitats de caracter temporario, em que durante o periodo de Verdo o nimero de
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moluscos diminui drasticamente, no caso, do Ribeiro Seco ou como na Ribeira de
Valverde em que ndo é possivel encontrar moluscos durante os 2° e 3° trimestres.

Nas Ribeiras de Boina e Escoural encontram-se moluscos durante todo o ano,
havendo uma diminuicdo durante o periodo de Verdo, o que podera explicar-se pelas
alteracBes das caracteristicas fisicas dos habitats, tais como, a diminui¢cdo do caudal de
agua e da vegetacdo e 0 aumento da temperatura da agua.

P. metidjensis mostrou-se bem adaptado aos tipos de habitats permanentes e
temporarios, estando presente durante todo o ano nos distritos estudados, havendo nas suas
populagbes heterogeneidade de dimensdes que permitem desempenhar o papel de
hospedeiros intermediarios de trematodes. Estes resultados parecem estar de acordo com 0s
de outros estudos realizados, com P. metidjensis, hospedeiro intermediario, de Schistosoma
haematobium em Marrocos, 0s quais permitiram confirmar a grande capacidade de
adaptacdo que estes moluscos tém a diferentes tipos de habitats e de climas (Yacoubi et al,

2007).
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4.1. Introducdo

Uma das principais caracteristicas da associacdo trematode-molusco esta
relacionada com a sua especificidade (vide Capitulo ). Embora, o grau de especificidade
do treméatode pelo hospedeiro possa ser influenciado por diferentes factores (ecologicos,
etioldgicos e fisioldgicos), tera também uma forte componente imunologica. Este facto
sugere que mecanismos da capacidade infectante especificos e dificeis de compreender tém
evoluido entre o grande grupo de trematodes digenea, e, de forma idéntica, os moluscos
tém desenvolvido mecanismos de defesa eficazes contra os trematodes (van der Knaap &
Loker, 1990).

A relacdo hospedeiro-parasita tem por base a interaccdo entre as estratégias de
sobrevivéncia do parasita e 0s mecanismos de defesa do hospedeiro (Woolhouse &
Webster, 2000). O sistema de defesa dos moluscos, que embora ndo possua muitos dos
elementos do sistema imune inerentes aos vertebrados (linfécitos, imunoglobulinas,
anticorpos especificos e memdria imunoldgica), consegue distinguir o “proprio” do “nédo
proprio” e constituir um obstaculo ao desenvolvimento do parasita.

A maioria dos resultados descritos até ao momento foram obtidos em modelos
experimentais, em que foram utilizados o molusco B. glabrata e S. mansoni ou varias
espécies de Echinostoma, com estirpes do hospedeiro seleccionadas intensivamente, pela
sua capacidade de resisténcia ou susceptibilidade de infecgdo (van der Knaap & Loker,
1990).

Sendo o P. metidjensis um potencial hospedeiro intermediario de S. haematobium
em Marrocos (Moukrim et al, 1996 eYacoubi et al, 1999), e de S. bovis em Espanha
(Ramajo-Martin & Simon-Vicent, 1988) varios estudos experimentais tém vindo a ser
desenvolvidos com o objectivo de averiguar qual o grau de susceptibilidade desta espécie
de molusco ao parasita e efeitos no seu desenvolvimento (Xavier & Azevedo, 1965; Silva

et al, 1974, Simdes e Medeiros, 1980 e Zekhnini et al, 2002).
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O presente trabalho foi planeado, com o objectivo de avaliar a susceptibilidade de P.
metidjensis descendentes de moluscos colhidos em diversos habitats de Portugal
continental (vide Capitulo 1) e de B. truncatus (mantidos em condi¢cfes laboratoriais) a

diferentes espécies de Schistosoma e a sua capacidade de eliminacédo de cercarias.

4.2. - Material e métodos

A pesquisa de moluscos infectados por formas larvares de Schistosoma spp e de outros
trematodes foi efectuada por eliminagdo espontanea de cercarias e por estudos histolégicos.

Ap0s terem sido colhidos nos seus habitats naturais, os moluscos foram transportados
para o laboratério. Seguidamente, os moluscos foram colocados em tubos de Willis com 15
ml de &gua morna e deixados sob uma fonte de luz durante 2 horas. Terminado esse
periodo os moluscos eram observados individualmente com o objectivo, de verificar se as
partes moles apresentavam ou nao esporocistos e se eliminavam ou ndo cercarias. Os
moluscos positivos foram separados para estudos posteriores e aqueles em que ndo foi
possivel observar esporocistos foram deixados durante mais alguns dias para que, se
infectados, viessem a eliminar cercérias.

Posteriormente, procedeu-se a identificacdo das cercarias, que foram montadas entre
lamina e lamela e coradas com lugol. Para a medicdo e observacdo dos detalhes
morfologicos, foram utilizadas 150 cercérias. Os dados obtidos foram comparados com 0s
de Carvalho et al (2001), Frandsen & Kristensen (1984).

A infecgédo experimental dos moluscos decorreu em duas fases. Na primeira fase
foram usados 20 exemplares da 12 geracdo de P. metidjensis, nascidos em laboratério e
descendentes dos moluscos colhidos nos varios habitats. Quanto a B. truncatus, ndo tendo
sido possivel encontrar exemplares vivos durante o periodo em que se realizou o trabalho
de campo, foram utilizados 30 exemplares mantidos no laboratério de Malacologia do

Instituto de Higiene e Medicina Tropical, colhidos e gentilmente cedidos pela Prof?
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Doutora Maria Amélia Grécio. Para a infec¢do dos moluscos foram usados miracidios que
eclodiram dos ovos de Schistosoma haematobium recolhidos das urinas de varios pacientes
angolanos.

Devido a dificuldade em encontrar doentes infectados com S. haematobium e de
manter o ciclo de vida deste parasita em laboratdrio, procedeu-se a segunda fase da
infeccdo experimental dos moluscos com os miracidios que eclodiram de ovos de S.
mansoni obtidos por infeccdo experimental de Mus musculus. O ciclo de vida de S.
mansoni € mantido no Laboratério de Malacologia tendo como hospedeiro intermediario
Biomphalaria glabrata e como hospedeiro definitivo M. musculus.

Cada molusco a infectar foi colocado num tubo de Willis contendo cerca de 15 ml
de agua, com uma temperatura entre os 25-27° C e deixados durante a noite para que a
infeccdo se possa efectuar plenamente, sendo o nimero de miracidios varidvel de acordo
com o plano de trabalho.

Apos exposicdo aos miracidios, 0os moluscos foram divididos em grupos, segundo a
sua origem. Durante o periodo de observacdes a temperatura da agua dos recipientes
oscilou entre 24° C £ 1° C e receberam como alimento alface fresca. Foram infectados um
total de 180 moluscos, sendo 120 P. metidjensis e 60 Bulinus truncatus. Como controlo
utilizaram-se 30 exemplares de P. metidjensis e 15 de B. truncatus, que foram mantidos
nas mesmas condicdes que a dos infectados.

Para observar a possivel eliminagdo de cercérias, os moluscos foram colocados
individualmente, num tubo de Willis com agua a uma temperatura entre 26°-28° C, o qual
ficou debaixo de um foco de luz artificial durante 2-4 horas.

Durante o periodo experimental as nossas observacdes incidiram também em cada
um dos grupos na contagem do namero de posturas, de ovos e de moluscos que morriam.

Com o objectivo, de obter informacgéo sobre as alteracfes morfo-histoldgicas, dos
moluscos que se encontravam naturalmente infectados, foram seleccionados 10 exemplares

com os quais se fez um exame histoldgico. Nos ensaios experimentais, seleccionaram-se 3
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exemplares com, 24 horas ap0s exposi¢do aos miracidios, 4 exemplares com 48h, 4
exemplares apds 96 horas, 4 exemplares ap6s 5 dias e 4 exemplares ap6s 10 dias. Os
restantes moluscos expostos a miracidios foram colocados individualmente, duas vezes por
semana, sob uma lampada durante 2-3 horas para se observar se ocorria a eliminagdo de

cercarias. Os cortes seriados foram corados pela PSB-hematoxilina.

4.3. Resultados
4 .3.1. Infecgdo Natural

Dos 3219 P. metidjensis colhidos, 1456 (45,2%) apresentavam esporocistos em
diversas partes do corpo, nomeadamente, nos tentaculos (Figura 4.1-1), manto e pé

(Figura 4.1-2).

Figura 4.1. — Infeccdo natural de Planorbarius metidjensis (Ampliac&o 40x).
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As cercérias eliminadas por estes moluscos foram semelhantes as descritas como
sendo xifidiocercarias (Frandsen et al., 1984) por apresentarem uma ventosa oral com um
estilete largo e um pouco achatado, a cauda larga com uma membrana terminal pregueada
e a faringe e o sistema excretor em forma de Y bem visiveis. Uma vez observadas as
xifidiocercarias a serem eliminadas do molusco pelo estimulo luminoso, notou-se que
permaneciam nadando, utilizando por vezes a cauda e por outra fixando-se com as
ventosas no fundo do tubo, mostrando-se muito activas. Todas estas caracteristicas estdo de

acordo com as descritas para as xifidiocercérias (Figura 4.2).

Figura 4.2. - Xifidiocercéria eliminadas por P. metidjensis colhidos na natureza.
(Ampliagéo 100x)

A — Estilete B — Ventosa oral C — Ventosa ventral D — Cauda

Os cortes histologicos mostraram focos de proliferacdo e diferenciacdo de
NUMerosos esporocistos, sem qualquer reaccdo aparente por parte do hospedeiro, formando
por vezes lesdes encapsuladas no centro das quais 0s esporocistos exibiam varios graus de

desintegracéo (Figura 4.3).
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Figura 4.3. - Cortes Histolégicos do tentaculo e bordo do manto de P. metidjensis
(Ampliagéo 100x). As setas indicam a formacéo de esporocistos.

4.3.2. - Infecgdo experimental.
4.3.2.1. - Infecgdo experimental com S. haematobium.

Foram expostos a miracidios de S. haematobium, oriundos de Angola, 30 moluscos
B. truncatus da regido do Algarve e 20 P. metidjensis das regides do Alentejo e Algarve.
Verificou-se a ndo susceptibilidade daqueles moluscos a estirpe de S. haematobium de

Angola.
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4.3.2.2. - Infecgdo experimental com S. mansoni.

Os grupos e o numero de miracidios a que foram sujeitos 120 exemplares de P.
metidjensis e a sua origem estdo descritos no Anexo 2 (Tabela A2). Foi feito o0 mesmo
procedimento com os 60 exemplares de B. truncatus, 50 do Algarve e 10 de Coimbra
(Anexo 3, Tabela A3).

Dos exemplares de P. metidjensis submetidos a exposicdo a S. mansoni, apenas 10
desenvolveram infeccdo até a fase de esporocisto. Os restantes moluscos acabariam por
morrer em diferentes etapas do periodo de infeccdo (Anexo 4, Tabela A4). Observou-se
também que nos moluscos infectados com 5 e 10 miracidios a percentagem da mortalidade
foi mais elevada do que nos grupo de moluscos infectados com 8 miracidios.

Devido a elevada taxa de mortalidade que se verificou entre 0s moluscos expostos,
ndo foi possivel determinar o nimero de posturas e de ovos eclodidos.

Nos moluscos que desenvolveram infeccdo, observou-se alteracdes, essencialmente,
morfo-histoldgicas, sobretudo a nivel da deformacdo dos tentaculos em diferentes periodos
de infec¢do, evidenciando-se o grau de degradacdo dos tentaculos & medida que a infecgdo

aumentava (Figura 4.4).

96



Capitulo 4

Figura 4.4. — P. metidjensis expostos com 8 miracidios de S. mansoni.

As setas indicam os diferentes estadios dos esporocistos (Ampliacdo 40x)

A- Ribeira de Escoural (10 dias de infeccéo);
B- Ribeira de Valverde (10 dias de infeccéo):
C- Ribeira de Boina (20 dias de infec¢do);
D- Ribeira de Souselas (20 dias de infeccéo)
E- Ribeira de Escoural (30 dias de infecgdo);
F- Ribeira de Boina (30 dias de infecgdo):
G- Ribeira de Boina (35 dias de infecgdo);
H- Ribeira de Escoural (40 dias de infeccéo).
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Os estudos a nivel histologico mostraram focos de proliferacdo de esporocistos,

sem reaccdo dos tecidos ou com lesbes encapsuladas no centro das quais 0S esporocistos

apresentavam diferentes graus de desintegracao variavel consoante a fase de infec¢cdo. Na

(Figura 4.5).

d) 5 dias ap6s infeccdo

e) 10 dias ap6s infeccdo

Figura 4.5. - Cortes histoldgicos da zona cefalopodal de P. metidjensis infectados com
S. mansoni. (ampliacdo 100x).
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Relativamente ao B. truncatus, nenhum dos exemplares expostos a diferentes doses
de miracidios de S. mansoni eliminou cercarias, e dos 60, 46 (76,6%) acabariam por morrer

10 dias apods a exposicdo, e os restantes 14 (23,3%) ao fim de 20 dias.

4.4. Discussdo e conclusoes.

Apesar de nenhum dos moluscos colhidos nos 38 habitats ter eliminado cercérias de
Schistosoma spp, foi possivel constatar a presenca de cercarias de outros treméatodes, ndo
parasitas de humanos que também completam os seus ciclos de vida em moluscos de
diversos generos (Souza et al, 1997). Em 1456 exemplares de P. metidjensis colhidos,
apenas foram encontradas cercarias que ndo apresentam a cauda bifurcada e que foram
identificadas como sendo xifidiocercérias, ndo tendo sido possivel chegar a espécie por
falta de dados.

Quanto a longevidade dos moluscos parasitados, verificou-se que estes sobreviviam
muito menos tempo em laboratorio do que os moluscos colhidos no mesmo local mas que
ndo se encontravam parasitados. As alteracdes em determinados 6rgdos, tais como, a
glandula digestiva (hepatopancreas) e ovotestis (glandula hermafrodita) podem ser uma das
consequéncias nas alteragdes observadas na fecundidade e longevidade dos moluscos
(Malek & Cheng, 1974).

Na infecgdo experimental, os resultados obtidos vém confirmar, mais uma vez, a
ndo susceptibilidade de Planorbarius metidjensis de Portugal continental a estirpes de
Schistosoma haematobium oriundas de Angola.

Em 1965, Xavier Sampaio et al, submeteram varios exemplares de P. metidjensis
da regido do Algarve & exposicdo a miracidios de S. haematobium da Guiné e
demonstraram que 0s moluscos ndo eram susceptiveis ao parasita, visto ndo terem
eliminado cercarias nem ter sido notado qualquer desenvolvimento de miracidios nos

cortes histologicos efectuados.
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Posteriormente, em 1974, Oliveira et al também procederam a infeccéo
experimental de P. metidjensis utilizando duas estirpes de S. haematobium, uma da Guiné-
Bissau e outra de Mogambique, cujos resultados foram idénticos aos anteriores. Em 1980,
nova exposicdo a miracidios de uma estirpe de S. haematobium de Angola foi realizada
pelos mesmos autores e os resultados confirmaram os resultados obtidos nos dois trabalhos
anteriores.

Idénticos resultados foram também observados pelos autores atrds mencionados
com Bulinus truncatus. Os nossos resultados confirmaram aqueles resultados para as
estirpes de S. haematobium. Contudo, aqueles autores consideraram o B. truncatus como
um perigo potencial, visto que anteriormente ja se tinha mostrado susceptivel, em
exposicoes laboratoriais, a algumas estirpes de S. haematobium de Angola, assim como, a
estirpes de Mogambique e Guiné-Bissau, tendo-se mostrado um bom hospedeiro por estas
ultimas (Xavier, 1972, Simdes & Azevedo, 1974 e Simdes & Medeiro, 1980).

Em 1965, Fraga de Azevedo e colaboradores submeteram B. truncatus da regido de
Coimbra a exposicdo a miracidios de S. haematobium de Guiné-Bissau e verificaram que
esta espécie era susceptivel ao parasita, concluindo que este molusco, largamente
distribuido a norte do rio Mondego, podia comportar-se como um hospedeiro de S.
haematobium, facto que se revestia da maior importancia, quer parasitologica quer
epidemioldgica, porque até aquela altura, se suponha que apenas o P. metidjensis existente
na regido do Algarve poderia desempenhar o papel de hospedeiro intermediério.

Mas, se P. metidjensis mostrou ndo ser susceptivel a infeccdo experimental com
miracidios de S. haematobium, o mesmo ndo aconteceu quando foram submetidos a
infeccdo por S. mansoni. Apesar de ndo terem eliminado cercérias, alguns exemplares
desenvolveram infeccdo até a fase de esporocisto.

Os resultados obtidos evidenciaram também uma mortalidade elevada e nenhum
dos moluscos eliminou cercarias. Dos 120 moluscos infectados, 10 exemplares

desenvolveram infeccdo até a fase de esporocisto. O facto do S. mansoni ndo ter
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completado o seu ciclo durante a experiéncia, a presenca de esporocistos nos tentaculos ou
nos tecidos, sdo um indicio de que a infeccdo ocorreu acompanhada por alteracdes a nivel
morfologico. Para estudar a susceptibilidade a infeccdo de P. metidjensis originario de
Portugal, Barbosa et al (1959 e 1961) submeteram 22 moluscos P. metidjensis de Portugal
a um ndmero variavel de miracidios de S. mansoni (5 a 20). Os resultados obtidos
evidenciaram uma mortalidade elevada e os moluscos sobreviventes ndo se mostraram
positivos. Contudo, a anélise dos cortes histologicos mostraram a presenga de esporocistos.
Perante tais resultados, os autores concluiram que embora P. metidjensis ndo seja um bom
hospedeiro para a estirpe brasileira de S. mansoni, podera vir a ser um potencial hospedeiro,
considerando que a susceptibilidade a infeccdo tem caracteristicas genéticas e hereditarias
e que o sucesso da relacdo parasita-molusco estd dependente de diferentes factores,
nomeadamente factores ecoldgicos, etioldgicos e fisioldgicos (Malek & Cheng, 1974; van
der Knaap & Loker, 1990).

A alta taxa de mortalidade que se verificou nos moluscos de ambas as espécies,
podera estar relacionada com a resisténcia dos moluscos a infeccédo pelo S. mansoni que se
manifesta pela imensa reaccdo amebaocita em torno dos esporocistos, levando os moluscos
a morte, enquanto que os moluscos susceptiveis a infec¢do apresentam reaccdes leves e 0s
esporocistos aparecem na sua maioria viaveis (Coelho, 1962).

A elevada taxa de mortalidade dos moluscos e o desenvolvimento incompleto do
parasita na fase intra-molusco parecem nao ter sido influenciados pelas diferentes doses de
miracidios a que foram sujeitos os moluscos, mas sim pelos mecanismos de resisténcia a
infeccdo desencadeadas pelo molusco. Segundo Théron et al, (1997), a auséncia de
resisténcia do hospedeiro, permite que o miracidio se desenvolva até a fase final do seu
ciclo intra-molusco.

A sobrevivéncia e longevidade dos moluscos infectados com trematodes, tém
consequéncias importantes em relagdo a prevaléncia do parasita e dindmica da populagédo

hospedeira. Embora taxas elevadas de mortalidade caracterizem a infecc¢do por treméatodes,
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alguns autores tém descrito casos de longevidade dos moluscos infectados, principalmente
quando infectados com algumas espécies de Schistosoma. Muitos factores poderdo estar
envolvidos na determinacdo da sobrevivéncia e longevidade, incluindo a intensidade da
infeccdo, nutricdo do hospedeiro e compatibilidade das estirpes de parasita e hospedeiros
envolvidos.

O facto do numero de posturas produzidas pelos diferentes grupos de moluscos ter
sido muito reduzido, podera estar relacionado com a perda de potencial reprodutivo do
hospedeiro, denominada por “castracdo” e que é uma caracteristica comum de muitas
interaccdes trematode-molusco (Thompson, 1997), levando a uma reducdo da sua
fertilidade (Webster & Woolhouse, 1999).

Embora ainda ndo se conhecam muitas das alteracBes fisiologicas e bioquimicas
observadas em moluscos infectados com trematodes, parece ser evidente que o0
desenvolvimento da infeccdo € um processo bem regulado e que envolve um confronto
entre a manipulacdo do parasita e a resposta do hospedeiro. A natureza ciclica do
desenvolvimento do parasita e a eliminacdo de cercarias, sugere que 0 hospedeiro sofre
também ciclicamente, exaustdo metabdlica seguida por um periodo de recuperacdo, o0 que
permite ao parasita uma utilizacdo Optima e por periodos de tempo mais longos dos

recursos do hospedeiro (Thompson, 1997).
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Capitulo 5
5.1. Introducgdo

Planorbarius metidjensis, Gastropoda de agua doce, amplamente distribuido
em Portugal, desempenha um importante papel como hospedeiro intermediario de
Schistosoma haematobium no Norte de Africa (Yacoubi et al, 1999), como unico
hospedeiro intermediario de S. bovis em Salamanca (Ramajo-Martin, 1988) e,
provavelmente, foi hospedeiro natural de S. haematobium no Algarve (Bettencourt et al,
1922).

Devido a sua distribui¢do geografica confinada apenas a regido do norte de Africa e
Peninsula Ibérica, esta espécie de moluscos tem sido um pouco descriminada relativamente
a outras espécies. Na perspectiva de contribuir para o estudo molecular desta espécie e de
estabelecer uma relacdo filogenética com outras dentro da familia Planorbidae, foi
desenvolvido este estudo cujo objectivo principal visava a caracterizacdo molecular desta
espécie de moluscos utilizando como marcadores os genes mitocondriais COI (Cytochome
Oxidase subunit I) e 16S (rRNA).

Procurou-se também inserir neste estudo a caracterizacao da variabilidade genética
das diferentes populagdes de P. metidjensis, colhidos nos varios habitats (vide Capitulos II

e III), recorrendo a técnica de RAPD.
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5.2. Material e Métodos

Dos trinta e oito habitats estudados (vide Capitulo II), foram seleccionados 19 para
estudos de caracterizacdo molecular através de RAPD, tendo como base para a selec¢do o
tipo de habitat e os distritos. Na analise dos dois marcadores genéticos foram seleccionados

22 habitats. Foi analisado um total de 120 exemplares (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Distribuigdo geografica e tipo de habitats de P. metidjensis, utilizados nas
diferentes analises moleculares.

Marcadores
Populagdes Distrito  Tipo de habitat
RAPD COI 16S

Penilhos

Beja Tempordrio X x X
Alvito X X X
Rib. Monchique Tempordrio X x X
Rib. Seco-Estoi Tempordrio X x X
Binanciate Tempordrio x x

Faro
Rib.Pincho 1 Permanente X X X
Rib. Pincho 2 Permanente X X
Rib. Boina Permanente X X x
Rib.S.Lourengo-Mourdo Tempordrio X x
Rib.Escoural Evora Permanente X
Rib. Valverde Tempordrio X X X
Rib. S. Cacém Setubal Permanente X X x
Sesimbra Tempordrio X X X
Rib. V.Lobos -Sintra Lisboa Permanente X x x
Rib. S. Paulo Temporario X X X
Rib. Eiras . Permanente X X X

Coimbra

Rib. Souselas Temporario X x X
Rib. Souselas (2) Temporario X X
Rio Coa-Sabugal Guarda Permanente X x x
Rebolosa Tempordrio X X x
Cassurdes Viseu Tempordrio X x
Portalegre Portalegre Tempordrio X X X
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Dos moluscos que se encontravam em etanol, retiraram-se o pé e a cabega (zona
cefalopodal) para extrac¢cdo do ADN total, a qual foi realizada de acordo com o protocolo
utilizado na Divisdo de Parasitologia Biomédica do Museu de Historia Natural de Londres
(Anexo D).

A amplificagdo do ADN gendémico dos moluscos foi realizada por reac¢ao de PCR,
aplicada aos genes mitocondriais COI (Cytochrome oxidase sub-unit I) e 16S (ARNT). Os
fragmentos do gene COI foram amplificados utilizando os oligonucleotidos universais
descritos por Folmer et al (1994) e para o gene 16S foram utilizados os oligonucleétidos ja
utilizados para outras espécies de moluscos, nomeadamente, espécies pertencentes ao

género Biomphalaria (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Oligonucleotidos utilizados na amplificagdo dos dois genes.

Gene a ser
amplificado Sequéncia dos oligonucleétidos
(Fwd)
co1 Folmer 1
(Folmer etal, 1994)
16S 5 -TGCTTAAGTTCAGCGGGT- 3'
Sequéncia dos oligonucleétidos
(Rvs)
COI Folmer 2
(Folmer et al, 1994)
16S 5 -TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3'

As reaccdes de amplificagdo dos genes COI e 16S foram efectuadas em volumes de
25 ul, utilizando o kit “puRETaq ready-To-Go PCR beads” comercializado pela
“Amersham Biosciences”. Em cada reaccdo de PCR foi também incluida uma amostra
negativa (sem ADN) que serviu de controlo negativo. As reac¢des de amplificagdo foram
efectuadas num termociclador Mastercycler ® (Eppendorf). A ampliacdo dos genes foi
realizada com os oligonucledtidos descritos, cujo volume das amostras para PCR foi de 25

ul. As amplificagdes do gene COI foram realizadas com um passo de desnaturacdo a 95° C
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durante 5 minutos, seguindo-se 37 ciclos de ampliagdo a 95° C durante 15 segundos, a 58°
C durante 30 segundos e 72° C durante 90 segundos e uma extensdo final a 72° C durante 5
minutos.

As amplificagdes do gene 16S do ARNr foram realizadas com um passo de
desnaturagao a 95° C durante 5 minutos, seguindo-se 37 ciclos de ampliagdo a 94° C
durante 1 min., a 50° C durante 1 min., a 72° C durante 2 mins., ¢ uma extensao final a 72°
C durante 5 minutos.

Apo6s a amplificacdo, os fragmentos de ADN foram submetidos a electroforese em
gel de agarose a 1% em tampao TAE (Tris-Acetato 40 mM EDTA 1 mM; pH 8,3), onde
foi incorporado brometo de etidio, numa concentracao de 0,5 pg/ml. Juntamente com os
produtos de PCR, foi também adicionado um marcador de massa molecular “HyperLadder
IT (Bioline). As amostras foram preparadas com 6 pl de produto de PCR ao qual se
adicionou 1 pl de tampao (Azul de Bromofenol com glicerol). A migracao foi feitaa 120 V
durante, aproximadamente trinta e cinco minutos. Os fragmentos de ADN amplificados
foram visualizados sob radiacdo ultravioletas (UV) por emissdo de fluorescéncia do
brometo de etidio intercalado do ADN, numa cabine “Eagle Eye® I1” (Stratagene).

Para a realizagdo da sequenciagado, os produtos de PCR foram purificados usando as
colunas de purificacio Qiaquick PCR™ comercializadas pela Qiagen Inc. e todos os
produtos de PCR foram sequenciados para ambos os sentidos utilizando o Kit de
sequenciacio SequiTherm Excell TM" ADN comercializado pelo Cambio (UK).

Os produtos de PCR depois de purificados foram submetidos a reaccdo de
sequenciacdo num sequenciador automatico (MWG Biotech, UK). As sequéncias foram
determinadas em ambos as sentidas, usando e-seq ' e alinhadas com o auxilio de Align IR
(vers. 1.2).

As sequéncias nucleotidicas parciais obtidas para os genes COI e 16S, foram
analisadas através do programa “Basic Local Alignment Search Tool” (Blast) (disponivel
em http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), que permitiu a pesquisa de sequéncias

homoélogas depositadas nas bases de dados de acesso publico (disponivel em

107



Capitulo 5

http//www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) (Anexo 6, Tabela A6). As sequéncias obtidas,
quer as de Planorbarius metidjensis, quer as que se obtiveram com recurso ao Genbank
foram alinhadas com o apoio do programa ClustalW (Thompson, et al, 1994), ainda que
alguns ajustes tenham sido introduzidos manualmente a posterior.

Os estudos da inferéncia filogenética foram realizados com o auxilio do programa
MEGA 3.1 (Kumar et al, 2004) onde se calcularam as matrizes de distancia genéticas entre
os diferentes haplotipos, calculadas pelo modelo de dois pardmetros de Kimura e
construidos os respectivos dendrogramas pelo método UPGMA para a observacdo do
agrupamento dos haplotipos de acordo com os polimorfismos de cada gene.

A estimativa do nimero médio de diferencas nucleotidicas (K), a diversidade
nucleotidica (n) ¢ a diversidade de haplotipos (Hd) foram analisados de acordo com Nei
(1987) com o apoio do programa DnaSP 4.10.7 (Rozas et al, 2003).

A andlise estatistica da genética populacional foi realizada através das andlises das
frequéncias e distribui¢do de haplotipos utilizando os programas DnaSP Ver.4.10.7 (Rozas
et al, 2003). Os niveis de estruturagdo das populagdes foram inferidos pelas analises de Gst,
que ¢ a medida de diferenciagdo genética entre as populagdes (Slatkin, 1985), e o fluxo
génico através do nimero de migrantes por geragdo (Ny,), em que N € o tamanho efectivo
de cada populacdo e m ¢ o nimero de migrantes entre a populacao.

A andlise filogenética foi conduzida através do programa MEGA version 3.1
(Kumar et al, 2004), incluindo o calculo da composi¢do nucleotidica e a distancia genética.
Também com o auxilio do programa MEGA e pelo método “neighbor-joining” (juncao de
vizinhos), foi construida uma arvore filogenética, tendo por base as distancias genéticas
calculadas pelo método de dois pardmetros de Kimura, para cada um dos genes analisados.
Os valores de confianca, para os ramos individuais da arvore, foram determinados por
analise de “bootstrap” obtidos com 1.000 réplicas aleatorias dos dados.

Na amplificacdo aleatdria de polimorfismos de ADN (RAPD) utilizou-se o kit

“Ready-To-Go RAPD Analysis Beads” (Armersham Pharmacia) que ¢ comercializado e
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preparado para RAPD e dois oligonucleotidos que fazem parte do kit, com as seguintes
sequéncias: (P1) 5 —= GTTTCGCTCC 3’ e (P2) 5 - GTTTCGCTCC 3°.

Nas amplificagdes com dois oligonucledtidos (os que apresentaram melhores
resultados do conjunto de seis oligonucledtidos que constituiam o kit) foi seguida a
metodologia indicada no protocolo que acompanha o kit. As reac¢des de amplificacio
foram efectuadas num termociclador Mastercycler ® (Eppendorf), programado para 1 ciclo
a 95° C, 5 minutos; 45 ciclos a 94° C por 1 min, 36° C por 1 min.; 72° C por 2 min. € um
ciclo final a 72° C por 10 minutos.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% suplementado
com brometo de etidio (0,5 pg/ml). Para estimar o peso molecular dos fragmentos
amplificados utilizou-se um marcador de massa molecular “HyperLadder 11 de 2000 pares
de bases. A migragdo ocorreu a 160V durante duas horas. As bandas de ADN foram
visualizadas numa cabine “Eagle Eye® II” (Stratagene).

Na analise da similaridade genética foi construida uma matriz para os fragmentos
polimorficos amplificados codificados em sistema binario, atribuindo-se (1) para a
presenca e (0) para a auséncia de bandas. Foram consideradas as bandas visiveis, enquanto
que as de dificil resolugdo, ndo foram incluidas. A similaridade entre as amostras foi
estimada pelo “Coeficiente de Similaridade de Jaccard” (Sneath & Sokal, 1973), para o
calculo das similaridades genéticas para os habitats e os distritos, conforme a expressao:

Sij=a/atb+c
a —numero de bandas presentes em ambos os individuos;
b - nimero de casos em que ocorre a presenga da banda somente no individuo i;

¢ —numero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no individuo j

A matriz de similaridade, construida com o auxilio do programa SPSS (versao 12)
foi transformada em matriz de distincias genéticas (d) usando a féormula d=1-S, a qual foi
sujeita a analise com o auxilio do pacote de programas PHYLIP (versdo 3.5; Felsenstein,

1993). A matriz foi testada usando o programa Neighbor do PHYLIP e do qual foi gerado
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um dendrograma, pelo método de UPGMA (Método de média aritmética ndo ponderada),
aplicando-se o programa TREEWIEW (Page, 1998).

A matriz binaria de presenga/auséncia de bandas também foi utilizada para calcular
o indice de diversidade de Shannon (Ho) (Lewontin, 1972), com o objectivo de descrever a
distribuicdo da diversidade dos dados de RAPD entre ¢ dentro das populagdes (habitats).
Foram aferidos os seguintes parametros: diversidade genética total de Nei (1973) (Ht),
diversidade genética dentro (Hs) e entre (Hc) as populagdes de moluscos de cada um dos
distritos. A diferenciacdo genética entre e dentro dos habitats foi determinada pela
Diversidade Genética de Nei’s (1987) (Gst). Para o nivel de diferenciagdo estabeleceu-se a
definicdo proposta por Wright (1978) em que os valores de 0,00 a 0,05 apresentavam
pequena diferenciacdo genética, valores entre 0,05 e 0,15 apresentavam diferenciacao
moderada, valores entre 0,15 e 0,25 alta diferenciacdo e maiores que 0,25 elevada
diferencia¢do genética. Foi também obtido o fluxo génico (Nm), ou seja, o numero de
migrantes que uma populacdo recebe por geragdo. Para a afericdo dos pardmetros acima
mencionados foi utilizado o programa POPGENE 1.31 (Yeh et al, 1999).

Para testar a hipotese da existéncia de um isolamento geografico, realizou-se um
teste de associacdo entre as matrizes de similaridade genética e a distancia geografica
através do Coeficiente de correlagdo matricial (r) com o apoio do programa “Mantel for the

Windows” (Cavalcanti, 2005).
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5.3. Resultados

5.3.1. Polimorfismos do gene COT do ADN mitocondrial

5.3.1.1. - Diversidade molecular

Em todos os habitats estudados, observou-se um fragmento com um peso molecular

aproximadamente de 680 pb. A Figura 5.1 mostra as 13 populagdes de P. metidjensis

analisadas.

Figura 5.1 — Visualizagdo do gel de agarose a |
dos produtos de PCR do gene COI paral3 habitats
estudados. M- marcador molecular

As sequéncias parciais dos diferentes habitats foram alinhadas manualmente e
agrupadas nos respectivos distritos para se proceder a analise dos dados. Foram retiradas
deste estudo as sequéncias que apresentaram resultados incongruentes.

A média de bases nucleotidicas calculada foi de 13,35% para a citosina, 38,72%
para timina, 31,00% para adenina e 16,93% para guanina. A frequéncia de A+T encontrada
foi elevada com 69,72%. A Tabela 5.3. mostra a composig¢do nucleotidica encontrada nas

populagdes de P. metidjensis de cada distrito.
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Tabela 5.3. — Distribui¢do das percentagens de nucledtidos encontrados
nas sequéncias analisadas para o gene COL.
(n° de habitats analisados).

C (%) T (%) A (%) 6 (%)

Coimbra (5) 8,46 4439 28,78 18,37
Evora (2) 20,33 30,89 34,11 14,67
Faro (3) 9,49 43,09 29 18,42
Lisboa (1) 20,33 30,49 34,55 14,63

Setibal (2) 8,16 4478 28,46 18,6

Média 13,35 38,72 31,00 16,93

5.3.1.2. - Distribuicdo e andlise dos haplotipos

As sequéncias analisadas apresentaram 9 haplotipos diferentes classificados de
Hapl a Hap9 (Anexo 7, Tabela A7). O haplotipo 9 (Hap 9) foi encontrado em dois
distritos, Lisboa e Evora, respectivamente. Faro e Coimbra foram os distritos mais
polimoérficos por apresentar em trés haplotipos cada um e todos eles exclusivos. Os
distritos de Lisboa e de Setibal mostraram ser monomorficos por apresentarem um unico
haplotipo. A distribuicdo e frequéncia relativas dos haplotipos encontrados em cada um

dos distritos estdo descritas na Tabela 5.4.

Tabela 5.4. - Distribuigdo e frequéncias relativas dos haplotipos identificados no
gene COI nos diferentes distritos estudados.

Coimbra Evora Faro Lisboa Setubal

Hap 1 (0,6) Hap 3 (0,5) Hap 2 (0,333) Hap 9 (1.0) Hap 6 (1,00)

Hap 3 (0,2) Hap8(05) Hap4 (0,333)
Hap8 (0,2) Hap 7 (0,333)
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Na Tabela 5.5, estdo descritos os haplotipos encontrados nos diferentes distritos,

o numero médio de diferencas nucleotidicas (K), a diversidade nucleotidica (m)

diversidade haplotipica (Hd).

Tabelas 5.5. - Indices de polimorfismos do gene COI nos diferentes

distritos analisados. (n° de habitats estudados).

Distritos Haplétipo K T Hd
Coimbra (5) H1; H3, H8 47,00 0,143 0,70
Evora (2) H3; H5 5,00 0,015 1,00
Faro (3) H2:H4:H7 6,00 0,018 1,00
Lisboa (1) H9 - - -
Setibal (2) Hé - . -

Total 9 48,75 0,147 0,94

(&

a

O calculo da diversidade nucleétidica (wt) para as populagdes de P. metidjensis dos

cinco distritos em andlise, apresentou um elevado nivel de polimorfismo, ©=0,147. A

diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,94 para o conjunto dos distritos. Contudo, o distrito

de Coimbra foi o que apresentou menor diversidade haplotipica (Hd=0,70).

Os polimorfismos de nucledtidos simples (“Single Nucleotide Polymorphic”) do

gene COI calculados através da diversidade nucleotidica, demonstraram que as populagdes

de P. metidjensis nos cinco distritos analisados, apresentaram um nivel de polimorfismo

elevado, com uma média de 147 SNPs por 1000 pb (7=0,147).

Com base no calculo da distancia genética entre os haplotipos par a par foi

construido um dendrograma a partir do método UPGMA (método da média aritmética ndo

ponderada) que mostra as relagdes entre os haplotipos encontrados para o gene COI do

mtADN.
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Hap 3
Hap 7

Hap 6
Hap 1
Hap 5
Hap 2
Hap 4

99

Hap 8
Hap 9

0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Figura 5.2. — Dendrograma obtido pelo método UPGMA, mostrando as relagdes
entre os nove haplotipos do gene COI. Os nlimeros apresentados nos ramos foram
obtidos a partir de um “bootstrap” de 1000 replicacdes usando o modelo Kimura 2-
parametros.

A maioria dos haplotipos encontrados apresentou uma diversidade genética com
valores que variaram entre 0,00 e 0,59. No entanto, o haplotipo H9 (Hap 9) apresentou um
elevado indice de diferenciagdo genética comparado com os demais haplotipos, cujos

valores variaram entre 1,03 ¢ 0,89 (Anexo 8, Tabela A8).

5.3.1.3. - Diferenciagdo genética
A diferenciacao genética entre os distritos emparelhados foi determinada pela
diversidade genética de Nei (1973) (Gst), cuja média obtida sugere que 33,7% da
variabilidade genética estd distribuida entre os distritos (Gst=0,337) e que apresenta uma
elevada diferenciagdo (Anexo 9 Tabela A9). O fluxo génico indica que o namero de

migrantes por geracdo foi inferior a 1 (Nm=0,49).
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Com a matriz de distdncias genéticas entre distritos emparelhados foi possivel
construir um dendrograma pelo método UPGMA, no qual o distrito de Lisboa aparece
separado dos restantes distritos por conter um Unico haplotipo (Hap 9) com uma alta-

frequéncia haplotipica (1,00) (Tabela 5.4, Figura 5.3).

Lisboa

Coimbra

Faro

|: éVOf‘Cl

Setibal

0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 5.3 — Dendrograma obtido com base no coeficiente de divergéncia génica de Nei,
Gst (1973).

5.3.2. Polimorfismos do gene do ARN ribossomal (rDNA)
165

5.3.2.1. - Diversidade molecular
Foram analisadas 16 habitats distribuidos por cinco distritos (Tabela 5.1). Em

todos as mostras analisadas observou-se um fragmento de 420 bp. A Figura 5.4 mostra os

produtos de PCR amplificados do gene 16S para os habitats analisados.
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420 bp

Figura 5.4. — Visualizagdo do gel de agarose a 1% para
os produtos de PCR do gene 16S.

As amostras que se apresentaram incongruentes foram retiradas do estudo. No total,
foram identificados quatro haplotipos diferentes (Anexo 10, Tabela A10) as bases
nucleotidicas apresentadas foram de 11,76% para a citosina, 36,26% para timina, 36,25%
para adenina e 15,71% para guanina. A frequéncia de A+T encontrada foi elevada, com
73,51. A Tabela 5.6. faz referéncia a composi¢do nucleotidica das populagdes de P.

metidjensis de cada um dos distritos.

Tabela 5.6. — Distribuigdo das percentagens de nucledtidos encontrados nas sequéncias
analisadas para o gene 16S. (n° de habitats analisados).

Distritos C (%) T (%) A (%) 6 (%)
Beja (n=2) 11,83 36,06 36,34 15,77
Coimbra (n=5) 11,82 36,15 36,26 15,77
Evora (n=2) 15 36,98 36,01 15,51
Faro (n=6) 11,83 36,06 36,34 15,77
Setdbal (n=1) 11,83 36,06 36,34 15,77
Média 11,76 36,26 36,25 15,71
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5.3.2.2. - Distribuigdo e andlise dos haplotipos

O haplotipo 1 (H1) foi o0 mais comum, estando presente em quase todos os distritos,
excepto no distrito de Evora (Tabela 5.7). O haplotipo 2 (Hap 2) apenas foi encontrado
no distrito de Coimbra e os haplotipos 3 (Hap 3) ¢ 4 (Hap 4) foram encontrados apenas no
distrito de Evora. Dos distritos analisados trés mostraram-se monomorficos, ou seja,

apenas um haplotipo foi identificado.

Tabelas 5.7. — Distribuicdo e frequéncias relativas dos haplotipos identificados
no gene 16S nos diferentes distritos estudados.

Beja Coimbra Evora Faro Setubal

Hap 1 (1,0) Hap1 (0,5) Hap3(0,5) Hap1(1,0) Hap1(0,1)

Hp2 (05 HaP4(©.5)

Na Tabela 5.8, estdo descritos os haplotipos encontrados nos diferentes distritos, o
numero de haplotipos encontrados em cada distrito, o nimero médio de nucleotidos
diferentes (K), a diversidade nucleétidica (1) e a diversidade haplotipica (Hd).

O calculo da diversidade nucleétidica (wt) para as populagdes de P. metidjensis dos
cinco distritos apresentou um nivel de polimorfismo de 0,021. A diversidade haplotipica
foi de 0,371 para o conjunto dos distritos. Contudo, o distrito de Coimbra foi o que
apresentou menor diversidade haplotipica (Hd=0,40) (Tabela 5.8).

Os polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs) do gene 16S calculados através da
diversidade nucleotidica, demonstraram que as populagdes de P. metidjensis nos cinco
distritos analisados, apresentaram um alto nivel de polimorfismos, com uma média de 21

SNPs por 1000 pb (7=0,021).
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Tabela 5.8. — Indices de polimorfismos do gene 16S nos diferentes distritos
analisados. (n° de habitats analisados).

Distritos Haplotipos K T Hd
Beja (2) H1 - - .
qumbr'a (B) H1; H2 0,40 0,0015 0,40
Evora (2) H3; H4 39,00 0,1541 1,00
Faro (6) H1 - - .

Setubal (1) H1 - - -
Total 4 5,561 0, 021 0,371

Com base no célculo da distancia genética entre os haplotipos emparelhados foi
construido um dendrograma a partir do método UPGMA que mostra as relagdes entre os
haplotipos encontrados para o gene 16S (Figura 5.5).

O haplotipo 4 (Hap 4) apresentou o indice de diferencia¢do genética mais elevado
quando comparado com os demais haplotipos, cujos valores variaram entre 0,68 ¢ 0,60. O
haplotipo 3 (Hap 3), quando comparado com os demais haplotipos apresentou um valor

muito baixo (0,04)

Hap 1

77
Hap 2

LHap3

Hap 4

Figura 5.5. — Dendrograma obtido pelo método UPGMA, mostrando as relagdes
entre os nove haplotipos do gene 16S. Os nimeros apresentados nos ramos foram
obtidos a partir de um "bootstrap” de 1000 replicagdes usando o modelo Kimura 2-
parametros.
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5.3.2.3 - Diferenciagdo genética

A diferenciacdo genética total dos distritos emparelhados, determinada pela
Diversidade Genética de Nei (1987) (Gst=0,466), sugere que 46,6% da variabilidade
genética haplotipica estd distribuida entre os distritos apresentando uma elevada
diferenciacdo. O fluxo génico indica que o numero de migrantes por geracao foi inferior a
1 (Nm=0,29).

Com a matriz de distancias genéticas entre os distritos emparelhados foi possivel
construir um dendrograma pelo método UPGMA, no qual o distrito de Beja aparece
separado dos restantes distritos, cujos valores de Gst quando comparado com os demais
distritos variaram de 0,031 (Coimbra), 0,333 (Evora) ¢ 1,00 (Faro e Setubal). Comparando
Coimbra com os restantes distritos, os valores obtidos foram 0,198 (Evora), 0,000 (Faro) e
0,31 (Settibal). Entre Evora e Faro o valor foi de 0,427 e entre Evora e Setubal o valor foi

0,333. Por fim, entre Faro e Setubal o valor Gst foi de 1,00 (Figura 5.6).

| Coimbra

| Faro

Evora

| Setibal

Beja

Figura 5.6 — Dendrograma obtido com base no Coeficiente de divergéncia génica de Nei,
Gst (1973) para os distritos em analise.
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5.3.4. - Variabilidade entre as populagoes de Planorbarius
metidjensis

5.3.4.1. Amplificagdo Aleatéria de Polimorfismos de ADN
(RAPD)

Dos cinco oligonucleotidos que constituem o kit, apenas dois (P1 e P2) foram os
que apresentaram os dados passiveis de interpretacdo, reproduzindo polimorfismos cujo
tamanho variou de 300 bp a 1800 bp, (Figura 5.7). Ambos os oligonucledtidos
apresentaram um maximo de 8 “loci” polimoérficos, para um total de 146 amostras. O
maior numero de bandas polimoérficas encontradas nos diferentes habitats foi 8 e o menor

foi 2.

P1 P2

M 1 2 34 5 6 7 8 9 101112 13 14

M 1 2 345 6 7 8 9 101112 13 14

M 15 16 17 18 19 M 15 16 17 18 19

1700 pb— 1200 pb
1000 pb—p- 1000 pb
500 pb 600 pb
400 pb —p-

300 pb

Figura 5.7 - Gel de agarose a 1% mostrando os perfis de RAPD de P. metidjensis de diferentes
habitats usando os oligonucleotidos 1 (P1) M - marcador molecular; 1- Sabugal. 2- Rebolosa;
3- Cassurdes; 4- Ribeira de Eiras; 5- Ribeira de Souselas; 6- Santiago do Cacém; 7-
Sesimbra; 8- Vale de Lobos (Sintra); 9- Alvito; 10- Mourdo; 11-Ribeira do Pincho; 12-
Penilhos; 13- Ribeira de Monchique; 14- Portalegre; 15-Ribeira de Estéi; 16- Ribeira de
Boina; 17- Ribeira de Valverde; 18- Ribeira de Escoural; 19- Ribeira de S. Paulo.
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5.3.4.2. - Caracterizagdo da diversidade genética

Os valores estimados para a diversidade genética determinada pelo Indice de
Shannon (Ho) estdo descritos na Tabela 5.9. Os resultados mostram diferengas
significativas entre e dentro dos 19 habitats de P. metidjensis em estudo.

Os valores para o Indice de Shannon (Ho), evidenciaram alta diversidade genética
para o conjunto dos habitats com um total de 0,4981 (+ 0,1008).

Ribeira de Souselas, apresentou o indice de Shannon mais elevado (Ho=0,4005),
sendo também o habitat que apresentou maior variabilidade, com moluscos geneticamente
diferentes. Por outro lado, o habitat Rio Cda-Sabugal, com o indice de Shannon mais baixo
(0,0866), apresentou moluscos geneticamente mais homogéneos. Os restantes habitats
apresentaram moderada a alta diversidade genética (Tabela 5.9).

Quanto a diferenciagdo genética entre e dentro das populagdes de moluscos
agrupadas nos diferentes distritos e determinada pela diversidade genética de Nei’s (1987),
os resultados evidenciaram (Gst=0,2389) que 23,9% da variabilidade genética se encontra
entre os distritos ¢ que 76,1% dentro dos distritos (Tabela 5.10). De acordo com a
defini¢do proposta por Wright (1978), o valor encontrado sugere alta diferenciacao
genética.

Relativamente a cada um dos distritos, Guarda foi o que apresentou uma maior
diferenciagdo genética, com 64,8% entre os habitats (Gst=0,648) e 35,2% dentro dos
habitats que compdem o distrito, enquanto que Coimbra, demonstrou que 26,5%
(Gst=0,265) da variabilidade genética se encontra entre os habitats e 73,5% dentro dos
habitats. Com a excep¢ao dos distritos de Portalegre e Viseu (cujos resultados nao foi
possivel apresentar devido ao numero de habitats estudados ndo ter sido suficiente para a
analise de dados), os resultados evidenciam que existe uma elevada diferenciagdo genética

entre os distritos, assim como, dentro dos distritos (Tabela 5.10).
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Tabela 5.9 - Indices de diversidade genética para os habitats de P. metidjensis

estudados.

Habitats Distritos Indice ‘(’fbs)h“"”°“
1. Alvito Beja 0,1993
2.Penilhos 0,1569
3. Ribeira de Eiras 0,2907
4. Ribeira de S. Paulo Coimbra 0,2272
5. Ribeira de Souselas 0,4005
6. Ribeira do Escoural 0,3078
7. Ribeiro S. Lourengo-Mourdo Evora 0,2346
8. Ribeira de Valverde 0,2643
9. Ribeira de Boina 0,3466
10. Ribeiro Seco-Estéi Faro 0,2436
11. Ribeira de Monchique 0,1538
12. Ribeira do Pincho 0,3139
13. Rio Coa-Sabugal Guarda 0,0866
14. Rebolosa 0,2296
15. Ribeira V. Lobo-Sintra Lisboa 0,2599
16. Portalegre Portalegre 0,3302
17. Ribeira S. Cacém setibal 0,3319
18. Sesimbra 0,1769
18. Cassurdes Viseu 0,3263

TOTAL (- 01008)
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Quadro.5.10. - Indices de diversidade genética (Nei, 1973) para os nove distritos

estudados.
. . Coeficiente
Diversidade D’lv.erSIdade de N° de
L s genéticaentreos e .
Distrito genética total . diferenciacdo migrantes
distritos L.
(Ht) (Hs) genética (Nm)
(Gst)
Beja 0,227 0,1207 0,4685 0,5673
Coimbra 0,3242 0,2383 0,2651 1,3864
Evora 0,3038 0,1927 0,3657 0,8672
Faro 0,2529 0,1836 0,2741 1,3239
Guarda 0,316 0,1111 0,6484 0,2712
Lisboa 0,3961 0,1324 0,4864 0,5763
Portalegre 0,3587 - - -
Setubal 0,2075 0,1348 0,5018 0,4964
Viseu 0,3729 - - -
Total 0,3546 0,2748 0,2389 1,8845

- Nio foi possivel apresentar resultados, devido ao reduzido niimero de habitats analisados.

O fluxo génico (Nm) para o conjunto dos distritos analisados foi de 1,8845,

indicando que o nimero de migrantes foi superior a um, demonstrando a possivel

ocorréncia de fluxo génico. Ao analisarmos a Tabela 5.10, podemos concluir que os

distritos de Coimbra e Faro apresentaram um numero de migrantes superiores a um, com

1,3864 e 1.3239, respectivamente. Para os restantes distritos o fluxo génico foi inferior a

um (0,5673, 0,8672, 0,2712 e 0,4964).

Segundo o tipo fisico (temporarios ou permanentes), observou-se que a divergéncia

genética (Gst) foi mais elevada nos habitats do tipo temporarios, com 0,4971, do que nos

habitats do tipo permanente, com 0,4044. Os valores estimados para o indice de Shannon,

(Ho), evidenciaram alta diversidade genética para os dois tipos de habitat, sendo 0,4638

para os permanentes ¢ 0,5368 para os temporarios. O fluxo génico foi inferior a um para

ambos os tipos fisicos (Tabela 5.11).
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Os resultados obtidos para os diferentes tipos fisicos dos habitats indicam uma
elevada diferenciacdo genética para cada um deles, notando-se que a diferencia¢do
genética apresentada pelo habitat do tipo temporario ¢ ligeiramente superior aos habitats do

tipo permanente.

Tabela 5.11. - indices de diversidade genética para os dois tipos fisicos dos habitats

em estudo.
' Indice de Diversidade DlYers'dade Cc?efmlen.‘re ?e ° .
Tipos de L genética entre diferenciagdo  N° de migrantes
. Shannon genética total o L
Habitats H) (H) os distritos genética (Nm)
° (Hs) (6st)
Tempordrios 0,5358 0,3540 0,2108 0,4971 0,5058
Permanentes 0,4538 0,2952 0,1484 0,4044 0,7364

5.3.4.3. - Identidade e distdncia genéticas entre as populagdes de
P. metidjensis

Baseado nos valores da distancia e identidade genéticas de Nei (1973) que medem
o grau de proximidade genética entre pares de populagdes (Anexo 11, Tabela All)
obtiveram-se dois dendrogramas pelo método de UPGMA, para os 19 habitats ¢ 9 distritos,
respectivamente.

A andlise de agrupamento UPGMA utilizando as estimativas da identidade e
distancias genéticas de Nei (1972) para os 19 habitats emparelhados, mostra que Sabugal
devido a baixa variabilidade encontrada entre os moluscos nele colhidos, apresenta-se

como um grupo separado dos demais habitats (Figura 5.8).
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Aquele habitat foi o que apresentou as maiores distdncias quando comparado com
os restantes. A maior distdncia genética observada, verificou-se entre a Rebolosa e
Penilhos (0,8512), enquanto que a menor distancia se verificou entre Ribeira de S. Paulo e

Alvito (0,0010) (Anexo 11, Tabela Al1).

Rio Coa-Sabuaal

Penilhos

Ribeira de Eiras

Rebolosa

Ribeira V. Lobo-Sintra

Riheira de Sauscelas

Ribeira S. Lourenco-Mourdo

Partaleare

Ribeira S. Cacém
Ribeira de Valverde

Ribeira de Estéi
Ribeira de Boina

Cassuroes

Ribeira de Escoural

Sesimbra

Alvito

0,1 0
Ribeira de S. Paulo

Riheira de Monchiaue

Ribeira do Pincho

Figura 5.8. — Dendrograma gerado pelo método de analise UPGMA com base nas
distancias genéticas de Nei (1972) entre os habitats de P. metidjensis

O dendrograma da Figura 5.9, mostra que o distrito da Guarda, forma um grupo
separado dos restantes distritos, como consequéncia da baixa variabilidade encontrada em

Sabugal. Os distritos de Coimbra ¢ Viseu, assim como Evora e Settbal, estio muito
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proximos uns dos outros comportando-se como se fossem uma Unica populacdo. Os
resultados parecem também evidenciar um nitido isolamento do distrito da Guarda
relativamente aos restantes, se tivermos em consideragdo que este ¢ o distrito

geograficamente situado mais a norte.

Guarda

Lisboa

Beja

Portalegre

Coimbra

Viseu

0,1

Faro

Evora

Setibal

Figura 5.9. — Dendrograma gerado pelo método de analise UPGMA com base nas
distancias genéticas de Nei (1972) para os distritos de P. metidjensis

em analise.
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5.3.4.4. - Correlagdo entre a similaridade genética e a
distancia geogrdfica

Entre a distdncia geografica e a similaridade genética foi encontrada uma
correlagdo negativa (r=-0,085; p= 0,33), como se pode observar na Figura 5.10, indicando
que a distancia geografica entre os varios habitats, ndo influencia a similaridade genética

encontrada entre cada um deles.
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Figura 5.10. — Representagdo grafica da correlagao (r) entre as distancias
geograficas (Km) e a similaridade genética.

5.4. - Andlise filogenética

A andlise filogenética das sequéncias parciais de P. metidjensis obtidas para os
genes que codificam a enzima citocromo oxidase (COI) e para o gene ARNr 16S ambos do
ADN mitocondrial, foi realizada em conjunto com as sequéncias homoélogas disponiveis no
GenBank, através da construg¢do de arvores pelo método de jungdo de vizinhos (“neighbor
joining”), tendo por base as distdncias genéticas calculadas pelo modelo de dois

parametros de Kimura.
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A analise demonstrou para ambas as sequéncias analisadas, a formacdo de dois e
trés grandes grupos, respectivamente. Na arvore filogenética obtida para o gene COI, foi
adicionada a espécie Ferrissia rivularis como um grupo externo (“outgroup”) (Figura
5.11), enquanto que a espécie Anisus vartex funciona como grupo externo para a arvore
filogenética para o gene 16S (Figura 5.12).

Na analise do gene COI, a arvore ¢ constituida por dois grandes ramos. O primeiro
ramo ¢ constituido pelo conjunto da espécie de P. metidjensis, representativo dos diferentes
habitats e um segundo grupo formado pelas espécies do género Planorbarius
(Planorbarius sp e P. corneus), suportado por um valor de “bootstrap” elevado 81%. Os
diferentes habitats representativos da espécie P. metidjensis de Portugal formam um grupo
parafilético suportado por um valor de “bootstrap” maximo (100%).

O segundo ramo ¢ constituido por dois grupos distintos onde se agrupam as
diferentes espécies de moluscos pertencentes ao género Biomphalaria, agrupado segundo a
origem das espécies, destacando-se as espécies do velho continente, ou Africanas, ao qual,
pertencem as espécies B. pfeifferii, B. angulosa, B. choanomphala e B. sudanica e as
espécies do novo continente, ou Neotropical que engloba as espécies B. occidentalis, B.
obstructa e B. glabrata. A espécie B. occidentalis parece ser a espécie basal ao grupo
Neotropical, suportado por um alto valor de “bootstrap” (99%).

A estreita associagdo entre a B. glabrata (espécie neotropical) e as espécies
africanas ¢ suportada por um valor de “bootstrap” de 79%, que se encontra no limite do
estatisticamente significativo.

A espécie Helisoma trivolvis é basal neste segundo ramo ¢ parece ser grupo irmao
das outras espécies pertencentes ao género Biomphalaria. Esta relagdo é explicada pela
formac¢do de um grupo parafilético, em que o valor de “bootstrap” associado a este ramo se

encontra no limite do estatisticamente significativo (76%).
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Sesimbra
Sesimbra

Vadle de Lobo
Santtiago do Cacém

Mourdo
Ribeira do Pincho
Ribeira de Boina
Ribeira de Estdi
Ribeira S.Paulo
Ribeira de Souselas
Ribeira de Eiras (1)
Ribeira Eiras (2)
Plarorbarius sp

Plarorbarius corneus
Plarorbarius corneus

6

Felisoma trivolvis

Biomphalaria occidentalis

B9

Biomphalaria obstructa

00— gomphalaria glabrata

V9o

— Bomphalaria glabrata
§8—  Biomphalariapfefferii

r6

Biompalaria pfeifferi
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— Bonphalaria pfeifferi
Biomphalaria angulosa
Biomphalaria choaromphala

Biomphalaria sudanica

Biomphalaria sudanica

001

Figura 5.11 Relagdo filogenética entre as varias populagdes de Planorbarius metidjensis
de Portugal e outras espécies de moluscos hospedeiros de Schistosoma spp e de outros
trematodes, inferidas pela analise das sequéncias parciais do gene COI através do método
“neighbor joining”, tende por base as distancias genéticas calculadas pelo modelo Kimura
2-parametros. Os niimeros sobre os ramos indicam os valores de confianca, determinados

Ferrissia rivilaris

por andlise de “bootstrap” com 1000 réplicas.
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Relativamente a analise do gene 16S do ARN ribossomal (Figura 5.12), a arvore
obtida apresenta a formacao de trés ramos principais. O primeiro ramo ¢ formado por dois
grupos distintos que agrupam as diferentes espécies de moluscos pertencentes ao género
Biomphalaria segundo a sua origem. Assim, destaca-se o grupo das espécies do velho
continente ou Africanas, constituido pelas espécies B. choanomphala, B. sudanica e B.
camarunensis e o grupo das espécies do novo continente ou Neotropicais, do qual fazem
parte as espécies B. glabrata, B. tenegophila, B. kuniana, B. peregrina, B. obstructa e B.
tesmacalensis. Tal como na arvore anterior a espécie Helisoma trivolvis surge em estreita
associacao com estes dois grupos, apresentando-se como um grupo basal, suportado por
um valor de “bootstrap” de 81%.

O segundo ramo principal ¢ constituido pela espécie P. metidjensis de Portugal em
que os diferentes habitats representativos da espécie sugerem a formacdo de um grupo
monofilético em associacdo com a espécie P. corneus, em que o valor de “bootstrap”
associado a este ramo ¢ bastante elevado (98%) e estatisticamente significativo.

Por fim, o terceiro ramo principal ¢ formado pelas espécies pertencentes ao género
Bulinus (B. nassutus B. truncatus e B. liratus). Neste grupo o B. nassutus apresenta-se
como a espécie basal, com um valor de “bootstrap” maximo (99%). Associado a este grupo,
esta a espécie Indoplanorbis exutus, que sugere a formacdo de um grupo parafilético,

suportado por um valor de “bootstrap” de 80 %.
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Figura 5.12. - Relagdo filogenética entre as varias populagdes P. metidjensis de Portugal e
outras espécies de moluscos hospedeiros de Schistosoma sp, inferidas pela analise das
sequéncias parciais do gene 16S através do método “neighbor joining”, tende por base as
distancias genéticas calculadas pelo modelo Kimura 2-pardmetros. Os nimeros que se

encontram sobre os ramos indicam os valores de confianga, determinados por andlise de
“bootstrap” com 1000 réplicas.
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5.5. Discussdo e conclusdes

O presente estudo permitiu apresentar as primeiras sequéncias, ainda que parciais
dos genes COI e 16S de P. metidjensis provenientes de diferentes areas geograficas de
Portugal continental e, paralelamente, estabelecer uma relagdo filogenética com outras
espécies pertencentes a mesma familia. Consequentemente, também foi possivel estimar os
niveis da variabilidade genética intra e interpopulagdo de 19 habitats de P. metidjensis de
diferentes regides geografica através de marcadores de RAPD.

Nos dois genes (COI e 16S), dos moluscos colhidos nos diferentes distritos, foi
observada uma propor¢do maior do par Timina-Adenina (T+A) em relagdo ao par
Guanina-citosina (G+C) com 71,11% e 28, 86%, respectivamente. Esta parece ser uma
propriedade caracteristica dos genes mitocondriais de algumas espécies de invertebrados
(Davis et al, 1996 cit Stothard et al, 2002).

Neste estudo, foram detectados nove haplotipos diferentes para o gene COI num
total de 13 habitats estudados. Para o gene 16S, num total de 16 habitats foram encontrados
quatro haplotipos diferentes. Os moluscos provenientes do distrito de Coimbra foram os
mais polimorficos, com um total de 5 haplotipos, sendo trés haplotipos para o gene COI e
dois para o gene 16S. Os habitats estudados caracterizaram-se por ser, na sua maioria,
habitats do tipo tempordarios apresentando alta variabilidade genética.

A diversidade haplotipica ¢ um indice que reflecte a probabilidade de dois
haplotipos escolhidos ao acaso numa populacdo serem diferentes, enquanto que a
diversidade nucleotidica reflecte a probabilidade de dois nucleétidos homdlogos escolhidos
ao acaso serem diferentes numa populagao (Nei & Li, 1979).

A média da diversidade nucleotidica (n) encontrada em todos os haplotipos para o
gene COI foi 0,147 e para o gene 16S foi de 0,021. A alta diversidade nucleotidica
encontrada no gene COI parece estar relacionada com a presenga de um haplotipos

especifico (Hap 9) que apresentou um elevado indice de diferenciagdo genética.
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Dejong, et al. (2003) compararam duas espécies de moluscos do género
Biomphalaria, B. glabrata e B. pfeifferi, respectivamente, demonstrando que estas duas
espécies apresentaram um elevado numero de haplotipos, caracteristica presente em
moluscos de agua doce com capacidade de dispersdo limitada, a qual parece estar
relacionada com o isolamento geografico.

Na andlise do gene COI foi possivel observar a ocorréncia de um haplotipo comum
H3 (Haploétipo 3) em dois dos cinco distritos analisados, enquanto que para o gene 16S o
H1 (Haplétipo 1) foi encontrado em quatro dos distritos analisados. Estes dois haplotipos
distintos um do outro, evidenciam serem os possiveis haplotipos ancestrais (para os genes
COI e 16S), apesar da distancia geografica entre eles ser superior a 200 km.

A caracterizagdo da estrutura genética através da analise do ADN mitocondrial tem
sido, ao longo desta ultima década, bastante estudada em populagdes de moluscos
pertencentes a diferentes género e espécies. Os resultados da diferenciacdo genética entre e
dentro dos distritos estudados, mostraram uma diversidade genética elevada para ambos os
genes, com Gst=0,466 para 16S e Gst=0,337 para COI. De acordo com a defini¢do de
Wright (1978) estes valores ddo uma ideia aproximada da estrutura populacional dos
moluscos nos cinco distritos analisados a qual ¢ elevada.

A diferenciacdao genética podera ser influenciada pelo baixo numero de migrantes
(Nm) que foi inferior a 1 para ambos os genes. Assim, para o gene COI o Nm foi de 0,49 e
para o gene 16S Nm foi de 0,29. Estes valores indicaram que nao houve fluxo génico entre
as populagdes de moluscos dos distritos em estudo, sugerindo a ocorréncia de um
isolamento reprodutivo entre as populacdes, que na maioria das vezes é gerada pelo
isolamento das populagdes naturais devido a sua fragmentagdo (Mukaratirwa et al, 1996
€1998). Porém, um baixo fluxo génico (inferior a 1) ndo significa que haja uma auséncia
de fluxo de genes (Coutlec-Vreto et al, 1994) e que este pode ser impulsionado pela
dispersdo passiva que possa ocorrer durante o periodo de chuvas ou através do transporte

dos ovos pelos passaros (Jarne & Delay, 1991). Por outro lado, um fluxo génico limitado,
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causado pela falta de intercomunicagdo entre diferentes populacdes, leva ao aparecimento
de uma variabilidade interpopulacional (Caldeira et al, 2001).

A disposicao geral dos haplotipos nos dois dendrogramas confirma a ndo
diferenciagdo genética segundo a area geografica associada aos diferentes distritos. Em
cada um dos dendrogramas, pode-se observar a formagdo de um grupo englobando a
maioria dos haplotipos. O suporte estatistico para estes agrupamentos pode ser considerado
alto (77% e 99%, para 16S e COI, respectivamente).

A comparagdo dos respectivos dendrogramas (Figuras 5.3 e 5.6) obtidos com
base no coeficiente de divergéncia genética de Nei (Gst), da-nos uma percepgao da posigao
dos diferentes distritos relativamente a divergéncia genética encontrada para cada um deles.
Assim, para o gene COI o distrito de Lisboa forma um grupo separado dos demais distritos,
como consequéncia do unico haplotipos encontrado (Hap 9) ser o mais divergente de todos.
O mesmo sucedeu para o gene 16S em que o distrito de Faro e Coimbra sdo os distritos
mais proximos um do outro.

Por outro lado, a técnica molecular RAPD-PCR revelou ser também um meio
adequado para analisar a variagdo genética dentro e entre as populagdes de P. metidjensis
de diferentes areas geograficas. As amplificagdes de ADN pela técnica de RAPD-PCR
resultaram de um nuamero suficiente de fragmentos polimorficos para as analise de
estruturacdo genética, apesar do nimero de oligonucleodtidos ter sido muito reduzido.
Também ¢ importante salientar que embora os marcadores RAPD ndo representem a
melhor ferramenta para definir e diferenciar populagdes, estes abriram uma nova
perspectiva para aprofundar o conhecimento sobre a genética das populacdes naturais, e
tém sido largamente usados nos estudos da variabilidade genética intra e inter populacional
nos mais variados organismos (Langand et al, 1993; Sire et al, 1999; Cardoso et al, 2006)

Marcadores similares também sdo usados no estudo da deriva genética, nos
diferentes sistemas reprodutivos, nos niveis de endogamia e no fluxo génico, mostrando a
influéncia na dindmica populacional e consequentemente, na estrutura da genética

populacional (Semyenova et al, 2003). Uma das muitas hipdteses na utilizagdo de
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marcadores RAPD, consiste na sua aplicacdo aos estudos de variabilidade genética nas
populagdes de moluscos (Vidigal et al, 1994 e 1998; Gutiérrez et al, 2003 e Caliens et al.,
2004).

Os nossos resultados mostraram que a variabilidade genética determinada pelo
indice de diversidade genética de Shannon foi elevada para o total dos 19 habitats
(Ho=0,4981). Analisando os habitats, observou-se que a variabilidade genética variou de
0,0866 (para Sabugal) e 0,4005 (Ribeira de Souselas). O indice de Shannon variade Oa 1 e
considera-se que quanto mais proximo o valor for de zero, mais baixa ¢ a diversidade. Dos
resultados por nds obtidos, podemos concluir que a Ribeira de Souselas foi o habitat em
que os moluscos colhidos se apresentaram bastante heterogéneos. Por outro lado, o Rio
Coa-Sabugal foi o habitat com as caracteristicas mais homogéneas. Estes valores estdo um
pouco abaixo dos valores encontrados por Langand et al (1999) ao estudar a estrutura
populacional de Biomphalaria glabrata nas ilhas de Guadalupe, os quais variaram de 0,571
a 0,330, indicando neste caso uma diversidade intrapopulacional elevada e separando ao
mesmo tempo as populacdes segundo a sua regido geografica.

Com base na defini¢do de diferenciagdo genética proposta por Wright (1978), o
valor Gst (Gst=0,2389) obtido para o conjunto dos distritos indica alta diferenciacao
genética. O nimero de migrantes por geracao (Nm) foi de 1,8845, o que indica que um
fluxo génico moderado entre os moluscos colhidos nos varios distritos. Estes resultados
sdo similares aos obtidos por Cardoso et al (2006) no estudo da variabilidade genética de
Lymnaea columella, em que registaram uma elevada variabilidade genética (Fst=0,816) e
um fluxo génico muito baixo entre as populagdes.

As estrutura populacional dos moluscos Planorbidae caracteriza-se por uma alta
variabilidade genética interpopulacional e baixa variabilidade intrapopulacional, devido a
auséncia ou baixo fluxo génico entre as populagdes, factores que eventualmente podem
contribuir para a deriva genética, para o efeito fundador ou até mesmo pressdes ambientais,
os quais podem levar a alteragdes drasticas nos habitats dos moluscos (Jarne & Dalay,

1991). Este factores podem ser compensados com o tipo de reprodugdo (autofecundagao)
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caracteristico destes planorbidios e aos seus mecanismos de sobrevivéncia quando as
condi¢des ambientais lhes sdo desfavoraveis (Paraense, 1955 cit por Campos et al , 2002).
Neste caso, os moluscos de agua doce hermafroditas, constituem um modelo biolégico
relevante no estudo evolutivo do sistema reprodutivo, devido ao facto de na mesma espécie
poderem ocorrer dois tipos de reproducao: autofecundagdo e fecundagao cruzada (Bandoni,
et al, 1990; Angers, et al, 2003 ¢ Charbonnel et al, 2002 ¢ 2005). Populagdes de moluscos
que ocupam habitats instdveis ou tempordrios, geralmente apresentam uma estrutura
genética forte (Charbonnel et al, 2002).

Na andlise de agrupamentos ndo foi possivel supor a existéncia de uma relagdo
entre a proximidade geografica dos habitats e a sua similaridade genética, pois ndo houve a
tendéncia dos habitats mais proximos localmente serem também os mais proximos
geneticamente. Os dendrogramas obtidos quer para os habitats, quer para os distritos,
evidenciam a formag¢do de diferentes grupos relacionados entre si geneticamente, mas nao
geograficamente.

Com base nas caracteristicas fisicas de cada habitat, os 19 habitats foram agrupados
em temporarios e permanentes, cujos resultados evidenciaram elevada diferenciagdo
genética para ambos os tipos fisicos. Contudo, os habitats do tipo temporario apresentam
uma diferenciagao genética (Gst) ligeiramente mais elevada dos que os habitats do tipo
permanente (0,4971 e 0,4044, respectivamente). Estudos semelhantes, demonstraram que
os moluscos provenientes de habitats permanentes de 4guas correntes apresentam altos
niveis de similaridade entre a sua populagdo. Em contraste as populagdes de moluscos
provenientes de habitats temporarios (semipermanentes) foram geneticamente distintas e a
diversidade genética entre os moluscos foi relativamente elevada (Webster et al, 2001).
Estes padroes podem reflectir, em parte, os altos niveis de migragdao da populacao de
moluscos dos habitats permanente e a migracdao limitada entre os moluscos dos habitats
temporarios.

A variabilidade genética encontrada nos moluscos P. metidjensis podera determinar

diferencas na susceptibilidade a infecgdo com Schistosma spp (vide Capitulo IV) ou ter
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implicagdes em estudos experimentais onde ¢ necessario uma uniformidade genética dos
organismos (Campos et al, 2002 e Mulvey & Vrijenhhoek, 1981).

A probabilidade de que a diversidade genética dos moluscos hospedeiros
intermediarios possa afectar a transmissdo da schistosomose em éareas endémicas e a
possibilidade de se usarem moluscos refractarios como um método de controlo tém sido
discutidos em zonas endémicas, nomeadamente no Brasil (Spada et al, 2002 ¢ Coelho et al,
2004). Contudo, sem que haja um método que determine a frequéncia dos genes de
resisténcia em populacdes naturais de moluscos, poderd ser extremamente dificil ter acesso
a resultados fidveis que permitam tornar este método eficaz (Abdel-Hamid et al, 1999 e
2006).

A alta variabilidade observada entre as populacdes de moluscos em cada um dos
distritos, podera ser influenciada pelas distancias geograficas. Estudos recentes,
confirmaram a existéncia de uma alta variabilidade genética associada as distancias
geografias entre os habitats das populacdes de moluscos e que quanto mais afastada se
encontrar a populacdo mais baixo ¢ o fluxo de genes, fendmeno que leva ao aumento da
diferenciagdo genética entre as populagoes (Viard et al, 1997 e Cardoso et al, 2006).

Porém, os nossos resultados mostraram que a elevada variabilidade genética entre
os distritos nao ¢ influenciada pelas distancias geograficas existentes entre eles. Jarne &
Delay (1991) consideraram que as distancias geograficas por si s6 ndo reflectem a
distancia genética entre as populagdes e, além disso, os moluscos podem ficar sujeitos a
alguma dispersao.

Nas ultimas décadas, a analise de sequéncias de ADN dos marcadores moleculares
COI e 16S, tem permitido resolver algumas questdes relacionadas com as relagdes
filogenéticas entre os moluscos e a sua evolucao (Remigio & Herbert, 2003 e Albrecht, et
al, 2006)

Os genes COI e 16S considerados no presente estudo, parecem ter desempenhado

um papel relevante na reconstrugdo das relagdes filogenéticas e posi¢ao sistemadtica de P.
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metidjensis de Portugal e de outras espécies de diferentes regides, com responsabilidade na
transmissdo de Schistosoma spp e de outros trematodes

A reconstrugdo filogenética entre P. metidjensis e as diferentes espécies de
moluscos € suportada por valores de “bootstrap” estatisticamente significativos para ambas
as arvores filogenéticas.

A classificagdo das espécies do género Biomphalaria em dois grupos distintos, em
que as espécies de origem africana formaram o grupo africano e as espécies do novo
mundo formaram o grupo Neotropical estd de acordo com outros estudos ja realizados para
os mesmos marcadores genéticos (Campbell et al, 2000, Dejong et al, 2001 e Morgan et al,
2002). A relagdo muito proxima entre a B. glabrata (neotropical) e as restantes espécies do
género Biomphalaria de origem africana, parece sugerir que esta espécie ¢
genealogicamente mais proxima das espécies africanas do que das espécies neotropicais
(Mavarez et al, 2002). Uma das hipoteses sobre a sua origem aponta para que esta espécie
seja ancestral das espécies africanas. Esta hipotese € corroborada com os registos de fosseis
encontrados na América e também com a grande variagdo morfologica dentro das espécies
neotropicais (Bandoni et al, 1995; Dejong, et al, 2001e Vidigal et al, 2004). Outros dados
sugerem que as espécies B. sudanica, B. pfefferii e B. alexandrina, tiveram origem a partir
de um ancestral comum (prot-B. glabrata) proveniente do continente americano ha 2
milhdes de anos (Campbell et al, 2000).

A posigdo de P. metidjensis nas arvores surge associada a espécie Planorbarius
corneus com valores de “boostrap” estatisticamente significativos. Tradicionalmente, P.
metidjensis surge agrupado ao género Helisoma, como consequéncia de apresentar
caracteristicas morfologicas semelhantes, diferindo apenas nas caracteristicas do aparelho
reprodutor masculino (Morgan et al, 2002). Posteriormente, resultados de estudos
moleculares em que foram utilizados os mesmos marcadores moleculares permitiram
sustentar a relag@o existente entre Helisoma e Planorbarius na mesma familia e interliga-

los com Biomphalaria (com um valor de “bootstrap” de 92%) (J@rgensen, et al, 2004).
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Face aos resultados obtidos podemos concluir que a andlise usada no presente
estudo parece ter contribuido para o esclarecimento das relagdes filogenéticas desta espécie
de moluscos com outras espécies homologas com implicagdes na transmissdo de

Schistosoma spp e de outros trematodes.
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Capitulo 6

6.1 - Introducdo

Varias espécies de moluscos do género Bulinus (Miiller, 1781) desempenham um
papel importante como hospedeiros intermediarios de trematodes do género Schistosoma,
nomeadamente do grupo S. haematobium. Cada espécie de Schistosoma é compativel com
um numero limitado de espécies de moluscos ou s6 com uma tnica. Como se compreende,
uma correcta identificacdo dos hospedeiros intermedidrios torna-se essencial para um
completo conhecimento da epidemiologia da schistosomose em cada foco de transmissao
do parasita.

Porém, a identificagdo dos moluscos do género Bulinus ¢ dificil, especialmente
quando sdao jovens, devido aos caracteres morfologicos da concha apresentarem uma
grande variabilidade intra-especifica. Por outro lado, a anatomia dos 6rgaos reprodutivos
pode ser util na identificagdo das espécies, mas ndo ¢ a técnica mais rapida quando se
necessita de examinar um grande niimero de moluscos, dado que exige a disseccdo dos
moluscos e a montagem dos referidos 6rgaos para posterior observacao (Brown, 1994).

O uso de técnicas isoenzimaticas tem sido bastante util na distincdo de espécies
pertencentes ao género Bulinus e na determina¢do das suas relagdes filogenéticas
(Rollinson, 1979 ¢ Jelnes, 1986). Porém, estas técnicas mostraram-se bastante dificeis
quando se tratava de exemplares muito pequenos (Lagand, et al, 1993) e ndo conseguiam
dar dados concretos sobre a estrutura genética da populagdo de B. truncatus, devido a
grande dificuldade na interpretacdo dos zimogramas especificos (Njiokou et al,, 1993a ¢
Njiokou et al, 1993b ). Mais recentemente, as técnicas de biologia molecular tém sido
usadas no estudo da variabilidade de moluscos que desempenham papel importante como
hospedeiros intermediarios. Por exemplo, Vidigal et al (2004) usaram a analise das
sequéncias da Regido Interna Transcrita (ITS) do ADN ribossomal na deteccdo de
polimorfismos entre algumas espécies do género Biomphalaria (Preston, 1910) e Langand,
et al, (1999) que quantificaram a diversidade genética entre populagdes de Biomphalaria

glabrata através da técnica de RAPD. Varias abordagens moleculares, tém sido realizadas
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na identificacdo e caracterizagdo das espécies pertencentes ao género Bulinus, das quais se
destacam a utilizagdo da técnica de RAPD, a andlise da regido interna transcrita através de
PCR-RLFP (Stothard et al, 1996) e a analise sequencial de genes do ADNmt ( Jérgensen et
al, 2007 e Rollinson, et al, 1998).

O presente trabalho, teve como objectivo o estudo da diferenciacdo genética e
variabilidade entre as popula¢des de Bulinus truncatus de Portugal, com a amplificagdo
aleatoria de polimorfismos de ADN (RAPD) (Williams et al, 1990) e a caracterizagdo
molecular aplicada ao gene COI do ADNmt e a Regido Interna Transcrita (ITS) do ADN
ribossomal contribuindo assim para um melhor entendimento sobre a genética destes
moluscos que como ja foi referido anteriormente, podem ser hospedeiros intermedidrios de

Schistosoma spp.

6.2 - Material e métodos

Os exemplares de B. truncatus utilizados na extrac¢do de ADN foram provenientes
do laboratdério de Malacologia da Unidade de Helmintologia e Malacologia Médicas do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, colhidos e gentilmente cedidos pela Professora

Doutora Maria Amélia Gracio. As populagdes estudadas encontram-se descritas no

Quadro 6.1.

Tabela 6.1 — Populagdes de Bulinus truncatus estudadas.
(n = namero de amostras).

Distrito Habitats

Coimbra e Coimbra (n=13)

Pontinha (n=10)

Ribeira de Arade (n=10)
Ribeira de Estoi (n=10)
Silves (n=10)

Vale Judeu (n=10)

Faro
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Dos moluscos, que se encontravam em etanol, retiraram-se o pé e a cabega para
extraccdo do ADN total, a qual foi realizada de acordo com o protocolo utilizado pela
Divisdo de Parasitologia Biomédica do Museu de Historia Natural de Londres (Anexo D).

Na amplifica¢do aleatéria de polimorfismos de ADN (RAPD) utilizou-se o kit
“Ready-To-Go RAPD Analysis Beads” (Armersham Pharmacia) que ¢ comercializado e
preparado para RAPD, e dois oligonucledtidos que fazem parte do kit e que se encontram
descritos no capitulo anterior. Nas amplificagdes com dois oligonucledtidos (os que
apresentaram melhores resultados do conjunto de seis oligonucleotidos que constituiam o
kit) foi seguida a metodologia indicada no protocolo que acompanha o kit. As reac¢des de
amplificagdo foram efectuadas num termociclador Mastercycler ® (Eppendorf). As
condi¢des de amplificagdo foram as mesmas que se descreveram no capitulo anterior.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% suplementado
com brometo de etidio (0,5 pg/ml). Para estimar o peso molecular dos fragmentos
amplificados utilizou-se um marcador de massa molecular “HyperLadder 11 de 2000 pares
de bases. A migracdo ocorreu a 160V durante duas horas. As bandas de ADN foram
visualizadas numa cabine “Eagle Eye® II” (Stratagene).

Na analise da similaridade genética foi construida uma matriz para os fragmentos
polimoérficos amplificados codificados em sistema binario, atribuindo-se (1) para a
presenca e (0) para a auséncia de bandas. Foram consideradas as bandas visiveis, enquanto
que as de dificil resolugdo, ndo foram incluidas. A similaridade entre as amostras foi
estimada pelo “Coeficiente de Jaccard” que gerou a matriz de similaridade.

O calculo de similaridade entre os individuos foi realizado utilizando o Coeficiente

de similaridade de Jaccard (Sneath & Sokal, 1973) conforme a expressao:

Sij=a/atb+c
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a —numero de casos em que ocorre a presenca da banda em ambos os individuos,
simultaneamente;
b - nimero de casos em que ocorre a presenga da banda somente no individuo i;

¢ —numero de casos em que ocorre a presenga da banda somente no individuo j.

A matriz de similaridade foi construida com o auxilio do programa SPSS (versao
12). Posteriormente, a matriz de similaridade foi transformada em matriz de distancias (d)
usando a férmula d=1-S, a qual foi sujeita a andlise com o auxilio do pacote de programas
PHYLIP (versdo 3.5; Felsenstein, 1993). A matriz foi testada usando o programa Neighbor
do PHYLIP e do qual foram gerados varios “clusters”, pelo método de UPGMA (Método
de média aritmética ndo ponderada), que foi expresso na forma dendrograma.

Para a andlise inter e intrapopulacional das populagdes de B. truncatus foi usado o
programa POPGENE 1.31 (Yeh et al, 1999), utilizando os pardmetros para dados
haploides dominantes. Foram estimados os seguintes parametros: a variabilidade genética
determinada pelo indice de Shannon (Ho) (Lewontin, 1972) e a diversidade genética de
Nei (1973) (He). A diferenciagdo genética entre e dentro da populac¢do foi determinada
pela Diversidade Genética de Nei (1987) (Gst). Para o nivel de diferencia¢do estabeleceu-
se a defini¢dao proposta por Wright (1978) em que os valores de 0,00 a 0,05 representam
pequena diferenciacdo genética, valores entre 0,05 e 0,15 diferenciagdo moderada, valores
entre 0,15 e 0,25 alta diferenciagdo e maiores que 0,25 elevada diferenciagao genética.

A amplificagdo do ADN gendémico dos moluscos foi realizada por reac¢ao de PCR,
aplicada aos genes COI (Cytochrome oxidase sub-unit I) do ADN mitocondrial e a Regido
Interna Transcrita (ITS) dos operdes de ADN ribossomal. No primeiro caso, os fragmentos
foram amplificados utilizando os oligonucledtidos universais descritos por Folmer et al
(1994) e para o segundo os fragmentos foram amplificados com os oligonucledtidos
ETTSI1 e ETTS2 (Kane & Rollinson, 1994), os quais se encontram descritos na Tabela
6.2.
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Tabela 6.2 - Oligonucledtidos utilizados na amplificagdo e sequenciagio.

Gene a ser
amplificado Sequéncia dos oligonucleétidos
(Fwd)
cor Folmer 1
(Folmer etal, 1994)
ITS
(ETTS1) 5 -TGCTTAAGTTCAGCGGGT- 3
Sequéncia dos oligonucleétidos
(Rvs)
cor Folmer 2
(Folmer etal, 1994)
ITS
(ETTS2) 5" -TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3'

As reacgdes de amplificagdo do gene COI do ADN mitocondrial e ITS foram
efectuadas em volumes de 25 pl, utilizando o kit “puRETaq ready-To-Go PCR beads”
comercializado pela “AMersham Biosciences”. Em cada reac¢do de PCR foi também
incluida uma amostra negativa (sem ADN) que serviu de controlo negativo. As reacc¢des de
amplificagdo foram efectuadas num termociclador Mastercycler ® (Eppendorf). A
ampliagdo de COI foi realizada com os oligonucledtidos CO1 e CO2, cujo volume das
amostras para PCR foi de 25 pul. As amplificacdes do gene COI e da regido ITS foram
realizadas com um passo de desnaturagdo a 95° C durante 5 minutos, seguindo-se 37 ciclos
de ampliacdo a 95° C durante 15 segundos, a 58° C durante 30 segundos e 72° C durante 90
segundos e uma extensdo final a 72° C durante 5 minutos.

Apos a amplificacdo, os fragmentos de ADN foram submetidos a electroforese em
gel de agarose a 1% em tampao TAE (Tris-Acetato 40mM EDTA 1mM; pH 8,3), onde foi
incorporado brometo de etidio, numa concentracdo de 0,5 pg/ml. Juntamente com os
produtos de PCR foi também adicionado um marcador de massa molecular “HyperLadder

II (Bioline). Cada 6 pl de produto de PCR foi depositado no gel de agarose aos quais se
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adicionou 1 pl de tampao de aplicacio. A migracdo foi feita a 120 V durante,
aproximadamente, trinta e cinco minutos. Os fragmentos de ADN amplificados foram
visualizados sob radiagdo ultravioleta (UV) por emissdo de fluorescéncia do brometo de
etidio intercalado do ADN, numa cabine “Eagle Eye® II”” (Stratagene).

Para a realizagdo da sequenciagdo, os produtos de PCR foram purificados usando as
colunas de purificacio Qiaquick PCR™ comercializadas pela Qiagen Inc. Todos os
produtos de PCR foram sequenciados em ambos os sentidos utilizando o kit de
sequencia¢io SequiTherm Excell TM" ADN comercializado pelo Cambio (UK) seguindo
o protocolo indicado. Os produtos de PCR, depois de purificados, foram submetidos a
reaccdo de sequenciagdo num sequenciador automatico (MWG Biotech, UK). As
sequéncias foram determinadas em ambos as sentidas, usando e-seq "™ e alinhadas com o
auxilio de Align IR (vers. 1.2).

As sequéncias nucleotidicas parciais obtidas para o gene COI e para a regido ITS
foram analisadas através do programa “Basic Local Alignment Search Tool” (Blast)
(disponivel em http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), o que permitiu a pesquisa de
sequéncias semelhantes depositadas nas bases de dados de acesso publico e que estdo
depositadas no GenBank (disponivel em http//www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). As
sequéncias obtidas, quer as de B. truncatus, quer as que se obtiveram com recurso ao
Genbank foram alinhadas com o apoio do programa ClustalW (Thompson et al, 1994),
ainda que alguns ajustes tenham sido introduzidos manualmente, a posterior (Anexo 12,
Tabela A12).

Os estudos de inferéncia filogenética para os diferentes haplotipos foram realizados
com o auxilio do programa MEGA 3.1 (Kumar et al, 2004), onde se calcularam as matrizes
de distancia genética pelo modelo de dois parametros de Kimura e construidos os
respectivos dendrogramas pelo método UPGMA, para a observagdo do agrupamento das

populagdes de acordo com os polimorfismos encontrados.
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A estimativa do numero médio de diferengas nucleotidicas (K), da diversidade
nucleotidica (n) e a diversidade de haplotipos (HD) foram analisados com o apoio do
programa DnaSP 4.10.7 (Rozas et al, 2003).

A andlise estatistica da genética populacional foi realizada através das analises das
frequéncias e distribui¢do de haploétipos utilizando também o mesmo programa. Os niveis
de estruturacdo das populagdes foram inferidos pela analise da divergéncia genética entre
populagdes de (Fst), (Hudson et al, 1992) e o fluxo génico através do nimero de migrantes
por geracdo (Nm).

A analise filogenética foi conduzida através do programa MEGA version 3.1
(Kumar et al, 2004), incluindo o calculo da composic¢do nucleotidica e a distancia genética.
Também, com o auxilio do programa MEGA e pelo método “neighbour-joining” (jungao
de vizinhos) foi construida uma arvore filogenética, tendo por base as distancias genéticas
calculadas pelo método de dois parametros de Kimura, para o gene COI e para a regido
ITS. Os valores de confianga, para os ramos individuais da arvore, foram determinados por

analise de “bootstrap” obtidos com 1.000 réplicas aleatorias dos dados.
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6.3 Resultados.

6.3.1. - Amplificagdo Aleatoria de Polimorfismos de ADN
(RAPD)

6.3.1.1. - Variabilidade genética entre as populagdes de
B. truncatus

Dos cinco oligonucleotidos que constituem o kit, apenas dois (P1 e P2) foram os
que apresentaram os dados passiveis de interpretagdo, reproduzindo polimorfismos cujo
tamanho variou de 300 bp a 650 bp, (Figura 6.1). Ambos os oligonucledtidos

apresentaram 7 loci polimorficos, para um total de 63 amostras.

Pl P2

1000pb

tp
60tp

30po

Figura 6.1 - Gel de agarose a 1% mostrando os perfis de RAPD de B. truncatus de diferentes
habitats usando os oligonucledtidos 1 (P1) e o 2 (P2). M - marcador de massa molecular,
ilves; 2-Arade; 3-Estdi; 4- Pontinha; 5-Vale Judeu; 6- Coimbra; 7-controlo.

Os valores estimados para os indices de diversidade genética intrapopulacional
estdo descritos na Tabela 6.3. A diversidade genética de Nei (He) variou entre 0,2240

(para a Ribeira de Estoi) e 0,2851 (para Pontinha), evidenciando diferentes niveis de
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variagdo intraespecifica. Os valores estimados para o Indice de Shannon (Ho) variaram de
0,3302 a 0,4038. Os resultados evidenciaram alta variabilidade genética dentro dos

habitats, ou seja, alta variabilidade intrapopulacional (Ho=0,5294 e He=0,3559).

Tabela 6.3 - indice de Shannon e diversidade genética nos seis habitats de
B. truncatus. () desvio padrao.

. - Indice de Diversidade
Habitats Distritos Shannon (Ho) genética (He)
Coimbra 0,3719 0,2415
Coimbra (0,3347) (0,2415)
0,4038 0,2851
Pontinha (0,3422) (0,2454)
0,3302 0,2344
Ribeira do Arade (0,3556) (0,2539)
0,3340 0,2240
o . Faro
Ribeira de Estoi (0,3049) (0,2159)
0,3504 0,2396
Silves (0,3219) (0,2323)
0,4011 0,2830
Vale Judeu (0,3419) (0,3194)
0,5294 0,3559
Total (0,1787) (0,1498)

6.3.1.2. - Similaridade genética intrapopulacional.

A similaridade genética estimada pelo Coeficiente de Jaccard (Tabela 6.4),
indicou que os moluscos colhidos na Ribeira de Arade apresentaram maior similaridade
com os moluscos colhidos na Pontinha (0,857), sugerindo uma maior proximidade genética
entre estes dois habitats. Por outro lado, a menor similaridade verificou-se com os
moluscos colhidos em Coimbra (0,417). Os moluscos colhidos na Ribeira de Estoi
apresentaram maior similaridade com os moluscos colhidos em Silves (0,625), seguindo-se

Vale de Judeu (0,556), Pontinha (0,400) e, por fim, Coimbra com 0,500. As maiores
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distancias genéticas observadas ocorreram entre os moluscos colhidos em Coimbra e os

colhidos na Pontinha (0,333), seguindo-se a Ribeira do Arade (0,417) (Tabela 6.4).

Tabela 6.4 - Matriz de similaridade estimada pelo “Coeficiente de Jaccard” para os
habitats de B. truncatus estudados, baseada nas bandas obtidas para os dois
oligonucleotidos (P1 e P2).

) Coeficiente de Jaccard

Habitats
Coimbra Rib.Arade Rib. Estéi Pontinha Silves Vale Judeu

Coimbra 1,000
Rib. Arade 0,417 1,000
Rib. Estéi 0,500 0,500 1,000
Pontinha 0,333 0,857 0,400 1,000
Silves 0,500 0,500 0,625 0,375 1,000
Vale Judeu 0,455 0,625 0,556 0,500 0,571 1,000

Com base nos resultados obitos pelo Indice de Similaridade de Jaccard, foi

construido o dendrograma pelo método UPGMA, (Figura 6.2.).

Ribeira de Arade

Pontinha

Coimbra

— Vale Judeu

Ribeira de Estdi

Silves

01

Figura 6.2 — Dendrograma gerado pelo método de analise UPGMA (da média aritmética
ndo ponderada) para o coeficiente de Jaccard para os perfis de RAPD representativo da
similaridade genética entre os habitats de B. truncatus.
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O dendrograma evidéncia a formacgdo de um grupo separado, formado pelos
habitats Ribeira de Arade e Pontinha que apresentaram uma similaridade elevada (0,857).
A andlise de agrupamento ndo permitiu supor a existéncia de uma relagdo entre a
proximidade geografica dos habitats e a sua similaridade genética, ou seja, individuos mais

proximos localmente serem também os mais proximos geneticamente.

6.3.1.3. - Caracterizagdo da variabilidade genética.

A diferenciacdo genética entre e dentro dos habitats foi calculada de acordo

com Nei (1973) e encontra-se descrita na Tabela 6.5.

Tabela 6.5. - Diversidade genética de Nei (1973) para os seis habitats de B. truncatus.

(Ht) (Hs) (6st) (Nm)
Média 0,3555 0,2541 0,2845 1,05
Desvio padrdo 0,0225 0,0176 _

Ht — Diversidade genética total; Hs — diversidade genética entre habitats; Gst _ Coeficiente de
diferenciacdo genética (relagdo entre a diversidade genética entre habitats e a diversidade genética

total); Nm — fluxo génico (Nm = 0.5 (1 - Gst)/Gst).

A média da diversidade genética total (Ht) foi de 0,3555 (0,0225), enquanto dentro
dos habitats a diversidade genética encontrada foi de 0,2541 (0,0176) (Hs). A diversidade
genética entre as populagdes (Gst) foi de 0,2845, demonstrando que 28,5% da
variabilidade genética se encontra entre os habitats e 71,5% dentro dos habitats. O valor
obtido para Gst sugere uma elevada diferenciacdo genética segundo defini¢do de Wright
(1978). O fluxo génico (Nm) estimado para os seis habitats em estudo foi de 1,05

migrantes por geracao,
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6.3.2. Diversidade molecular de Bulinus truncatus

6.3.2.1. Polimorfismo do gene COI do ADN mitocondrial

Em todos os habitats analisados, observou-se a amplificagdo de um
fragmento com aproximadamente 520 bp, sem que houvesse variagdo do produto de PCR.
A Figura 6.3 mostra 6 dos 48 produtos de PCR amplificados para o gene COI do ADN

mitocondrial.

520pb

Figura 6.3 - Gel de agarose a 1% dos produtos de PCR do gene COL.
1-Estoi; 2- Pontinha; 3-Silves; 4- Arade; 5-Vale Judeu;

6 — Coimbra e M- marcador de massa molecular.

6.3.2.2 - Variabilidade nucleotidica

Dos seis habitats, cujas amostras foram sequenciadas, a Pontinha foi
retirada da amostra por ndo ter apresentado bons resultados apoés sequenciagdo, tendo
ficado para este estudo os habitats de Coimbra, Estéi, Vale de Judeu, Arade e Silves. O
fragmento amplificado por PCR do gene COI, apresentou uma média de bases
nucleotidicas de 14,76 % para a citosina (C), 41,55 % para a timina (T); 26,43 % para
adenina (A) e 17,26 % para a guanina (G). (Tabela 6.6).
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Tabela 6.6 — Distribuigio da percentagem dos nucle6tidos nas sequéncias
analisadas nos seis habitats. (n = amostra/area).

C (%) T (%) A (%) G (%)
Rib. Arade (n=8) 14,2 41,83 26,63 17,34
Rib. Estéi (n=8) 15,1 41,65 26,08 17,08
Silves (n=8) 16,3 40,46 26,1 17 14
Vale Judeu (n=8) 14,91 41,35 26,57 17 17
Coimbra (n=8) 13,21 42 46 26,81 17 52
Média 14,76 4155 26,43 17,26

6. 3. 2.3. - Distribuicdo e andlise dos haplotipos

As sequéncias parciais que foram analisadas apresentaram nove haplotipos
diferentes, com excep¢do do haplotipo 4 (Hap 4) que foi encontrado em dois dos cinco
habitats estudados (Ribeira de Estoi (Anexo 13, Tabela A13). Todos os habitats

apresentaram a mesma frequéncia relativa (0,5) (Tabela 6.7).

Tabela 6.7 - Ntumero e frequéncia relativa dos haplotipos identificados do gene
COI nos diferentes habitats. () - frequéncia relativa dos haplotipos.

Coimbra Ribeira de Rlbearr:(.de Silves Vale Judeu
Arade Estoi

Hap1(0,5) Hap5(05) Hap4(0,5) Hap3(05) Hap 4 (05)

Hap 2 (05) Hap6 (0,5) Hap9(0,5) Hap7(0,5) Hap 8 (0,5)

Na Tabela 6.8, estdo descritos o nimero de zonas polimorficas (S), nimero médio
de diferengas nucleoétidicas (K), a diversidade nucleotidica (r) e a diversidade haplotipica.

Os polimorfismos de nucleotidos simples (“Single nucleotide polymorphism™) do gene

153



Capitulo 6

COI mostrou, através do calculo da diversidade nucleotidica, que os habitats de B.
truncatus analisados, apresentaram um nivel de polimorfismo médio, (n = 0,02965), ou
seja, o numero de polimorfismos em sequéncias de COI de B. truncatus em cada um dos
habitats analisados, apresentou uma média de 29 SNPs por 1000 bp. A diversidade

haplotipica (Hd=1,0) apresentada foi igual para todos os habitats.

Tabela 6.8 — indice de polimorfismos do gene COI nos diferentes habitats de
B. truncatus analisados.

Habitats hal;::{i(;os K i Hd
Coimbra 2 6,00 0,01604 1,00
Ribeira de Arade 2 8,00 0,02139 1,00
Ribeira de Estdi 2 30,00 0,08021 1,00
Silves 2 5,00 0,01337 1,00

Vale Judeu 2 15,00 0,0401 1,00
Total 9 11.088 0,02965 0,98

K — niimero médio de diferengas nucleotidicas; 7 - Diversidade nucleotidica;
Hd- Diversidade haplotipica.

Com base no calculo de distancia genética par a par entre os haplotipos e usando o
modelo de Kimura 2-pardmetros, foi obtida uma matriz de distancia e posteriormente
construido o dendrograma que mostra as relagdes entre os haplotipos encontrados no gene
COI (Figura 6.4). Os haplotipos 8 ¢ 9 mostraram ser os mais diferenciados comparando
com os demais, com valores que variaram entre 0,69 ¢ 0,008 (Tabela 6.9). A disposi¢io
geral dos hapldtipos na arvore parece evidenciar uma ligeira diferenciagdo genética entre
os habitats estudados. Um agrupamento externo, com um valor de “bootstrap” de 78%,
unia dois agrupamentos internos com valores de “bootstrap” de 51% evidenciando a
igualdade entre os haplotipos Hap 2, Hap 1 e Hap 4, ¢ outro agrupamento a unir os

haplotipos Hap 5 e Hap 6 (“bootstrap” de 60%).
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Hap 2
2 Hap 4
78 Hap 1

Hap 5

4‘5’

64 Hap 6

68

Hap 3

Hap 7

Hap 8

Hap 9

0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 6.4 — Dendrograma, calculado a partir do método da média aritmética ndo
ponderada (UPGMA) mostrando as relagdes filogenéticas entre os nove haplotipos do gene
COI. Os nuimeros apresentados nos ramos foram obtidos a partir de um “bootstrap” de
1000 réplicas usando o modelo de distancia genética de Kimura 2-parametros.

Tabela 6.9 - Matriz da distdncia genética baseada no modelo de Kimura 2-parimetros
(1980) entre os diferentes haplotipos do gene COI de B. truncatus.

Hapl Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hapé6 Hap7 Hap8 Hap9

Hap1  **

Hap2 0,00 **

Hap3 023 023  **

Hap4 000 000 0,23 x*

Hap5 008 008 031 008  **

Hap 6 0,08 0,08 0,23 0,08 0,08 xx

Hap7 0,23 0,23 054 023 0,23 0,08 x*

Hap 8 0,31 0,31 0,08 0,31 054 038 0,69 xx

Hap9 069 069 023 069 054 054 092 054 **
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Na Figura 6.5 esta representado o dendrograma evidenciando, a disposi¢do dos
cinco habitats e os haplotipos encontrados em cada um delas. Formaram-se dois grupos
distintos com valores de “bootstrap” de 57% e 73%, respectivamente. As localizagdes
Ribeira de Estoi e Silves no dendrograma estdo associadas aos haplotipos Hap 9, Hap, 3 e

Hap 7 por serem também os mais distantes, quando comparados com os restantes (Figura

6.4).

57 Ribeira de Arade (Hap 5 e Hap 6)
Coimbra (Hap 1e Hap 2)
Vale Judeu (Hap 4 e Hap 8)
Ribeira de Estdi (Hap 4 e Hap 9)
73

Silves (Hap 3 e Hap 7)

Figura 6.5 — Dendrograma, calculado a partir do método UPGMA, mostrando as relagdes
filogenéticas entre os cinco habitats e os haplotipos encontrados em cada um deles. Os
numeros apresentados nos ramos foram obtidos a partir de um “bootstrap” de 1000 réplicas

usando o modelo de distancia genética de Kimura 2-parametros.

O indice Fst (indice de Fixa¢do) Wright (Fst = - 0,169), parece ter evidenciado que
entre as populagdes ndo houve diferenciacdo genética e que a variagdo intrapopulacional
parece ser superior a interpopulacional, indicando que estamos perante a mesma

populagao.
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6.3.3. - Polimorfismo da Regido Interna Transcrita (ITS) do
ADN ribossomal

Os extractos de ADN total, preparados a partir de B. truncatus colhidos em
todos os habitas em estudo, permitiram a amplificagio de um fragmento com
aproximadamente 750 bp, ndo havendo variagéo do produto de PCR. A Figura 6.6 mostra

6 dos 48 produtos de PCR amplificados para a regido ITS.

Figura 6.6- Gel de agarose 1% dos produtos de PCR da regido ITS.
1-Estoi; 2- Pontinha; 3-Silves; 4- Arade; 5-Vale Judeu;

6 — Coimbra; M- marcador molecular.

6.3.3.1 - Variabilidade nucleotidica

A média de bases nucleotidicas calculada foi de 29,3 % para a citosina (C), 21,6
% para a timina (T); 21,8 % para adenina (A) e 27,3 % para a guanina (G). O par C+T

apresentou uma percentagem de 56,6% (Tabela 6.10.)
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Tabela 6.10. — Percentagem de bases nucleotidicas das sequéncias da regido ITS
encontradas nos diferentes distritos estudados. (n = amostra/area).

C (%) T (%) A (%) 6 (%)

Arade (n=8) 29,2 20,2 22,3 28,3
Estéi (n=8) 28,8 22,2 20,8 28,2
Silves (n=8) 29,4 25,4 21,6 23,6
Vale Judeu (n=8) 29,6 19,6 225 28,3
Coimbra (n=8) 29,5 20,6 21,8 28,1
Média 29,3 21,6 21,8 27,3

6.3.3.2. - Distribuicdo e andlise dos haplotipos

Nas sequéncias parciais analisadas foram identificados sete haplotipos diferentes
(Anexo 14, Tabela A14). O haplotipo dois (Hap 2) foi encontrado em trés dos cinco
habitats estudados. Das populagdes analisadas, Est6i foi o unico habitat monomorfico por
apresentar um Unico haplotipo. A frequéncia relativa dos haplotipos foi igual para todos os

habitats (0,5), com excepg¢do para Estoi em que a frequéncia foi 1,0 (Tabela 6.11).

Tabela 6.11. - Ntmero e frequéncia relativa dos haplotipos identificados nas
Sequéncias parciais da regido ITS nos diferentes habitats.
() - frequéncia relativa dos haplotipos.

Ribeira de  Ribeira de

Coimbra . Silves Vale Judeu
Arade Estdi

Hap1 (05) Hap?2 (05 Hap 2 (0,5) Hap 3 (05

ap1 (0.5) Hap2 ( ) hap2 100y 9P (0.5) Hap 3 (0.5)

Hap6 (0,5) Hap 5 (0.5) Hap 7 (0.5) Hap 4 (0,5)
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Na Tabela 6.12 estdo descritos o niimero de zonas polimorficos (S), o nimero
médio de nucledtidos diferentes (K), a diversidade nucleotidica (1) e a diversidade
haplotipica (Hd). Os polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs) da regido ITS
calculados através da diversidade nucleotidica, demonstraram que os habitats de B.
truncatus analisados, apresentaram um nivel de polimorfismo alto, (m = 0,366), ou seja, o
nivel de polimorfismo apresentou uma média de 366 SNP por 1000 bp. A diversidade

haplotipica apresentada foi igual para todos os habitats (1,0).

Tabela 6.12. — indice de polimorfismos das sequéncias parciais da regido ITS nos
diferentes habitats de B. truncatus analisados.

o
Habitats N® de K n Hd
haplotipos

Coimbra 2 40,3 0,566 1,00
Ribeira de Arade 2 40,3 0,566 1,00
Ribeira de Estoi 1 _ _ _
Silves 2 437 0,613 1,00

Vale Judeu 2 404 0,567 1,00
Total 7 26,0 0,366 0,964

K — nimero médio de diferencas nucleotidicas: 7 - Diversidade nucleotidica;
Hd- Diversidade haplotipica.

Baseado na distancia genética entre os haplotipos par a par, foi construido um
dendrograma calculado a partir do método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA),
que mostra as relagdes entre os haplotipos encontrados para a regido ITS (Figura 6.6). A
maioria dos haplotipos encontrados apresentou uma diversidade genética com valores que
variaram entre 0,00 e 0,18. No entanto o haplotipo 4 (Hap 4) apresentou um elevado indice
de diferenciacdo genética comparando com os demais haplotipos, com valores que

variaram entre 0,25 e 0,18, apresentando-se como o mais basal relativamente aos restantes

159



Capitulo 6

(Tabela 6.13). Dois agrupamentos internos com valores de “bootstrap” elevados foram

observados unindo os haplotipos Hap 5, Hap 7, Hap 6 e Hap 3 (“bootstrap”= 85%) e os

haplotipos Hap 1 e Hap 2 (“bootstrap”= 71%) (Figura 6.7).

Tabela 6.13 - Matriz da distancia genética baseada no modelo de Kimura 2 -
parametros (1980) entre os diferentes haplotipos da regido ITS

de B. truncatus.

Hapl Hap 2 Hap 3 Hap 4 Hap 5 Hap 6 Hap 7
Hapl *x
Hap 2 0,00 **
Hap 3 0,06 0,06 xx
Hap 4 0,25 0,25 0,18 *x
Hap 5 0,06 0,06 0,00 0,18 *x
Hap 6 0,06 0,06 0,06 0,18 0,00 *x
Hap 7 0,06 0,06 0,00 0,18 0,00 0,00 *x
Hap 5
85 Hap 7
Hap 6
Hap 3
Hap 1
71lHap 2
Hap 4
% I
0.02 0.00

Figura 6.7 - Dendrograma calculado a partir do método UPGMA, mostrando as
relacdes filogenéticas entre os sete haplotipos da regido ITS. Os nimeros apresentados nos
ramos foram obtidos a partir de um “bootstrap”de 1000 réplicas usando o modelo de

distancia genética de Kimura 2- parametros.
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69 | Coimbra (Hap 1 e Hap 6)
54 |

Vale Judeu (Hap 3 e Hap 4)

Silves (Hap 2 e Hap 7)

Ribeira de Arade (Hap 2 e Hap 5)

Ribeira de Estdi (Hap 2)

T T T T 1
0.0020 0.0015 0.0010 0.0005 0.0000

Figura 6.8. — Dendrograma, calculado a partir do método UPGMA, mostrando as relagdes
filogenéticas entre os cinco habitats e os haplotipos encontrados em cada um deles. Os
numeros apresentados nos ramos foram obtidos a partir de um “bootstrap” de 1000 réplicas
usando o modelo de distancia genética de Kimura 2-parametros.

A Figura 6.8 mostra, a disposi¢do dos cinco habitats e os haplotipos encontrados
em cada um delas. Formaram-se dois grupos distintos com valores de “bootstrap” de 69%
e 54%, respectivamente. A Ribeira de Estoi por apresentar um unico haplotipo foi o habitat
mais distante quando comparado com os demais. Coimbra e Vale Judeu por apresentarem
quatro haplotipos distintos dos demais habitats formaram um grupo separado com um valor

de “bootstrap” de 69% (Figura 6.8).

O Indice de Fixacdo Fst ndo foi significativo (Fst= - 0,746), evidenciando que ndo
houve diferenciacdo genética entre as populagdes dos diferentes habitats, indicando que
estamos perante a mesma populagao, tal como ja se tinha verificado nos resultados obtidos

para o gene COL.
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6.3.4. - Andlise filogenética

A analise filogenética das sequéncias parciais de B. truncatus obtidas para os genes
que codificam a enzima citocromo oxidase (COI), localizada no ADN mitocondrial, e para
a Regido Interna Transcrita (ITS) do ADN ribossomal, foi realizada em conjunto com as
sequéncias homologas disponiveis no GenBank, através da construgdo de arvores pelo
método de jungdo de vizinhos (“neighbor joining™), tendo por base as distancias genéticas
calculadas pelo modelo de dois parametros de Kimura.

A andlise demonstrou, para ambas as sequéncias analisadas, a formagao de cinco e
quatro grupos distintos, respectivamente. Na arvore filogenética obtida para o gene COI,
foi adicionada a espécie Choanomphalus annuliformis como um grupo externo
(“outgroup”) (Figura 6.9), enquanto a espécie Albinaria forbesiana funcionam como que
um grupo externo para a arvore filogenética para a regido ITS (Figura 6.10).

Na andlise do gene COI, a arvore ¢ constituida por trés ramos principais. O
primeiro ¢ formado pelos grupos I e II onde se agrupam as diferentes espécies de moluscos
pertencentes ao género Biomphalaria, agrupado segundo a origem das espécies,
destacando-se as espécies do velho continente, ou africanas (grupo I), do qual fazem parte
as espécies B. alexandrina, B. choanomphala,B. angulosa; B. sudanica, B. pfefferii e B.
camerunensis e as espécies do novo continente, ou neotropical (grupo II), que engloba as
espécies B. glabrata, B. obstructa, e B. straminea.

O segundo ramo principal é formado pelos grupos III e IV. O primeiro grupo ¢
formado por uma tnica espécie (Indoplanorbis exutus) e o quarto grupo, pela espécie de B.
truncatus de Portugal e a unica sequéncia de moluscos pertencente ao género Bulinus (B.
tropicus) encontrado nas bases de dados (Genbank). Este ramo ¢ suportado por um valor
de “bootstrap” bastante elevado (97%) e estatisticamente significativo. Ambas as espécies
pertencem ao complexo B. truncatus/tropicus.

A associa¢do entre a espécie Indoplanorbis exutus e o grupo de moluscos

pertencente ao género Bulinus ¢ sugerida pela formacdo de um grupo monofilético. No
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entanto, o valor de “bootstrap” associado a este ramo encontra-se no limite do
estatisticamente significativo (76%). Por fim, o terceiro ramo principal ¢ formado pela

espécie Laevapex fuscus (género Laevapex), suportado por um valor de “bootstrap” de

79% (Figura 6.9).
Biomphalaria alexanabina
%4 | Bonphalaria angulosa
Biomphalaria choaromphala
Bomphalaria sudanica .
, , . | Africana
- Blomphalaria pfefferii I
&~ Biomphalaria ptefferii
— — Bionphalaria camerurensis
Bionphalaria obstructa
& Bionphalaria straminea .
® 4{ el Neotropical
! Biompralaria straminea T
—2 Biomphalariaglabrata
Inagplanorbis exutus
) (Tgildndia) T
5 Bulinus tropicus
- Bdlins truncafus
Bdlins truncafus
100 Conplexo
Bulins truncatus B. truncatus/tropicus
Bdins truncafus IV
&' s truncatus
| Laevgpex fusas
100| Laevgpex fusaus "
Laevapex fusas
Choaronphalus annuliform's
—
002

Figum 6.9. — Relagio filogenética entre as varias populagdes de Bulinus truncatus de Portugal e
outras espécies de moluscos hospedeiros de Schistosoma spp e de outros trematodes, inferidas pela
analise das sequéncias parciais do gene COI através do método “neighbor joining”, tendo por base
as distancias genéticas calculadas pelo modelo de Kimura 2-parametros. Os numeros que se
encontram sobre os ramos indicam os valores de confianca, determinados por analise de

“bootstrap” com 1000 réplicas. As amostras dos moluscos de Portugal estdo assinaladas a negrito.
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Relativamente a analise da regido ITS (Figura 6.10), a arvore obtida apresenta
uma topologia semelhante a anterior, registando-se a formagao de trés ramos principais. O
primeiro, semelhante ao j& descrito anteriormente, ¢ formado pelos Grupos I e II do qual
fazem parte as espécies africanas (Biomphalaria sudanica e B. pfefferi) ¢ as espécies
neotropicais (Biomphalaria glabrata, B. prona, B. tenagophila, B. obstructa), formando
um grupo heterogéneo, com um suporte de “bootstrap” maximo (100%). Associado a este
grupo encontra-se a espécie Helisoma trivolvis.

O segundo ramo ¢ formado pela espécie Bulinus truncatus (Portugal) e a unica
sequéncia homologa encontrada no Genbank (B. truncatus - Sudao) formando um grupo
monofilético, com alto suporte de “bootstrap” (99%). O terceiro ramo ¢ formado pelas
espécies Stagnicola elodes, S. emarginata e S. caperata.

A espécie Biomphalaria glabrata (gene COI) e a espécie Helisoma trivolvis
(Regidao ITS) parecem constituir um ramo basal, relativamente as restantes espécies de

Biomphalaria, separados com um valor de “bootstrap” de 78% e 99%, respectivamente.
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99 Bomphalaria sudrica
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Figura 6.10. — Relagdo filogenética entre as vérias populagdes de Bulinus truncatus de Portugal
e outras espécies de moluscos hospedeiros de Schistosoma spp e outros trematodes, inferidas pela
analise das sequéncias parciais da regido ITS através do método “neighbor joining”, tendo por base
as distancias genéticas calculadas pelo modelo de Kimura 2-pardmetros. Os numeros que se
encontram sobre os ramos indicam os valores de confianca, determinados por analise de

“bootstrap” com 1000 réplicas. As amostras dos moluscos de Portugal estdo assinaladas a negrito.
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6.4 - Discussdo e conclusoes

Apesar do nimero de amostras e de oligonucleétidos utilizados neste estudo nao
terem sido elevados, a técnica molecular RAPD-PCR parece-nos ter revelado ser um meio
adequado para analisar a variacdo genética de Bulinus truncatus. As amplifica¢des de
ADN por esta técnica resultaram num niimero suficiente de fragmentos polimorficos que
possibilitou fazer um primeiro estudo do material genético desta espécie de moluscos.

E importante salientar que embora os marcadores de RAPD nio representem a
melhor ferramenta para definir e diferenciar populagdes, pois os polimorfismos de RAPD
caracterizam-se pela auséncia ou presenca de produtos amplificados, sendo portanto um
marcador dominante, com o qual ndo ¢ possivel a distingdo entre homozigotos e
heterozigotos, limitando a inferéncia estatistica feita com RAPDs, especialmente em
organismos dipléides (Lacerda et al, 2002).

Os resultados do nosso estudo obtidos pela técnica de RAPD, evidenciaram uma
alta variabilidade genética intrapopulacional determinada pelo Indice de diversidade
genética de Shannon que variou de 0,4038 a 0,3302. Com base no nivel de diferenca
genética proposta por Wright (1978), em que valores de 0,00 a 0,05 apresentavam pequena
diferencia¢do genética, valores entre 0,05 a 0,15, entre 0,15 a 0,25 e maiores que 0,25,
apresentavam moderada, alta e elevada diferenciagdo genética, respectivamente, o valor de
Gst (0,28) obtido indica uma elevada diferenciagdo genética entre as populagdes, ou seja,
28% da variabilidade genética encontra-se entre as populagdes e 72% dentro das
populagoes.

Estes valores foram semelhantes aos obtidos em outros estudos, nomeadamente em
populagdes de Biomphalaria glabrata (Langand et al, 1993 ¢ 1999), cujos valores para o
indice de Shannon variaram de 0,571 a 0,303 e as populagdes apresentaram uma elevada
variabilidade intrapopulacional. Por vezes, populagdes com um alto nivel de diversidade
genética sdo como um tampao contra as alteragdes nos habitats a que estdo sujeitos os

moluscos e que poderdo levar a sua extingdo (Mukaratirwa et al, 1996).
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Porém, outros estudos realizados utilizando a electroforese de proteinas,
evidenciaram que populagdes naturais de Bulinus truncatus apresentavam uma baixa
variabilidade genética (Wright & Rollinson, 1981, Jelnes, 1986 ¢ Njiokou et al, 1993a ¢
1993b) em que a causa provavel dessa baixa variabilidade estava relacionada com a deriva
genética, a qual ocorre ao acaso em pequenas populagdes naturais (Woolkouse &
Chadiwana, 1989 e Jarne & Delay, 1991). Também estudos mais recentes em que a técnica
de RAPD foi utilizada para determinar a variabilidade genética da Biomphalaria glabrata
(Campos et al, 2002), da Lymneae columella (Cardoso et al, 2006), concluiram que as
populacdes naturais destas duas espécies de moluscos, apresentavam alta variabilidade
genética entre as populagdes e baixa dentro das populagoes.

Também Jarne & Delay, (1990, 1991) e Cardoso et al,( 2002), concluiram que os
niveis de variabilidade entre as populag¢des varia com o valor estimado para o fluxo génico,
em que baixa diferenciacdo genética entre as populagdes traduz um alto fluxo génico e vice
versa.

A diferenciagdo genética encontrada entre as populacdes parece ndo ter sido
influenciada pelo numero de migrantes por geragdo o qual foi ligeiramente superior a 1
(Nm=1,05). Segundo Mukaratirwa et al, (1996 ¢ 1998) um baixo fluxo génico ndo ¢
suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética, a qual ¢ muitas vezes gerada pelo
isolamento das populagdes naturais devido a sua fragmentacao

Segundo Wrihgt (1943 cit Mukaratirwa et al, 1996) se o nimero de migrantes por
geracdo for menor que 1 sugere um largo impacte na deriva genética. Porém, um fluxo
génico baixo nao significa que haja auséncia de fluxo de genes (Coutllec-Vreto, et al,
1994). Ocasionalmente o fluxo de genes pode ser promovido através de uma dispersao
passiva que possa ocorrer durante o periodo de chuvas ou pelo transporte dos ovos pelos
passaros (Jarne & Delay, 1991). A obstru¢do na dispersdo dos moluscos e a do
acasalamento aleatorio esta entre as causas que promove a diferenciacdo e estruturagcdo dos

moluscos (Mukaratirwa et al, 1996).
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Por outro lado, um fluxo génico limitado causado pela falta de intercomunicacao
entre diferentes populacdes, leva ao aparecimento de uma variabilidade interpopulacional
(Carvalho et al, 2001). A variabilidade restrita encontrada nos moluscos de agua doce
tropicais também pode ser atribuida ao balanco entre as variagdes ambientais (deriva
genética), a migracdo entre as populagdes ¢ ainda pelo método de acasalamento nas
populagdes (Jarne & Delay, 1991 ¢ Jarne et al, 1994).

Tendo em conta que os exemplares utilizados neste estudo sdo mantidos em
condicdes laboratoriais hd varios anos, os nossos resultados podem ser justificados com
outros estudos aplicados ao estudo da variabilidade genética entre populagdes de B.
glabrata, onde se verificou um notavel polimorfismo entre as populagdes mantidas em
condicdes laboratoriais ha mais de 10 geragdes, sugerindo que a manuten¢do prolongada
das espécies em laboratorio pode favorecer o aparecimento de gendtipos heterozigdticos,
mantendo desta maneira o polimorfismo (Mulvey & Vrijenhoek, 1981).

Outros dois aspectos a ter em conta estdo relacionados com a biologia de B.
truncatus. O primeiro, com os diferentes tipos de habitats mais ou menos temporarios em
que a distribuicao da populacdo ¢ desigual e esta dependente da disponibilidade de agua e
temperatura (Vera et al, 1990).

O segundo aspecto, prende-se com o tipo de reproducdo comum a esta espécie. O
género Bulinus tende a reproduzir-se por fecundagdo cruzada e/ou por autofecundagio
(Brown, 1994). Nas espécies de moluscos estritamente eufalicas (que apresentam um 6rgao
reprodutor masculino funcional e o6rgdo reprodutor feminino), como por exemplo B.
globosus, a autofecundagdo podera ser sazonal, induzida por alteragcdes ecoldgicas
produzidas durante o periodo das chuvas ou pela dessicacdo (Njiokou et al 1993).
Também, os descendentes resultantes da autofecundagdo apresentam um elevado grau de
homozigotia, enquanto que os descendentes resultantes da fecundacio cruzada apresentam
um elevado grau de heterozigotia (Ostrowski et al, 2002). Outros trabalhos, concluem que
a producdo de geracdes sucessivas de moluscos por autofecundagdo poderd reduzir a

quantidade de heterogeneidade genética através da endogamia (Abdel-Hamid et al, 2006).
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Os moluscos da espécie B. truncatus sao tetraploide e a frequéncia dos individuos
afalicos (desprovidos do orgdo copulador masculino) ¢ altamente varidvel entre as
populagdes naturais (Larambergue, 1939 e Jarne, et al, 1992, 1994) e fortemente
influenciada por factores ambientais (Schrang et al, 1992 e Doums et al, 1996, 1998). Esta
caracteristica morfologica podera estar associada ao baixo fluxo génico ¢ a elevada
variabilidade genética encontrados entre as populagdes de moluscos dos diferentes habitats
(Njiokou et al, 1993b e Jarne & Delay, 1991). Além disso, com base nos nossos resultados
poderemos concluir que a producdo sucessiva de geracdes de B. truncatus em laboratorio
parece ter ocorrido por fecundacdo cruzada tendo em conta a variabilidade genética
encontrada nestas populagdes. Também a auséncia ou o baixo nivel de fluxo génico entre
as populagdes de moluscos, parece estar associado a capacidade que os moluscos tém em
desenvolver estirpes resistentes/susceptiveis ao Schistosoma spp (Campos et al, 2002).

Considerando que a diversidade haplotipica ¢ um indice que reflecte a
probabilidade de dois haplotipos escolhidos ao acaso numa determinada populagdo serem
diferentes, enquanto que a diversidade nucleotidica reflecte a probabilidade de dois
nucledtidos homoélogos escolhidos ao acaso serem diferentes numa populacao (Nei & Li,
1979), neste trabalho, nove haplotipos diferentes foram detectados para o gene COI e sete
haplotipos para a regido ITS.

A média da diversidade nucleotidica (m) encontrada em todos os haplotipos das
populacdes analisadas para o gene COI foi de 0,02965. Para a regido ITS, o valor de n
encontrado foi de 0,366. A alta diversidade nucleotidica da regido ITS pode ter ocorrido
devido a presenga do haplotipo quatro (Hap 4) que no dendrograma se apresentou bastante
divergente, quando comparado ao demais haplotipos. Neste estudo encontramos também
uma variacdo nucleotidica de 29 polimorfismos de sitio unico (SNP) por 1000bp
(1=0,02965) para o gene e COI e de 366 SNPs por 1000 pb (n=0,366) para o gene ITS,
dado que nos seis habitats estudados apenas foi encontrado para a regido ITS um unico

haplotipo, evidenciando uma frequéncia elevada. (1,00).
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Os resultados obtidos na andlise do grau de diferenciagdo genética entre populacdes
(Fst), mostraram que para o gene COI e para a regido ITS, eles foram extremamente baixos
(- 0,169) e (-0,746), respectivamente. Estes resultados parecem indicar uma auséncia de
substruturagdo populacional, significando que as populac¢des de B. truncatus apresentam-se
de forma panmitica.

Os genes COI do ADN mitocondrial e a regido ITS do ADN ribossomal usados no
presente estudo, parecem ter desempenhado papel relevante na reconstrucdo das relagdes
filogenéticas e posi¢do sistematica dos moluscos da espécie B. truncatus de Portugal com
outras espécies de diferentes regides, responsaveis pela transmissao de Schistosoma spp e
outros trematodes. Estes resultados estdo em concordancia com os trabalhos de Raahauge,
& Kristensen (2000) ao aplicar os mesmos marcadores na identificagdo de trés espécies de
moluscos do género Bulinus.

A reconstrucao filogenética entre as diferentes espécies de moluscos e a espécie de
B. truncatus de Portugal ¢ suportada por valores de “bootstrap” estatisticamente
significativos para ambas as arvores.

A associagdo entre o género Bulinus e o género Indoplanorbis pertencentes a
familia Bulininae (com um valor de “bootstrap” de 76%), apesar de apresentarem
caracteristicas conchioldgicas diferentes, deve-se ao importante papel como hospedeiros
intermediarios de Schistosoma spp. (Rollinson & Southgate, 1987). Algumas das 37
espécies do género Bulinus sdo hospedeiras de parasitas pertencentes ao grupo S.
haematobium, enquanto I. exustus ¢ hospedeiro intermediario de parasitas do grupo S.
indicum (Stothard et al, 2001e Jorgensen et al, 2004).

A aplicagdo destes marcadores genéticos no estudo de espécies do género
Biomphalaria permitiu a sua classificagdo em dois grupos distintos: as espécies de origem
africana e as de origem neotropical (Campbell et al, 2000; DeJong et al, 2001 e Vidigal et
al, 2004).

As arvores filogenéticas resultantes da andlise das sequéncias parciais para os dois

genes, foram muito semelhantes, diferindo em algumas sequéncias homoélogas encontradas
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no GeneBank. A andlise de COI permitiu evidenciar a similaridade genética entre as
populagdes de B. truncatus de Portugal e B. tropicus (espécie diploide) ambas pertencentes
ao mesmo complexo. Resultados similares foram obtidos por Ndassa et al (2007) ao
compararem as relagdes filogenéticas entre trés populagdes de Bulinus sp oriundas dos
Camardes, cuja filogenia molecular foi inferida a partir das sequéncias parciais do gene
COL.

A relacdo filogenética entre espécies de moluscos do género B. truncatus de
Portugal com espécies pertencentes ao mesmo complexo, parecem mostrar que as
populacdes de Portugal sdo geneticamente semelhantes para os dois genes em estudo.

Estudos recentes, mostraram que as populagdes diploides de moluscos que
pertencem ao complexo B. truncatus/tropicus, baseados nas sequéncias parciais dos genes
COI do ADN mitocondrial divergem muito pouco entre si (Ndassa et al, 2007).

A anélise usada no presente estudo constituiu um contributo para o conhecimento
da ligagdo filogenética da espécie B. truncatus de Portugal com outras espécies de
moluscos pertencentes ao mesmo complexo. Infelizmente, o nimero de sequéncias
homologas encontradas na base de dados ndo nos permitiu obter mais conclusdes sobre

esta espécie.
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Conclusoes Finais

O presente trabalho procurou, ser um contributo para o estudo de P. metidjensis e

de B. truncatus de Portugal

que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Da comparacao dos resultados obtidos no decurso deste trabalho podemos concluir

dos trinta e oito habitats analisados, 18 (48 %) foram do tipo natural, 13 (34%) do
tipo misto e 7 (18%) do tipo antropico e nos quais se colheram um total de 3219
exemplares de P. metidjensis;

0 segundo trimestre foi o periodo onde se recolheu 0 maior nimero de moluscos
(n=1344). No ano de 2004 foi colhido um total de 1067 exemplares;

o ribeiro (a) foi o tipo fisico presente em 22 habitats, tendo-se colhido um total de
2365 exemplares;

P. metidjensis, apresentou, nos nove distritos, alta variabilidade nas caracteristicas
morfométricas da concha;

P. metidjensis, mostrou-se bem adaptado aos tipos de habitats permanentes e
temporarios, estando presentes durante todo o ano nos diversos distritos estudados,
havendo nas suas populac@es heterogeneidade de dimensGes que permitem que
desempenhem o papel de hospedeiros intermediarios de treméatodes;

a infeccdo experimental de P. metidjensis e B. truncatus com S. haematobium veio
confirmar a ndo susceptibilidade destas espécies de moluscos ao S. haematobium
(estirpe de Angola), contudo, a infeccdo com S mansoni, mostrou que apesar de néo
terem eliminado cercarias, alguns exemplares de P. metidjensis desenvolveram
infeccdo até a fase de esporocisto;

as populacdes de P. metidjensis apresentaram alta variabilidade genética intra e

interpopulacional revelada quer pela técnica de RAPD quer pela anélise dos genes do
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ADN mitocondrial, a qual podera estar relacionada com o tipos fisico dos habitats e
pelo nimero de migrantes inferior a um sugerindo um isolamento reprodutivo;

8) as populagdes de Bulinus truncatus, apresentaram uma moderada a alta variabilidade
genética intrapopulacional, uma caracteristica comum &s espécies mantidas em
laboratorio durante véarias geracoes;

9) o Indice de Fixacdo (Fst) global para cada um dos marcadores em estudo, nio
apresentou diferenciacdo genética entre as populacdes de B. truncatus, indicando
tratar-se da mesma populacdo panmitica;

10) os genes COI, 16S e a regido ITS, permitiram a reconstrugdo filogenética de P.
metijensis e B. truncatus, contribuindo para um melhor esclarecimento das relagdes

filogenéticas destas espécies com as espécies homologas.
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Anexo 1

Moluscos de Agua Doce — Ficha de Campo

Observacéo n° Data / / Hora

Localizacdo do criadouro

Localgage mais proxima Concelho Distrito

Altitude Latitude Longitude

Formacéo e Manutencéo do criadouro

Rio Ribeiro Pequeno caudal de dgua Lago Lagoa
Canal de Irrigacéo Charco Poca

Carécter do criadouro

Permanente Temporério Area de superficie da colec¢éo de agua
Ecologia e Biologia do criadouro

Vegetacdo na colecgdo de 4gua: Emergente Flutuante Imersa Nula
Vegetacdo na margem, projectada sobre o criadouro: muita pouca nenhuma
Quantidade de vegetacdo aquatica: Leve Densa

Tipo de vegetacdo na agua:

Tipo de vegetacéo na margem do criadouro:

Exposicéo solar: Total Fraca Escassa Minima Nula
Substrato

Rochas Areia Argila Humus Matéria em composicao
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Contacto com o Homem

Distancia a habitacao Uso da coleccao de agua pela pop. local: Sim N&o
Outras caracteristicas do criadouro
Aves aquéticas: Sim N&o
Mamiferos: Sim Nao
Caracteristicas fisico-quimicas da agua do criadouro
Cor: Incolor Escura
Cheiro: Inodora Fétida
Limpidez: Limpida Turva
Dureza Total: Dureza (CaCO,):
Profundidade: <50 cm >50cm
Temperatura da agua (a superficie): pH Condutividade
Oxigenacao: mg/L
Laboratério
Espécies colectadas Jovens Adultos Total
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Densidade dos moluscos

Pequena Média

|:| Nula

Infeccao

Nao Sim

Cercérias

Nao Sim

Observagdes.
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Anexo 2

Tabela A2 - Grupos e origem de P. metidjensis sujeitos a diferentes
doses de miracidios.

5 8 10

N° de moluscos . . . L. L.
miracidios miracidios miracidios

Grupos
Grupo controlo 30 _ _ —
Grupo I 9 3 3 3
Grupo IT 10 2 3 5
Grupo IIT 12 2 3 7
Grupo IV 20 4 8 8
Grupo V 15 4 4 7
Grupo VI 10 3 3 4
Grupo VII 10 3 4 3
Grupo VIII 8 3 3 2
Grupo IX 6 2 2 2
Grupo X 10 3 4 3
Grupo XI 5 2 2 1
Grupo XII 5 2 2 1

Grupo I - Ribeira de Eiras

Grupo II - Ribeira de S. Paulo de Frades
Grupo III - Ribeira de Souselas
Grupo IV - Ribeira de Valverde
Grupo V - Ribeira de Boina
Grupo VI - Ribeira de Estéi
Grupo VII - Sesimbra

6rupo VIII - Santiago do Cacém
Grupo IX - Vale de Lobo (Sintra)
Grupo X - Ribeira do Escoural
Grupo XTI - Sabugal

Grupo XII - S. Cassurdes
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Anexo 3

Tabela A3 - Grupos e origem de P. metidjensis sujeitos a diferentes
doses de miracidios.

Grupos N° de 5 miracidios 8 miracidios 10 miracidios
moluscos
Grupo controlo 15 i - -
Coimbra 10 3 3 4
Ribeira de Arade 10 3 3 4
Ribeira de Estéi 10 3 3 4
Pontinha 10 3 3 4
Silves 10 3 3 4
Vale Judeu 10 3 3 4
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Anexo 4

Tabela A4. — Mortalidade global de P. metidjensis sujeitos a diferentes doses
de miracidios de S. mansoni.

1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9 10°
semana semana semana semana semana semana semana semana semana semana

5 miracidios 10 14 4 8 0 0 0 0 0 0
8 miracidios 27 5 3 0 1 0 0 0 0 1
10 miracidios 17 30 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 54 49 7 8 1 0 0 0 0 1
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Anexo 5

Protocolo para extracgdo do ADN gendmico total dos moluscos.

(Stothard, 1998)

Preparagdo de CTAB (tampdo de extracgdo).

Para 200 mls:

-2,4 gdeTris

- 16,4 g de NaCl
-1,2gde EDTA
-49gde CTAB

- 0,4 ml mecaptoetanol.

Método de extraccao:

1.

Colocar o tampdo de extraccdo CTAB na estufa a 60° C para o equilibrio
térmico;

Retirar a zona cefalopodal do molusco do tubo com etanol e colocé-lo num novo
tubo;

Adicionar 0,5 ml de azoto liquido;

Apdbs evaporacdo do azoto adicionar 0,75 ml do tampdo CTAB que foi
previamente aquecido a 60° C;

Adicionar 4 pl de proteinase K e homogenizar muito bem até que os tecidos
figuem completamente dissolvidos no tampao;

Seguidamente vai a incubar durante 1 hora;

Apdbs o periodo de incubacdo adicionar 0,75 ml de chloroform/isoamylalclhol
(24:1) e misturar manualmente durante dois minutos;

Centrifugar rapidamente para que haja separacdo da zona aquosa da zona
organica:

Pipetar a camada aquosa para um tubo novo e adicionar 1 ml de Etanol absoluto
a 4° C e misturar;
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10. Centrifugar durante 15 minutos a 16 000 rpm a 4° C;

11. Decantar o subrenadante e adicionar novamente 0,5 ml de etanol a 70% para a
lavagem da “pellet” e voltar a centrifugar nas mesmas condi¢fes anteriormente
descritas;

12. Decantar fora novamente o sobrenadante e retirar cuidadosamente todo o
excesso de etanol. Colocar na estufa, no maximo durante 10 minutos, para que
haja a evaporacéo total do etanol.

13. Adicionar 50 pl de tampdo TE e agitar o tubo de modo a que a “pellet” se
dissolva. As amostras devem ser guardas em aliquotas a -20 ° C.
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Anexo 6

Tabela A6. — N° de acesso ao Genbank para as sequéncias dos genes COl e 16S usados
na anélise filogenética de Planorbarius metidjensis

N° de acesso ao Genbank

Espécies
COL 16S
Anisus vortex AYS577478
Bulinus liratus AY029543
Bulinus nasutus AY029547
Bulinus truncatus AY029548
Bulinus truncatus AY0295549
Biomphalaria angulosa DQ84846
Biomphalaria camerunensis AY030199
Biomphalaria choanomphala AY030250
Biomphalaria choanomphala DQ084828
Biomphalaria choanomphala AY030202
Biomphalaria glabrata AY198085
Biomphalaria glabrata AF199091
Biomphalaria glabrata AF199093
Biomphalaria kuhniana AY030212
Biomphalaria kuhniana AY030211
Biomphalaria obstructa AY030229
Biomphalaria pfeifferi AY199105
Biomphalaria pfeifferi DQ084831
Biomphalaria pfeifferi AF199104
Biomphalaria peregrina AY030231
Biomphalaria obstructa AY651207
Biomphalaria occidentalis AF199090
Biomphalaria obstructa AY030228
Biomphalaria sudanica AY126608
Biomphalaria sudanica DQ084861
Biomphalaria sudanica DQ084843
Biomphalaria sudanica DQ084844
Biomphalaria temascalensis AY030227
Biomphalaria tenagophila AY030219
Ferrissia rivularis DQ328261
Helisoma trivolvis AY227371
Helisoma trivolvis AY030234
Indoplanorbis exutus AY577471
Planorbarius corneus AY350524 AY577473
Planorbarius corneus AY282590
Planorbarius sp AY227370
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Anexo 7

Tabela A7 - Polimorfismos observados nos nove haplotipos identificados nas
sequéncias parciais do gene COI de P. metidjensis nos cinco distritos estudados.

MATRIX

[ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 ]
[ * * * * * * * * * * * * * *]

Hap_1

TCATTTAATGTTTAATTAGGACTACTTAGTTTATAGACGAACTTTTTAGTAATATTTTATTTATAAAGTG
AAATTTTATCTAGTAATAATCTGTCTGTTTGTAGTAAGA
TGGTGTATTGTTCTTAGTGTCCAATTCGGGAGT

HAD 2 ittt b bbbt TA
Hap_3 . LT TSP PR T PP PR PR PROTUPPTTON A..C

Hap 4 ... CC....... e C.CCT.iiiiiines
Hap 5 i Corrneeees G A, [T
Hap 6 ..o et T
Hap_7 oo G A T

Hap_8 .A.A.AC..AA.T.C.CTAC.AGG.C.T.CGGGAGA..T.A.A.ACTCA.CACATACCTAGTTCAACCCCCCAC
AACGCACTCCGAGCACTAAAGAAATTCTGCGCAAAACCAAAA
AATCAAAAATCAA.CTCT.C

Hap_9
AATGACCTCAACC.G.C.TTGGG.GGATCAA.TATA.TACTTGAA.ACTCGCA.CACATACCTAGTTCAACCCC
CCACAACGCACTCCGAGCACTAAAGAAATTCTGCGCAAA

ACCAAA A AATCAAAAATCAA.CTCT.C
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Anexo 8

Tabela A8 - Matriz de distancias genéticas emparelhadas entre os diferentes
haplotipos do gene COI.

Haplotipos | HI | H2 | H3 | H4 | H5 | He6 | H7 | H8 | H9
H1 *

H2 004 | *

H3 000 [ 0004 | *

H4 012 | 017 | 012 | *

H5 000 | 004 | 000 | 012 | *

Hé 000 | 004 | 000 | 012 | 000 | *

H7 0,00 | 004 | 000 | 012 | 000 | 000 | *

H8 051 | 059 | 051 | 059 | 051 | 051 | 051 | *

H9 089 | 1,03 | 089 | 088 | 089 | 089 | 089 | 1,03 | *
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Anexo 9

Tabela A9 - Matriz das distancias entre os distritos a partir do Coeficiente de
diferenciacdo génica de Nei, Gst (1973).

Distritos Coimbra Lisboa Faro | Evora | Settbal
Coimbra *
Lisboa 0,36 *
Faro 0,087 0,290 *
Evora 0,55 0,333| 0,008 x
Setlbal 0,36 1,00 0,29 0,33 *
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? Anexo 10

Tabela A10 -Polimorfismos observados nos quatro haplotipos identificados nas
sequéncias parciais do gene 16S nos cinco distritos estudados para as populagdes
de P. metidjensis.

[ 10 20 30  40]

[ * * * *]

Hap_1 AAAGTTTATAATGATCCAGTAAATTAAGAATGGATTATTG

Hap_4 T.AAAAGATTAAGAAATTGTGTCGTTATTAAATACTAA.
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Anexo 11

Tabela A.11. - Identidade genética de Nei (acima da diagonal) e distancia genética de Nei (abaixo da diagonal) para os 19 habitats de P. metidjensis estudados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 **xk0.7666 0.8944 0.9990 0.9150 0.9553 0.9468 0.9344 0.8940 0.9344 0.9919 0.9643 0.7681 0.5598 0.8811 0.9100 0.9129 0.9666 0.8940
2 0.2657  **** (05620 0.7285 0.6756 0.7006 0.6991 0.6991 0.5824 0.6991 0.6882 0.6835 0.4269 0.5856 0.5576 0.7871 0.6266 0.7447 0.5824
3 0.1116 0.5762 **** 0.8776 0.9049 0.8874 0.8768 0.8865 0.8636 0.8865 0.9065 0.8446 0.9430 0.6202 0.8859 0.8539 0.9351 0.7887 0.8636
4 0.0010 0.3168 0.1306 **** 0.8797 0.9650 0.9091 0.9281 0.9194 0.9281 0.9993 0.9970 0.7911 0.6029 0.8803 0.8696 0.9188 0.9584 0.9194
5 0.0888 0.3922 0.0999 0.1282 **** (0.8296 0.9713 0.9093 0.8287 0.9093 0.8822 0.8745 0.7262 0.6191 0.9605 0.9488 0.8532 0.8764 0.8287
6 0.0457 0.3558 0.1194 0.0356 0.1868 **** 0.8468 0.8960 0.9144 0.8960 0.9351 0.9350 0.8617 0.5900 0.8556 0.8425 0.9655 0.9111 0.9144
7 0.0546 0.3580 0.1315 0.0953 0.0291 0.1663 **** 0.9184 0.8884 0.9184 0.9268 0.9083 0.7103 0.4657 0.8892 0.8785 0.8689 0.9128 0.8884
8 0.0679 0.3580 0.1205 0.0746 0.0951 0.1098 0.0852 **** 0.8076 1.0140 0.9177 0.9083 0.7357 0.6448 0.8892 0.9184 0.9676 0.8114 0.8076
9 0.1121 0.5406 0.1467 0.0840 0.1879 0.0895 0.1184 0.2137 **** 0.8076 0.9297 0.9586 0.8835 0.4536 0.8160 0.7163 0.8752 0.9146 1.0227
10 0.0679 0.3580 0.1205 0.0746 0.0951 0.1098 0.0852 -0.0139 0.2137 **** 09177 0.9083 0.7357 0.6448 0.8892 0.9184 0.9676 0.8114 0.8076
11 0.0081 0.3736 0.0982 0.0007 0.1254 0.0671 0.0760 0.0859 0.0729 0.0859 **** 0.9850 0.8153 0.5670 0.8715 0.8427 0.9092 0.9419 0.9297
12 0.0363 0.3805 0.1689 0.0030 0.1341 0.0672 0.0961 0.0961 0.0423 0.0961 0.0151 **** 0.7855 0.5916 0.8779 0.8242 0.8967 0.9516 0.9586
13 0.2638 0.8512 0.0587 0.2343 0.3200 0.1488 0.3420 0.3069 0.1239 0.3069 0.2043 0.2414 **** (5463 0.7433 0.6751 0.8772 0.6969 0.8835
14 0.5801 0.5352 0.4778 0.5061 0.4795 0.5277 0.7642 0.4388 0.7904 0.4388 0.5674 05250 0.6047 **** 0.7239 0.6355 0.6285 0.4661 0.4536
15 0.1266 0.5841 0.1212 0.1275 0.0403 0.1560 0.1174 0.1174 0.2034 0.1174 0.1375 0.1303 0.2966 0.3231 **** 0.8472 0.8779 0.8384 0.8160
16 0.0943 0.2394 0.1579 0.1397 0.0525 0.1713 0.1296 0.0851 0.3336 0.0851 0.1712 0.1933 0.3930 0.4534 0.1658 **** (0.8448 0.8274 0.7163
17 0.0911 0.4675 0.0671 0.0847 0.1588 0.0352 0.1406 0.0329 0.1333 0.0329 0.0952 0.1090 0.1311 0.4644 0.1303 0.1686 **** 0.7993 0.8752
18 0.0340 0.2948 0.2374 0.0425 0.1320 0.0932 0.0913 0.2090 0.0893 0.2090 0.0598 0.0496 0.3612 0.7633 0.1763 0.1895 0.2240 **** 0.9146
19 0.1121 0.5406 0.1467 0.0840 0.1879 0.0895 0.1184 0.2137 -0.0225 0.2137 0.0729 0.0423 0.1239 0.7904 0.2034 0.3336 0.1333 0.0893  ****




Anexo 12

Tabela A12. — N° de acesso ao Genbank para as sequéncias dos genes COl e ITS
usados na analise filogenética de Bulinus truncatus.

N° de acesso ao Genbank

Espécies
COl ITS

Albinaria forbesiana AY382065
Ancylus sp AY350521
Ancylus fluviatilis AY282582
Ancylus fluviatilis DQ328270
Biomphalaria alexandrina AF199110
Biomphalaria angulosa DQ084826
Biomphalaria choanophala DQ084828
Biomphalaria glabrata AJ278512
Biomphalaria glabrata AJ278513
Biomphalaria obstructa AY282583 AJ27876
Biomphalaria obstructa AJ27877
Biomphalaria occidentalis AF199090
Biomphalaria pfefferi AF199101
Biomphalaria pfefferi AJ289881
Biomphalaria pfefferi AF199102
Biomphalaria prona AY030391
Biomphalaria straminea AF199084
Biomphalaria straminea AF199085
Biomphalaria sudanica AF199106 DQ084901
Biomphalaria sudanica AF199107 DQ084900
Biomphalaria tenagophila AY030217
Biomphalaria tenagophila AY030218
Bulinus truncatus AY030354
Bulinus tropicus AY282583
Choanomphalus annuliformis Y147171
Helisoma trivolvis AY030256
Indoplanorbis exutus AY282587
Laevaex fuscus AY282588
Laevaex fuscus DQ328237
Laevaex fuscus DQ328239
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Tabela A12. (cont) — N° de acesso ao Genbank para as sequéncias do gene COl e da
regido ITS usados na analise filogenética de Bulinus truncatus.

Espécies N° de acesso ao Genbank

Cal ITS

Stagnicola caperata

us82077
Stagnicola elodes

u82087
Stagnicola emarginata

U82089
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Anexo 13

Tabela A13 - Polimorfismos observados nos nove haplotipos identificados nas
sequéncias parciais do gene COI nos seis habitats estudados para as populagdes de
B. truncatus de Portugal

[ 10 20 30 40 ]

* * * *

[
Hap_1 CATTCAATAGACATTTATAAGACTTTAGGGCTTGTGTTTAGTA

Hap_6 ....TAGA.AC............ CA.......CC....
Hap_7 . TG .GGrrvreeerrreeseeesesrrreeeee
Hap_8 ....G....A.CConnnn.... ATC..C.GC..TC.

Hap_9 TTAA.G.....CC.CCTTAGAC.C..C.T.CC.C.C.CTCC

)
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Anexo 14

Tabela A14. - Polimorfismos observados nos sete haplotipos identificados nas
sequéncias parciais da regido ITS nos seis habitats estudados para as populagdes de B.
truncatus de Portugal.

MATRIX
[ 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
490]

[ * * * * * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * 'k]

Hap_1
AGCATACAACAGAATGGTCATATGTGCAGAGGCATGAGCTCGTCGTTGCCTTTGTACCTAGCCATCTTGCGTACGGTA
TGCTCTACGCTCGCGTCAAGGTTCAAATGGCTCTCTCGCCCTTTTTTCGCTGATGTATTGCGGCTGTCTGGTATACCGG
GGAAGCTCCTCCTCCGGGCCAGTTAAGAGCCGAAGCGGCGCTTGGCTCGCCCGACCGGCGCCAAGATTTTCGTTTTTT
TTACAACGCATCAATTGCTTGTTCATGTGACTAAAATCGTCGCGCTGACGAAAACAAAAACAAGAGGGGGACACTCG
GTCGAGAGAGCACATGCTGATTAATGTGACAGAACACAGACACGACTCTTACGATGGGGCTCGGGTCATCCCGGGGC
CACCCCGCTGAGGGTGGTTGGCTAAGATCCTAGAAATTAATATGTTCTGGAGGGCGGTCGCGTCCGCCTCACGAAGA

GAAACGGGAACGCCAACGAGGTGC

Hap_4
...ATTCCACT.GTTGCATAACCGC.....CCTGGAGACTGCCGAGGTTATACCAGACACTCCTGCCCTGGAGAGATCCGTA
ACGGAGGGCGGAAGGAGACGGCATCCTGT.GCAGGGATCTC.GGACGGGCA.AGAGCAGCAA.G.AAACCA....AAAAGC
A...CTTCG..GTTC....TCCTTGAGC.GCGA.GACGALC........AGAA.TATTAATGTTGT..GA.C.TTAGCCACCCT......G..GG
CGGGCCC.GG.GGACCAG.C.C.TGTCGT....AAAG.T.GTTCA.TGTT.TGTCAATAAT...G.A.CTCTCTCGA..G.C.A.TCC.CC.
AAGT.CTTTTGTTT.G.AGGCGACTTTG...CACATGGAAA.A.G.AATTAATG.TTT.GAA...TAAAAACGA AA.TTTGG.GGC
GGG.CGGCGACGC.A.ACAA...CCGT.TCG.TTAA.C..G.CC...C.AA.G.ACTT.C.CC..GAT

Hap_5
GATTCCACT.GTTGCATAACCGCCCTGGAGACTGCCGAGGTTATACCAGACACTCCTGCCCTGGAGAGATCCGTAACG
GAGGGCGGAAGGAGACGGCATCCTGT.GCAGGGATCTC.GGACGGGCA . AGAGCAGCAA.G. AAACCAAAAAGC.A.CTT
CG..GTTC.TCA.TCCTTGAGC.GCGA.GACGA.C..CTGAA. AGAA TATTAATGTTGT..GA.C.TTAGCCACCCT..G..GGCGGG
CCC.GG.GGACCAG.C.C.TGTCGT.AAAG.T.GTTCA.TGTT.TGTCAATAAT...G.A.CTCTCTCGA..G.C.A.TCC.CC.AAGT.C
TTTTGTTT.G.AGGCGACTTTG.CACATGGAAA A.G. AATTAATG.TTT.GAATAAAAACGA.AATTTGG.GGCGGG.CGGC
GACGC.AAACAA...CCGT.TCG.TTAA.T.CGGCC...C. A.G.ACTT.C.CC..GAT

Hap_6
GATTCCACT.GTTGCATAACCGCCCTGGAGACTGCCGAGGTTATACCAGACACTCCTGCCCTGGAGAGATCCGTAACG
GAGGGCGGAAGGAGACGGCATCCTGT.GCAGGGATCTC.GGACGGGCA AGAGCAGCAA.G.AAACCAAAAAGC.A..CTT
CG..GTTC.TCA.TCCTTGAGC.GCGA.GACGA.C..CTGAA..AGAA. TATTAATGTTGT..GA.C.TTAGCCACCCT..G..GGCGGG
CCC.GG.GGACCAG.C.C.TGTCGT..AAAG.T.GTTCA TGTT.TGTCAATAAT...G.A.CTCTCTCGA..G.C.A.TCC.CC.AAGT.C
TTTTGTTT.G.AGGCGACTTTG.CACATGGAAA A G.AATTA ATG.TTT.GAA TAAAAACGAAAA TTTGG.GGCGGG.CTGC
GACGC.CAACAA...CCGC.TCG.TTAA.T..GCCCC..G..A.GGGC.T.C.CC..GAT
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Tabela A14 (cont.) - Polimorfismos observados sete haplotipos identificados nas
sequéncias parciais da regido ITS nos cinco distritos estudados para as populacdes de
B. truncatus de Portugal.

Hap_7
GATTCCACTTGTTGCATAACCGCCCTGGAGACTGCCGAGGTTATACCAGACACTCCTGCCCTGGA. AGATCCGTAACG
GAGGGCGGAAGGAGACGGCAT.CTGTTGCAGGGATCTTT.GACGGGCAAAAACCAGCAAAGTAAACC.ACTAGAG.AA
CTTCCTT.TTCATCGTTCC.TTTCCCTCGATT.T.AACTT.TCAAAAA.TAGTTCTACCGC..TTTTAA.C.TGGC.AC.CTATTTTT
.CATGC.TT..C.AACCAATCTCTTTTCGCCAAAC.CCTTA.TTCGGTCCTGGGCCCA. ATGGTAAAACT.TTTTGTTTGTACA
CA.G.CTCACGTT.TTTCGTC.ATTAGA.T.CTTTTCCACTTGGCTAGACGTT.TTTTATTTAT.TGCATAAAACC.AAATCGTC
.C.TCTT.G. ATGC.ACG.TCAATTATACAACTACAATT.TT..TTTTTT.TCAA.G.C.TCCATCCTCCT
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