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Resumo

As capacidades de natacdo das larvas de pequenos peldgicos e a sua influéncia na
sobrevivéncia e dispersdo estdo pouco estudadas. Pela primeira vez, descreveram-se as
capacidades natatdrias de larvas de Sardina pilchardus (Walbaum 1792), em condi¢des
controladas em laboratério desde a ecloséo até ao 75° dia pds-ecloséo (dpe). Comparou-
se a capacidade natatdria (velocidade critica de natacdo (Ucrit) e comportamento) e a
condicdo nutricional (indice RNA/DNA) de larvas cultivadas com 4 diferentes regimes
alimentares. A eclosdo, as larvas concentraram-se a superficie e ap6s o 2° dpe
comecgaram a dispersar pela coluna de agua. As larvas recém-eclodidas passaram a
maior parte do tempo inativas, tendo o tempo dispendido a nadar aumentado com a
idade, estabilizando ao 30° dpe, sendo dispendendido a totalidade do tempo a nadar. Ao
15° dpe as larvas comecaram a resistir a correntes de 1,5 cm s™ por periodos curtos de
tempo. A Ucrit aumentou significativamente ao longo da ontogenia, atingindo um
méximo de 9,47 cm s numa larva com 19,1 mm de comprimento total e 55 dpe. N&o
foram detetadas diferengas significativas das capacidades natatorias entre larvas
cultivadas nas diferentes dietas para as idades comuns a todas as dietas. O namero de
ataques a presas e sequéncias completas de predacdo (desde a fixagdo ao ataque)
aumentaram com a idade; ao 25° dpe o nimero de ataques foi inferior a 2 ataques min™
e ao 60° dpe observaram-se em média 4 (+0,8) ataques min™. O crescimento larvar nas
dietas de maior concentragdo (0,327 mm d™.) e concentracio intermédia (0,487 mm d™)
ndo teve diferencas siginificativas e foi significativamente superior as dietas de menor
concentracdo e plancton natural que foram semelhantes entre si. A condicéo larvar foi
pouco variavel durante a ontogenia, sem diferencas significativas entre as diferentes
dietas. Da mesma forma, a relacdo entre as capacidades natatorias e a condicdo
nutricional das larvas ndo foi significativa. As conclusdes deste trabalho sugerem que
numa fase inicial do desenvolvimento as larvas ndo sdo capazes de evitar a predacédo e
controlar a dispersdo, uma vez que tém reduzidas capacidades natatorias. No entanto, a
partir do 45° dpe, as larvas sdo capazes de resistir as velocidades médias das correntes

naturais, 0 que devera ter consequencias importantes para a sua sobrevivéncia.

Palavras-chave: Ontogenia, Ucrit, Sardina pilchardus, indice RNA/DNA,
comportamento alimentar.



Abstract

The swimming abilities of the larvae of small pelagic fishes are poorly studied and little
is known of their potential to influence survival and dispersal. For the first time, we
studied the swimming capacity of sardine larvae under laboratory conditions from
hatching to 75 days post-hatching (dph), reared under 4 different feeding treatments.
Recently hatched larvae typically assembled on the water surface and from 2 dph
onwards larvae started to migrate through the water column. Recently hatched larvae (1
dph) spent most time inactive; the time spent swimming increased sharply with age until
a plateau was reached at 30 dph, when larvae spent all the time swimming. At 15 dph,
larvae started to resist currents of 1.5 cm s™ for short periods. The critical swimming
speed (Ucrit) increased significantly during ontogeny, with a maximum Ucrit of 9,47
cm stat 19,1 mm TL and 55 dph. For common ages in all diets, Ucrit values were not
significantly different between diets. Larval attacks on prey and capture success
increased with age; larval attacks were less than 2 attacks min™ at 25 dph and an
average of 4 (x0,8) attacks min™ at 60 dph. No significantly differences were obtained
in growth rates of higher concentrated diet (0,327 mm d*) and intermediate
concentration (0,487mm d™) and these growth rates were significantly different from
growth rates of lower concentrated diet and wild plankton diet which were similar. The
condition of the larvae was similar during the ontogeny and was not significantly
different between diets. The relation between Ucrit and nutritional condition was also
not significantly. Our results suggest that early stages of sardine larvae are not able to
avoid predation and disperse but close to the metamorphosis, especially from 45dph
onwards, larvae are able to resist the average current velocities of their natural

environment and this could have important consequences in larvae survivability.

Key-word: Ontogeny, Ucrit, Sardina pilchardus, RNA/DNA ratio, foraging
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1 Introducéo

Os primeiros estadios do desenvolvimento dos peixes tém sido uma das principais
preocupacdes dos bidlogos pesqueiros por serem considerados dos fatores responsaveis
pelas flutuagBes das populaces, isto €, sdo as fases criticas para o recrutamento das
espécies (Hjort 1914, Miller et al. 1988). A fase embrionéaria e larvar sdo as primeiras
fases do desenvolvimento dos peixes e sdo marcadas por um rapido desenvolvimento
durante o qual podem ocorrer grandes mudancas a nivel ecolégico e comportamental
(Fuiman & Higgs 1997). Houde (1989) estimou que apenas cerca de 1% das larvas de
peixe chega ao estado juvenil, sugerindo que estas primeiras fases do desenvolvimento
sdo caracterizadas por grandes taxas de mortalidade, tornando a ontogenia das larvas
indispensavel nos estudos de ictio-ecologia e das pescas. Os estudos pesqueiros
dedicados a fase larvar foram um marco determinante no reconhecimento da
variabilidade no recrutamento, bem como da dindmica das espécies (Bailey & Houde
1989, Fogarty et al. 1991). Assim, estudar esta problematica tornou-se indispensavel
para a percecdo das causas e consequéncias inerentes a esta variabilidade.

Hjort (1914) apresentou a Hipotese do Periodo Critico na qual propunha que a
incidéncia de inanicdo aquando do esgotamento do saco vitelino e consequente
transicdo parar a alimentacdo exdgena seria o periodo critico na ontogenia e apontou
este como o principal fator de variabilidade de sucesso no recrutamento (Sinclair 1997).
Décadas mais tarde, Cushing (1975) apresentou a Hipotese da Sincronia, a qual
propunha que a variabilidade do recrutamento estd inerente ao sincronismo entre a
maxima produgao de larvas e os “blooms” de plancton, isto €, o sincronismo destes dois
fatores permitiria uma maior sobrevivéncia e crescimento larvar, ao invés o nao
sincronismo representaria maiores taxas de mortalidade (Cushing 1990, Houde 2001).
Estas duas teorias baseiam-se na mortalidade causada por inani¢do e na existéncia de
fatores abioticos que controlam o recrutamento. Legget & Deblois (1994), apds revisdo
dos trabalhos, concluiram ndo haver suporte para a teoria do Periodo Critico de Hjort e
que, apesar de haver evidéncia para a Hipotese da Sincronia de Cushing, a importancia
do sincronismo ndo seria tdo grande como era assumido anteriormente.

A integracdo da mortalidade e crescimento larvar nos estudos levou ao
aparecimento de novos modelos para explicar o recrutamento larvar. Nestes modelos, a
predacdo foi ganhando um papel fulcral na mortalidade dos ovos e larvas (Dower et al
1997, Houde 2002). Neste contexto, Miller et al. (1988) destaca a Hipdtese de Quanto
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Maior Melhor em que a predacdo e inanigdo surgem interligadas como as principais
causas responsaveis pelas reduzidas taxas de sobrevivéncia das larvas. Esta interacdo
prende-se com a intima ligacdo entre a sobrevivéncia das larvas e a sua capacidade de
encontrar, capturar e ingerir o alimento de modo a melhorar a condi¢do fisica, aumentar
0 crescimento e evitar a morte por inani¢do. Assim, as larvas maiores e bem alimentadas
poderdo conseguir evitar mais eficazmente a predacdo (Neilson et al. 1986, Miller et al.
1988, Morote et al. 2010). Por sua vez, Houde (1987) destaca a Hipotese da Duracéo da
Fase Larvar, em que taxa de crescimento/duracdo da fase larvar séo vistos como fatores
chave do recrutamento devido ao facto das primeiras fases serem mais vulneraveis a
predacdo (Hare et al. 1997). Estas duas teorias podem ser inseridas numa hipdtese mais
abrangente denominada Hipédtese da Predacéo.

Outras teorias integram fatores fisicos, como € o caso da Hipédtese da Retencédo ou
do Membro Errante apresentada por lles & Sinclair (1982). Neste modelo, em vez de
fatores nutricionais s@o tidos em conta fatores fisicos e de circulacdo, isto €, os locais de
desova seriam adaptados a locais de caracteristicas de hidrodindmica estaveis e
previsiveis de modo a possibilitar a retengdo larvar (lles & Sinclair 1982, Sinclair
1988). Outra teoria recente, apresentada por Bakun (1996), a Hipotese da Triade
Fundamental considera os mecanismos de enriquecimento em nutrientes da coluna de
agua (como o afloramento costeiro ou descargas de rios), a concentracdo de presas
planctonicas e 0s processos de transporte e retencao das larvas de peixe como os fatores
decisivos no sucesso do recrutamento.

Na realidade, verifica-se que todos 0s processos que ocorrem no decorrer da
ontogenia (crescimento, sobrevivéncia, abundancia) estdo dependentes da interacdo de
fatores bioticos e abidticos de modo a possibilitar um recrutamento com sucesso. Neste
contexto, determinar as causas naturais das flutuacdes na fase larvar e as suas
consequéncias no recrutamento tornou-se uma area de investigacéo crucial em Ecologia
Marinha. Associada a esta tematica, surge uma questdo igualmente desafiante e
importante para os bidlogos: a dispersdo larvar e correspondente conectividade entre
populacdes (Warner & Cowen 2002).

Durante muitos anos a fase larvar dos peixes foi considerada como um
constituinte passivo do plancton (revisdo em Leis 2006). Nesta perspetiva, 0
recrutamento de peixes para uma populagao seria “alimentado” por larvas provenientes
de outros locais, num sistema de populagdes abertas, ligadas pela fase larvar passiva.

Esta perspetiva, denominada de Hipo6tese Simplista, assumia que as larvas eram
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consideradas particulas passivas e 0 seu movimento estaria associado as correntes; a
Unica variavel bioldgica que interferia na dispersdo seria a dura¢do do periodo larvar; o
comportamento larvar seria igual para todas as espécies independentemente da
localizacdo e, por consequinte, as larvas dispersariam com as correntes até um estado
avancado do desenvolvimento (Leis 2006).

Nos ultimos anos alguns estudos demonstraram habilidades comportamentais que
vieram refutar a teoria simplista acima descrita. Sponaugle et al. (2002) afirmam que o
simples movimento vertical das larvas permite aumentar a sua sobrevivéncia. O
comportamento e o posicionamento vertical das larvas na coluna de agua comecaram a
ser vistos como fatores decisivos na dispersdo, devido as diferengas existentes nas
velocidades nas correntes entre profundidades. Assim, as larvas poderdo aproveitar-se
destas diferencas e posicionar-se verticalmente de modo a movimentar-se em diferentes
direcOes e velocidades (Sponaugle et al. 2002). Outra revolugdo neste campo foram os
resultados obtidos em estudos com peixes demersais de recife, principalmente larvas de
perciformes, que demonstraram capacidades de natagdo notaveis, quer em termos de
velocidade quer em endurance (Stobutzki & Bellwood 1994, 1997, Leis & Carson-
Ewart, 1997).

As capacidades natatorias sdo importantes para a sobrevivéncia larvar na medida
em que estas influenciam a capacidade das larvas de evitar a predacdo e capturar presas
(Reidy et al. 2000), controlar padrdes de dispersdo (Stobutzki & Bellwood 1997), e até
mesmo 0s niveis de autorrecrutamento de algumas populacdes marinhas (Sponaugle et
al. 2002). Para serem consideradas “nadadoras eficientes” as larvas tém que ser capazes
de nadar mais rapido que a velocidade da corrente no local (Leis & Stobutzki 1999). Se
ndo forem capazes de nadar mais rapido do que a corrente, as larvas poderdo nao
conseguir influenciar a sua dispersdo, a menos que possuam outros mecanismos, como
sejam as migracdes verticais (Leis 2006).

Existem diversos métodos de estudo das capacidades natatorias das larvas. Entre
0s mais usados destacam-se a velocidade de rotina, velocidade in situ, a velocidade
critica (Ucrit) e a velocidade de endurance. De forma a medir a capacidade aerdbia das
larvas, os métodos que tém sido mais utilizados sdo a velocidade critica de natacdo
(Brett 1964) seguida da endurance (Beamish 1978). Estes métodos consistem em expor
as larvas a uma determinada corrente numa camara de natacdo construida para o efeito.
A velocidade critica (Ucrit) € um método relativamente facil e pouco dispendioso que

permite medir o desempenho natatorio através de incrementos de velocidade até a
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exaustdo (Plaut 2001). Esta técnica permite assim medir a capacidade aer6bia maxima
mantida em pequenos periodos e tem sido usada para verificar a velocidade das larvas
em relagdo a uma panoplia de fatores ecoldgicos, bioldgicos e ambientais (Green &
Fisher 2004) e também nos potenciais efeitos da natacdo na dispersdo (Stobutzki &
Bellwood 1994). Este tipo de medicdo é importante visto que permite avaliar a
capacidade das larvas se moverem entre locais, especialmente em pequenas escalas, ou
movimentar-se verticalmente na procura de diferentes correntes ou zonas de alimento
(Fisher et al. 2005). Contudo, e apesar de varias espécies terem valores de Ucrit
superiores as correntes médias ambientais (Fisher 2005), é improvavel que as larvas
aguentem o tempo necessario para afetar significativamente o padrdo de disperséo.
Apesar de ndo ser diretamente aplicavel em situacfes de campo e os valores de Ucrit
serem, segundo Leis (2006), certamente superiores as velocidades no campo, a Ucrit é
uma importante ferramenta na comparacao entre taxas ou estados de desenvolvimento
larvar. Os peixes, ectotermicos, pelo que as suas células musculares funcionam melhor a
temperaturas mais altas (Hunt von Herbing 2002). Contudo a temperatura da dgua nao
influéncia apenas o funcionamento muscular do peixe, mas influencia igualmente a
viscosidade da agua, isto é a viscosidade da &gua aumenta com a diminuicdo da
temperatura (Leis 2006). Segundo Webb and Weihs (1986), os peixes conseguem nadar
mais eficientemente em meios inertes do que viscosos em termos da hidroninamismo
tendo as larvas que ter maiores comprimentos ou maiores velocidades para atingir meios
inertes. Assim, ao longo da ontogenia, as diferencas no comprimento larvar influenciam
as velocidades de natacdo através da exposicdo da larva a difererentes regimes de
hidrodinamismo. O método de medicdo do indice das forcas de viscosidade ou inertes
as quais as larvas estdo sujeitas € o numero de Reynolds (Re). Este método € vastamente
utilizado para caracterizar as diferentes condicdes de hidrodinamismo (Leis 2006).

A descricdo e quantificacdo do comportamento alimentar € igualmente um passo
importante para compreender como as larvas serdo capazes de alimentar-se com sucesso
(Chesney 2008) e assim evitar a inani¢do. Helfman (1994) dividiu este comportamento
alimentar em cinco atividades diferentes: procura, encontro, perseguicdo, ataque e
captura. Consoante o tipo de procura, 0s predadores podem ser classificados em
predadores ativos ou de emboscada ou uma alternancia dos dois perante a densidade de
alimento ou do comprimento larvar (Helfman 1994). Estes tipos de predadores diferem
perante a op¢do de um movimento constante pelo ambiente e consequente procura

(predadores ativos) ou por longos periodos parados a espera que a presa entre no seu
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campo de viséo (predadores de emboscada) (Hunt von Herbing & Gallager 2000). Esta
procura também pode estar associada a um comportamento de pausa-viagem, durante a
qual os predadores param durante um determinado tempo com o intuito de procurar
presas; se a procura ndo for bem-sucedida, a larva movimenta-se e volta a parar para
procurar (O’Brien et al.1989). Apo6s o avistamento da presa, a larva direciona a cabeca
para a presa ¢ contrai o corpo em forma de “S”, mantendo sempre a presa fixa e
alinhada com a cabega. As barbatanas peitorais ajudam a larva a corrigir pequenas
variacfes da posicdo da presa e de modo a possibilitar o ataque que levard a sua
ingestdo (Hunter, 1972).

A condicdo nutricional das larvas de peixes varia em relagdo a fatores bidticos e
abioticos e influencia diretamente a sobrevivéncia larvar (Chicharo et al. 1998). No
contexto das capacidades natatdrias das larvas surge uma questdo importante: serd a
condicdo nutricional importante no desempenho natatério? A condicdo nutricional pode
ser estimada por uma variedade de indices que podem ser morfométricos, bioquimicos,
histologicos ou de crescimento estimado através da analise de otdlitos. O Indice
RNA/DNA é um dos indices bioquimicos mais utilizados em estudo nutricionais e de
crescimento larvar (Chicharo 1998, Chicharo & Chicharo 2008). Este método baseia-se
no pressuposto de que a quantidade de DNA por célula é estavel enquanto o RNA varia
consoante a idade e as condi¢cdes ambientais (Chicharo 1998). Este indice é suscetivel a
mudancas ambientais que afetam fisiologicamente o organismo, como a baixa
disponibilidade de alimento (Chicharo & Chicharo 1995, Chicharo & Chicharo 2008).

Alguns estudos indicam que uma boa condicdo larvar esta relacionada com maior
crescimento e aumento de recrutamento e sobrevivéncia juvenil (Sponaugle et al. 2006)
tendo sido verificado que em algumas espécies (arenque, pescada, bacalhau, linguado,
biqueirdo) as larvas em inani¢do sdo mais suscetiveis a predacdo (Bailey 1984; Neilson
et al. 1986). Mesmo sendo um dos principais comportamentos larvares, S0 poucos 0s
estudos que tém tentado relacionar a condicdo larvar com a natacdo. Nos estudos que
ambicionaram este objetivo verificou-se que larvas em boas condi¢Bes nutricionais
possuem melhores capacidades natatdrias e conseguem evitar melhor os predadores que
as larvas em pior condicdo (Chick & Van den Avyle 2000, Faria et al 2011a)

Os pequenos pelagicos, como a sardinha, sdo peixes de extrema importancia nas
capturas pesqueiras, principalmente nos sistemas costeiros sujeitos a fenomenos de
afloramento (Chicharo, 1998) bem como nas teias alimentares, sendo a presa principal

de outros peixes, mamiferos e aves (Anonymous (1997) in Bellier et al 2007). A desova
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nos peixes pelagicos geralmente é feita em &reas em que existem concentracfes de
alimento favoraveis as larvas e junto a costa, de modo a permitir a retengdo e minimizar
0 transporte para longe da costa (Parrish et al. 1981 in Ramzi et al. 2006). Contudo, 0
recrutamento dos stocks dos pequenos peldgicos apresenta uma variabilidade enorme,
tendo efeitos nas capturas pesqueiras (Lluch-Belda et al. 1989), pelo que o estudo da
fase larvar tornou-se indispensavel.

A sardinha (Sardina pilchardus; Walbaum, 1792) apresenta uma ampla
distribuicdo, podendo ser encontrada na plataforma do Atlantico Nordeste desde a
Mauritania até ao Canal Inglés (Parrish et al. 1989). A desova da sardinha em Portugal
atinge o pico entre novembro e abril em zonas de afloramento costeiro (Figueiredo &
Santos 1989; Ré et al. 1990; Santos et al. 2004) ocorrendo ao longo da plataforma
continental e a temperaturas entre 0os 12 e os 17 °C (Bernal et al., 2007). No que diz
respeito a alimentacdo, as larvas de sardinha sdo predadoras visuais. A sua principal
fonte de alimento é zooplancton (Morote et al. 2010), tendo sido descrito para algumas
espécies uma alimentacdo unicamente baseada em copepodes, sendo ingeridas as
diferentes fases dos mesmos (ovo, nauplio, copépodito e adulto) ao longo do
crescimento larvar (Morote et al. 2010). Se numa fase inicial a alimentacdo é baseada
em ciliados e nauplios de copépodes, nas fases larvares mais avancadas ha preferéncia
por nauplios e copépoditos de copépodes (Morote et al. 2010). Santos et al (2006)
apontam a intima ligacdo entre a sobrevivéncia larvar e 0s processos oceanograficos
(condicionantes do transporte e da dispersdo) como um fator preponderante para a
variabilidade do recrutamento. Os mesmos autores, através do estudo das capacidades
de migracdo vertical das larvas das sardinhas ao largo de Aveiro, verificaram que as
maiores concentracGes de larvas ocorreram entre os 10-25 metros durante o dia,
enquanto a noite tendem a ocupar camadas superiores (5-10 m). Santos et al. (2006)
referem ainda que a capacidade das larvas fazerem migracbes verticais € um dos
principais fatores que influencia o recrutamento e respetiva retencdo/dispersdo larvar
desta espécie. Contudo, e apesar da ligacdo as hipoOteses de recrutamento (periodo
critico, sincronia) anteriormente referidas, pouco se sabe sobre os comportamentos
natatorios das larvas desta espécie, pelo que a retencdo ou a dispersdo larvar tém sido
relacionadas com o vento e as correntes (Santos et al. 2004). Os estudos
comportamentais das larvas de clupeideos, ao contrario do que tem sido feito para os
perciformes, envolvem essencialmente o estudo do comportamento alimentar, dai a

necessidade emergente de estudar as capacidades natatorias.
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A realizacdo deste trabalho visa melhorar o conhecimento sobre 0s processos
que determinam a sobrevivéncia e dispersdo das fases iniciais de pequenos pelagicos ao
longo da ontogenia. Para tal foram analisadas as capacidades natatdrias de larvas de
sardinha mantidas no Oceanario de Lisboa durante o processo de desenvolvimento
larvar, bem como o sucesso alimentar e condicdo nutricional através do indice
RNA/DNA. O objetivo principal desta trabalho prende-se com a necessidade de
compreender se as larvas de sardinha, para além de serem capazes de realizar migracdes
verticais tal como descrito anteriormente, conseguem ter capacidades natatérias
passiveis de contrariar as correntes bem como evitar mais eficazmente a predacdo e
capturar presas. Em particular, o0s objetivos especificos sdo: caracterizar as
transformacgdes morfoldgicas ao longo da ontogenia, em particular as relacionadas com
as capacidades natatdrias, como o aparecimento das barbatanas e flexdo da notocorda;
determinar a velocidade de natacdo critica (Ucrit) das larvas ao longo da sua ontogenia;
caracterizar qualitativamente o comportamento das larvas ao longo do desenvolvimento,
tal como o seu posicionamento na coluna de agua e comportamento predatorio;
relacionar as capacidades natatorias de larvas sujeitas a diferentes dietas alimentares
com a sua condicgéo nutricional, estimada pelo indice RNA/DNA.

O presente trabalho integrou-se no projeto VITAL - Taxas vitais de larvas de
peixes pelagicos, PTDC/MAR/111304/2009, que tem como objetivo obter taxas vitais
das larvas de Sardina pilchardus e de Engraulis encrasicolus em fungéo da variacéo de
fatores fisicos e bioldgicos responsaveis pelo crescimento e sobrevivéncia. Deste modo,
sera possivel esclarecer a incerteza quanto as capacidades natatérias e assim permitir
melhorar o conhecimento sobre o recrutamento bem como fornecer dados
comportamentais relevantes para os modelos de dispersdo/retencdo das larvas de

sardinha.

14



2 Materiais e Métodos

2.1 Obtencéo das sardinhas e indugdo da desova

As larvas estudadas neste trabalho foram obtidas através da reproducdo de
sardinhas adultas em cativeiro. As sardinhas adultas foram capturas recorrendo a pesca
do cerco em duas saidas de mar (junho de 2009 e julho de 2010) que ocorreram ao largo
de Peniche. Foram capturadas 289 sardinhas no total, as quais foram devidamente
aclimatizadas num tanque cilindrico de volume 15000 L no Oceanério de Lisboa
(ODL). O abastecimento deste tanque é feito por &gua salgada produzida no ODL,
sendo um sistema fechado. O tanque tem filtragdo mecénica, quimica e biologica. A
filtracdo mecéanica é efetuada através do uso de um filtro de areia, a filtracdo quimica
através de um acumulador de proteinas com injecdo de ozono de 6m? e a filtracdo
biologica feita com o auxilio de biobolas. O tanque possui também dois “skimmers”’em
lados opostos e uma succdo de fundo para retirar a sujidade da superficie e do fundo,
respetivamente, bem como duas entradas de agua (superficie e fundo) e ainda
arejamento na zona central.

Para obter larvas induziu-se a desova das sardinhas, aproximando as condi¢fes do
tangue as condi¢cdes em meio natural da desova (baixando a temperatura e aumentando
a quantidade de alimento). As sardinhas adultas foram alimentadas diariamente, exceto
ao domingo, recorrendo a racao e a uma mistura picada (camardo, mexilh&o, berbigao e
camarinha). Diariamente verificaram-se 0s coletores de ovos e retiraram-se do tanque de
modo a permitir a recolha dos ovos, sempre que presentes. As recolhas foram feitas para
um copo de 5L com o auxilio de uma mangueira com agua salgada e seguidamente
deixado a repousar para que possiveis impurezas se depositassem no fundo. Depois de
10 a 15 minutos de repouso, a agua superficial do copo foi crivada com um crivo de 500
pm. Apds observacdo do crivo, 0os ovos eramretirados do crivo com agua salgada
filtrada para uma camara de contagem ou para um goblet (no caso da amostra ser
grande, £2000, procedia-se a contagem de uma subamostra). Em amostras com
contagens de ovos superiores a 1000, iniciava-se uma experiéncia de crescimento larvar,
colocando os ovos a incubar a 15°C, com arejamento, e com um fotoperiodo idéntico ao
das sardinhas adultas (7:30 - 16:00). O volume onde foram incubados dependeu do
namero de ovos: quando o namero de ovos foi inferior a 2000 ovos, foram postos a

incubar num tanque de 30 litros; quando superior, foram colocados em tanques de 50
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litros, para tentar obter uma concentracdo de ovos semelhantes para todas as
experiéncias. De cada postura foram guardados 10 ovos em formaldeido e cerca de 100

ovos em azoto liquido para posterior andlise morfométrica e bioquimica.

2.2 Desenvolvimento larvar: dieta, cultivo

De forma a testar a influéncia da condicéo nutricional nas capacidades natatdrias
das larvas foram mantidos 8 tanques larvares diferentes, correspondentes a 2 réplicas de
4 dietas alimentares diferentes a temperatura de 15°C (Fig.1).

Os grupos A, B e C apresentaram uma dieta composta pelas mesmas presas,
diferindo apenas na concentracdo de alimento no tanque, de modo a comparar 0S
respetivos crescimentos e desempenho natatorio. O grupo D, por sua vez, foi alimentado
com plancton natural, tendo este sido recolhido em redor do ODL e em Sesimbra com a
ajuda de uma rede WP2 de 55 pum.

Em ambos os grupos foi introduzido o dinoflagelado Gymnodinium sp. no LO (dia
da eclosdo) de modo a estar disponivel mal as larvas abrissem a boca, visto que este
dinoflagelado é de reduzida dimensdo, adequando-se assim ao tamanho da boca das
larvas recém-eclodidas. Foi igualmente seguido o método da “agua verde”, em que se
adicionou diariamente a microalga Nanochloropsis spp. aos tanques, de forma a
alimentar e melhorar a qualidade nutricional das presas (rotiferos e nauplios) das larvas

de sardinha.
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Grupo B
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Grupo C
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LO= 1500 células Gymnodinium
L3= 25 rotiferos

L4= 5 nauplios Acartia grani
L20=5n4uplios A.grani + 2
copepoditos A.grani
L30=2n4upliosA.grani +2
copepoditos A.grani+2 A.grani
adultas

L0= 1500 células Gymnodinium
L3= 5 rotiferos

L4= 1 nduplioAcartia grani
L20= 1 néuplio Agrani + 1
copepodito A.grani

L30= 1 néauplio Agrani + 1
copepodito  A.grani+1 A.grani
adulta

L0= 1500 células Gymnodinium
L3= 5 rotiferos

L4= 2nauplioAcartia grani
L20=2n&uplio Agrani + 2
copepodito A.grani
L30=2néuplio A.grani +
2copepoditoA.grani+  2A.grani
adulta

LO= 1500 células Gymnodinium
L3= plancton natural (em redor
do ODL)

Figura 1 — Esquema dos tanques de crescimento larvar e respetivo regime

alimentar (em n° presas ml™). L0, L3... refere-se & idade das larvas em dias pos-

eclosao.

As amostragens para medi¢des de comprimento, natacéo e rna/dna das larvas, dos

grupos A, B e C e do grupo D foram feitas de acordo com as figuras 2 e 3,

respetivamente.

LO L3 L6

L10  L15

L20

L25 L30

L35

L40

v

Figura 2. Esquema das amostragens realizadas as larvas dos grupos A, B e C. L0,

L3... refere-se a idade das larvas em dias pds-ecloséo.

LO

LS L10 L15

L20

L25 L30

L35

L40

v

Figura 3 - Esquema das amostragens a realizar para as larvas do grupo D. LO,

L3... refere-se a idade das larvas em dias pos-eclosao.
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2.3 Desenvolvimento morfoldgico

Os ovos e larvas de todas as experiéncias e previamente armazenadas em
formaldeido foram observados e fotografados num microscépio estereoscopico (Leica
S8 APO com zoom 8:1) com o auxilio de uma méaquina fotografica (Canon EOS SLR
550). Seguidamente, as fotografias foram analisadas usando o programa informatico
(Image J software) para melhor identificar alteracbes morfoldgicas nas larvas bem como
permitir uma analise morfométrica das larvas. As medicdes incidiram em algumas
caracteristicas essenciais desta fase do ciclo de vida dos peixes, como sejam:
comprimento total, comprimento e area do saco vitelino (quando presente), area da gota
lipidica, didmetro do olho (se pigmentado), espessura da zona final da cabeca e da zona
final da anal (Fig. 4 e 5). As alteraces morfoldgicas identificadas foram inseridas numa
tabela de cronologia e comparadas com as velocidades de natacdo das larvas para esse
determinado dia.

Figura 4. Larva de sardinha recém-eclodida. A- Comprimento do saco vitelino, B-

Area do saco vitelino, C- Area da gota lipidica
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Figura 5. Larva de sardinha com 54 dias p6s-eclosdo. D- Diametro do olho; E-
Espessura da zona final da cabeca, F-Comprimento total da larva; G- Espessura
da zona final da anal;

2.4 Padrdes de Comportamento (MAPs - Modal action patterns)

Os padrdes comportamentais de locomocdo e alimentacdo das larvas foréo
observados e registados ao longo da ontogenia. Os comportamentos registados, foram
adaptados de Barlow (1968) e descritos na Tabela 1. O método envolve observacdes
diarias de uma larva selecionada aleatoriamente e o registo do tempo (locomogéo e
pausa) e/ou a frequéncia de determinado comportamento durante 1 minuto. O
procedimento foi repetido em cada dia experimental para um maximo de 5 larvas e um
minino de 2 larvas desde a eclosdo até ao dia 75 pds eclosdo. Entre as idades 44 e 56
ndo se registou o comportamento das larvas por motivos logisticos. Foram apenas
registado os comportamentos para as dietas de maior concentracdo alimentar (grupo A e

C) devido a apresentarem valores de crescimento proximos da natureza.
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Tabela 1 - Padrées Compartamentais (adaptado de Barlow 1968)

Definic¢éo

Locomocéo

e Nadar Movimento da larva pela coluna de dgua

e Pausa-viagem | Movimentos curtos a procura de presa

Nao-direcionado

e Pausa Larva sem movimento e estavel na coluna de agua
e Afunda Larva sem movimento e a descer na coluna de &gua
Alimentacéo

e Orientacdo Larva direcionada para a presa

e Fixacéo Larva imével e corpo em “S”

e Investida Movimento em direcdo da presa

2.5 Céamara de natacéo

Para medir a velocidade critica de natacdo das larvas de sardinha ao longo da
ontogenia foi utilizada uma cadmara de natacdo semelhante a descrita em Stobutzki &
Bellwood (1994, 1997) e Faria et al. (2009). A camara é feita de acrilico com uma
tampa amovivel de modo a permitir a colocacdo de larvas nas 6 pistas existentes. Cada
pista mede 30 mm de largura, 50 mm de altura e 180 mm de comprimento. Em ambas
as extremidades das pistas foi colocada uma rede de malhagem 0.5 mm para permitir a
retencdo das larvas na pista, tendo sido igualmente colocada na extremidade superior
uma secc¢do de palhinhas de 40 mm de comprimento de modo a minimizar a turbuléncia
em cada pista e assegurar um fluxo laminar.

O fluxo de agua foi assegurado por um sistema fechado, no qual se usou uma
bomba submersivel colocada num tanque de abastecimento com cerca de 50L de agua.
Este tanque foi instalado 70 cm abaixo da camara de natacdo, que apoiada numa
superficie plana permitia o retorno da agua ao tanque de abastecimento. De modo a
controlar a velocidade da agua na camara, existe uma valvula posicionada entre a

bomba e extremidade anterior da camara. Na valvula esta inserido um parafuso, bem
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como uma placa de acrilico, para que a cada angulo de abertura corresponda um
determinado fluxo da &gua nas pistas da camara (Fig.6). A calibracdo foi efetuada
calculando o tempo que o fluxo de saida de agua da cAmara demorou a encher um balde
de 5 L, dividido pela &rea da seccdo transversal e o nimero de pistas. A média de 3
calibracGes para cada angulo foi usada como a velocidade da corrente de dgua para esse

mesmo angulo. A cAmara permitiu atingir fluxos de 4gua até 20 cm s ™.

Figura 6. Camara de natacao e respetivo sistema de circulacdo de agua. A-
Valvula com calibracédo do fluxo; B- Camara de natacdo; C- Bomba de circulacéo

de a4gua submersivel.

2.6 Velocidade critica de natacdo (Ucrit)

Ao longo da ontogenia das larvas de sardinha estimou-se a velocidade critica de
natacdo das larvas, ou seja, a corrente maxima que eram capazes de resistir a nadar. Em
cada dia de experiéncias de medigdo da velocidade critica (Fig. 2 e 3), foram utilizadas
3 a5 larvas para testar na cAmara de natag&o.

Imediatamente antes do inicio das experiéncias, 0 tanque de abastecimento foi
cheio com &gua proveniente do tanque das sardinhas, de forma a que a temperatura

(15°C) e salinidade (35) durante o teste correspondesse as condicfes de cultivo. Como
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as experiencias sdo relativamente répidas, a temperatura ndo sofreu alteracGes
significativas no decurso das mesmas.

As larvas foram retiradas do tanque de crescimento com a ajuda de umtubo e
vareta por succdo, e deixadas a repousar num goblet durante poucos minutos. As larvas
foram testadas individualmente, para ndo correr o risco de perder as larvas de vista,
principalmente nos primeiros dias de vida em que ndo tém pigmentacdo e sao
praticamente transparentes. Cada larva foi sujeita a um periodo de aclimatizacdo de 5
minutos a uma velocidade minima de 1.5 cm s, tendo sido substituida por outra larva
sempre que apresentasse algum sinal de stress (comportamentos natatorios erronios,
como por exemplo a larva nadar de lado, ou encostar-seas redes da pista).

Apds o periodo de aclimatizacdo e de modo a medir a Ucrit, a velocidade do fluxo
foi aumentada aproximadamente 1cm s (£0,2) a cada 2 min até a larva nfo conseguir
resistir a corrente. A Ucrit foi calculada através da formula de Bret (1964):

Ucrit = U + (t/ti - Ui),

em que U, representa a velocidade do penultimo incremento; Ui, corresponde ao
incremento de velocidade (1 cm s™); t, o tempo nadado no Gltimo incremento de
velocidade; ti, o tempo de intervalo entre cada incremento de velocidade (2 min). Por
fim, apds os testes de natacdo, mediu-se o comprimento total das larvas em vivo e em

seguida foram colocadas em azoto liquido para futuras analises de condicéo nutricional.

2.7 Numero de Reynolds

O namero de Reynolds (Re) (Webb & Weihs 1986) permite determinar o tipo de
ambiente hidrodindmico em que as larvas nadam: se em ambiente viscoso (Re <300) ou
inerte (Re>1000) (Leis 2006). O Re foi calculado para todas as larvas utilizando a
seguinte formula:

Re =U x TL/v,

em que o U, representa a velocidade critica; v, a viscosidade da agua do mar
(viscosidade da dgua do mar a 15°C); TL, o comprimento da larva (Webb & Weihs
1986).
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2.8 Indices de condicdo

Nos dias de amostragem (Figs. 2 e 3) foram preservadas larvas em azoto liquido
de forma a determinar posteriormente a sua condi¢do nutricional através do indice
RNA/DNA. Todas as larvas testadas na cémara de natacdo foram preservadas
individualmente para este fim. A andlise dos &cidos nucleicos baseou-se no método
descrito em Caldarone et al. (2001). Os protocolos para determinacédo e quantificacéo
dos &cidos nucleicos basearam-se na utilizagdo de corantes fluorescentes que se ligam
seletivamente ao DNA e ao RNA (Caldarone et al. 2006).

Os acidos nucleicos foram analisados em “pools” para idades até 15dpe e
individualmente apds os 15 dpe. Para tal, as larvas foram colocados num eppendorf ao
qual se adicionaram 100 pl de solucdo tampéo Sarcosina-Tris (STB) a (0.5%). De modo
a homogeneizar as amostras usou-se um sonicador com pulsos de 40 A durante 30
segundos. Seguidamente as amostras foram colocadas no vértex durante 30 minutos e
depois centrifugadas a 12000 rpm durante 15 minutos.

Ao mesmo tempo que as amostras foram centrifugadas, os pocos da microplaca
foram preenchidos com as amostras padrdo para determinar as retas de calibracdo de
RNA e DNA, onde foram usados os volumes de 0, 5, 7.5, 10 e 20 pl de solucéo stock
destes acidos nucleicos. Apds a centrifugacdo, adicionaram-se 25 pl de sobrenadante de
cada amostra e 45 pl de Tris-EDTA aos respetivos pogos da microplaca.
Posteriormente, 15 pul de Gel Red (fluoréforo) foram adicionados a cada poco, incluindo
os das retas de calibracéo, e ainda 15 pul de RNAse aos pocos da reta de calibracdo do
DNA.

A leitura da fluorescéncia foi feita pela excitacdo a 365nm e emissdo a 590nm no
leitor Synergy HT de microplacas. Seguidamente, adicionaram-se 15ul de RNAse a
todos 0s pogos com amostra e as microplacas foram colocados numa estufa durante 30
minutos a 37°C. Apos o arrefecimento a temperatura ambiente, foi lida novamente a
fluorescéncia das amostras. Finalmente, foram adicionados 7.5ul de DNAse em cada
poco com amostra e ap0s agitacdo a amostra foi novamente colocada na estufa durante 1
hora e feita nova leitura da microplaca, para verificar a presenca ou ndo de mais alguma
substancia que provocasse fluorescéncia.

Para estandardizar os resultados foi usada a variabilidade do declive das retas

padrdo DNA e RNA, a média desta reta foi de 2.84 (£0,20) que pode ser usado para
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comparar os resultados da razdo RNA/DNA (declive 2,40) determinados por outros
protocolos (Caldarone et al., 2006).

O numero de larvas cuja condig¢do nutricional foi analisada em termos do indice
RNA/DNA dependeu da sobrevivéncia larvar nas diferentes dietas bem como da
variancia entre replicados, os valores dos replicados das concentracdes de RNA e DNA
usados correpoderam aqueles cujo coeficiente de variagdo ndo ultrapassou os 30%.

De forma a calcular o limite minimo para o qual as larvas sdo tidas como em ma
condig&o nutricional foi usada a forma proposta por Buckley (2008) :

sRD crit=0,078/(0,0145 + 0,0044 T),

emque o T é atemperatura a que as larvas sdo cultivadas (15°C)

2.9 Analise estatistica

De forma a investigar o efeito da dieta no crescimento larvar, foi realizada uma
regressdo multipla do logaritmo do comprimento total das larvas em funcdo da idade
(variavel continua) e da dieta (variavel fatorial, com quatro fatores correspondentes as
dietas A, B, C, D descritas acima). Como a sobrevivéncia larvar foi diferente nas
experiéncias correspondentes as diferentes dietas, esta analise foi feita apenas para o
periodo comum a todas as dietas (<26dpe).

Foram realizadas regressdes lineares simples para averiguar a influéncia da idade
e comprimento total na capacidade natatoria das larvas cultivadas com as diferentes
dietas. Para analisar se as diferentes dietas influenciaram as velocidades de natacdo,
realizou-se uma regressao multipla da velocidade de natacdo em funcdo da idade e da
dieta. De igual modo esta analise foi feita para o periodo comum a todas as dietas
(<26dpe).

De forma a investigar o efeito da dieta na condicdo nutricioal, foi realizada uma
regressdao multipla da condicdo nutricional das larvas em funcdo da idade (variavel
continua) e da dieta (variavel fatorial, com quatro fatores correspondentes as dietas A,
B, C, D descritas acima). Como a sobrevivéncia larvar foi diferente nas experiéncias
correspondentes as diferentes dietas, esta comparacdo foi feita apenas para o periodo

comum a todas as dietas (<26dpe).
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Para investigar o efeito da condicdo nutricional nas capacidades natatérias das
larvas, foi realizada uma regressdo multipla da Ucrit em funcdo da idade e da condicéo
nutricional, e também, noutra regressdo, em funcdo do comprimento e da condicao
nutricional. A comparacdo restringiu-se também ao periodo comum a todas as dietas
(<26dpe).

No tratamento dos dados foi usado o programa estatistico “R” e o Excel.
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3 Resultados

3.1 Transformacgdes morfolédgicas ao longo da ontogenia

Com o fim da fase ovular que durou até 73 horas na temperatura selecionada para
todas as experiéncias (15°C), as larvas eclodiram com um saco vitelino de modo a
permitir uma alimentacdo enddgena durante os primeiros dias, nos quais a larva ainda
ndo tinha a boca aberta, nem os olhos pigmentados, nem o sistema digestivo totalmente
formado. No dia da eclosdo, o comprimento médio das larvas foi de 4,05 (+0,3731) mm.
Nesta idade foi observado um saco vitelino de grandes dimensdes, com uma area média
de 0,49 (+0,0615) mm? (Fig.7).

Figura 7 - Larva no dia da eclosdo, ndo pigmentada, com saco vitelino e gota

lipidica bem visiveis.

Na seguinte idade analisada, 3 dias pds-eclosdo (dpe), era ja visivel a abertura da
boca das larvas bem como a pigmentacdo do olho e ainda, apesar de pequeno, 0 saco
vitelino. Nesta idade o comprimento medio das larvas foi de 5,40 (£0,1732) mm e o

saco vitelino com uma area de 0,08 (+0,021285) mm? (Fig.8).

”—"/

Figura 8 - Larva com 3 dpe: com pigmentacéo no olho e com a boca ja aberta.

Visivel ainda o saco vitelino e a gota lipidica.
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Ao 10° dia pds-eclosdo, a média de comprimento foi de 6,00 (£0,44) mm e nesta
idade foi possivel observar as barbatanas peitorais e o inicio da barbatana caudal

(Fig.9).

Figura 9 - Larva com 10 dpe: com barbatanas peitorais e inicio da formacao da

barbatana caudal.

Ao 15° dia pds-eclosdo, a barbatana caudal ja era bem visivel, bem como a flexdo
da notocorda. Para esta idade (15dpe) as larvas apresentaram um comprimento médio de
7,53 (£1,22) mm (Fig.10).

Figura 10 - Larva com 15 dpe: com barbatanas peitorais e inicio da formacéo da

barbatana caudal.

No dia 20 pds-ecloséo, as larvas apresentaram um comprimento médio de 10,28
(x1,34) mm. Nesta idade a barbatana caudal ja € mais visivel, sendo ja possivel ver os
raios da barbatana ja diferenciados, bem como a flexdo da notocorda. E igualmente

nesta idade que a barbatana dorsal comecar a ser observada (fig.11).

Figura 11 - Larva com 20 dpe: barbatana caudal mais desenvolvida e barbatana

dorsal a formar-se.
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Ao dia 25 pds-eclosdo a barbatana dorsal ja é bastante visivel e as larvas
apresentaram uma media de 12,00 (£2,01) mm de comprimento. A barbatana dorsal
aparece totalmente visivel ao 30° dia pds-eclosdo, idade em que a média de
comprimento larvar foi de 13,47(x1,55) mm. O desenvolvimento da barbatana caudal

encontra-se quase completo, (Fig.12).

Figura 12 - Larva com 30 dpe: barbatana dorsal totalmente formada.

Ao 35° dia pds-eclosdo as larvas apresentaram um comprimento médio de 14,43
(3,14) mm e foi visualizada pela primeira vez a barbatana anal, sendo totalmente
visivel 5 dias depois (40° dia pds-eclosdo) (Fig.13). Nesta idade a barbatana caudal

encontra-se totalmente formada.

Figura 13 - Larva com 40 dpe: com barbatana anal
O diametro médio do olho aquando da sua pigmentacao (3 dpe) foi de 246,73 (+

43,45) um. Durante a ontogenia o diametro do olho aumentou a uma taxa 7,13 um dia™

e foi verificado um méaximo de 737,5 um na larva de 70 dias p6s-eclosdo (Fig.14).
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Figura 14 — Diametro do olho ao longo da ontogenia

A espessura da zona final da anal (Fig.15) e a espessura da zona final da cabeca

(Fig.16) aumentaram linearmente ao longo da ontogenia. Este aumento foi de 13,09 e

15,10 pm por dia, respetivamente. O maximo da espessura da zona final da anal foi de

1137,4 um aos 45 dias e para a espessura da zona final da cabeca de 1272,9 um para

uma larva de 45 dias.
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Figura 15 — Espessura da zona final da anal ao longo da ontogenia
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Figura 16 — Espessura da zona final da cabeca ao longo da ontogenia

As dimensdes da zona final da cabegca aumentaram com o aumento do
comprimento larvar. Numa fase inicial, 0 aumento da zona final da cabeca foi de 0,04
mm a cada mm de comprimento crescido pela larva. Este crescimento da zona final
sofreu um aumento para 0.06 mm a cada mm de comprimento total coincidindo com o
inicio e aumento da capacidade natatoria da larva (comprimento total <8 mm).

A zona final da anal também aumentou com o aumento do comprimento larvar.
Nesta medicdo o0 aumento no periodo em que as larvas ndo resistiram a correntes foi de
0.38 mm por mm de comprimento larvar. No periodo apds o inicio da resisténcia
aumentou para uma taxa de 0.59 mm a cada mm que a larva cresce em comprimento
(fig.17).
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Figura 17 — Espessura da zona final da cabeca ao longo da ontogenia (vermelho) e

espessura da zona final da anal (azul) em funcéo do crescimento larvar.

3.2 Crescimento larvar

O comprimento larvar aumentou ao longo da ontogenia. Na dieta de maior
concentracdo (grupo A) a taxa de crescimento foi de 0,327 mm d™. Nesta dieta foi
atingido um maximo de comprimento de 23,4 mm ao dia 65 pds-eclosdo. Para o grupo
C, dieta de concentracio intermédia, a taxa de crescimento foi de 0,487 mm d™ tendo a
larva maior atingido 22,2 mm de comprimento ao 45 dpe. Nas dietas de menor
concentracdo (grupo B) e de plancton natural (grupo D) as larvas de sardinha obtiveram
uma taxa de crescimento de 0,287 e 0,240 mm d™ para um comprimento méximo de
13,90 (30 dpe) e 13,20 (25 dpe) mm respetivamente (fig.18).
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Figura 18 - Comprimento larvar ao longo da ontogenia para as diferentes dietas.

Foi igualmente verificado que as larvas que cresceram com maior concentracéo de
alimento conseguiram sobreviver durante mais tempo que as dos restantes tratamentos.
Neste tratamento (grupo A) as larvas sobreviveram até aos 75 dias pés-ecloséo,
enquanto nos restantes tratamentos com concentracdo intermédia, pequena e plancton
natural apenas sobreviveram até aos dias 50, 30 e 25, respetivamente (fig.18).

Foram analisadas as taxas de crescimento das larvas de sardinha correspondentes
as idades comuns a todos as experiéncias. Para o periodo entre a eclosdo e o 25dpe a
taxa de crescimento para a dieta de maior concentracdo (grupo A) foi de 0,350 mm d*;
para a dieta de concentragdo intermédia de 0.378 mm d™; para a dieta de menor
concentracdo 0.266 mm d*, e para a dieta de plancton natural 0,240 mm d*. Foi
verificada que a dieta de menor concentracdo (grupo B) foi significativamente diferente

da dieta de maior concentracdo (grupo A) e da dieta de concentracdo intermédia, mas
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ndo diferiu da dieta de plancton natural (grupo D). N&o foram verificadas diferencas

entre as dietas de maior concentracdo (grupo A e C) (fig.19 e tabela 2).

Tabela 2 - Parametros da regressdao multipla do logaritmo do comprimento

total em funcédo da dieta e a idade larvar.

Estimativa Des.padréo t P (>lt])
Grupo A -0,0073185 0.0204763 -0,357 0,721
Grupo B 0,0415209 0.0009727 42,687 2e-16
Grupo C 0,0168479 0.0210525 0,800 0,424
Grupo D -0,0864234 0.0190339 -4,541 7,87e-06
R®= 0,8496
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Figura 19 - Comprimento larvar nas idades comuns a todas as dietas (0-25 dias).

Cor azul corresponde a deita de maior concentracao (grupo A); a cor vermelha a

dieta de concentracdo intermédia (grupo C); a cor verde a dieta de menor

concentracdo (grupo B); a cor roxa a dieta de plancton natural.
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3.3 Padrbes Comportamentais

O comportamento larvar sofreu alteragOes significativas durante a ontogenia. No
dia da eclosdo verificou-se que as larvas se encontravam todas a superficie e ai
permaneciam até ao dia seguinte (1 dpe). Apds este dia as larvas comecam a afundar e a
distribuir-se em toda a coluna de agua. No 4° dia p6s-eclosdo as larvas encontravam-se
distribuidas por toda a coluna de agua a procura de alimento. Este comportamento de
migrag0es foi observado durante toda a ontogenia.

Nos primeiros dias de vida, até ao dia 15 pds-eclosdo, as larvas passaram a
maioria do tempo (em média 60%) em pausa, sendo este tempo cada vez menor durante
a ontogenia (Fig. 18). Apds os primeiros 15 dias de vida, as larvas comecaram a estar
mais tempo em movimento do que em pausa, até que ao dia 26 as larvas nadaram, pela
primeira vez, durante todo o tempo em que foram observadas. A partir deste dia as
larvas passaram a estar constantemente a nadar durante o minuto de observagéo. Até ao
26° dia, as larvas aumentaram o tempo dispendido a nadar em 1,696 segundos por
minuto em cada dia (Fig.20).
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Figura 20 - Tempo (s) que as larvas nadam ao longo da ontogenia durante o
minuto de observacdo. A equacdo da reta é representativa ao periodo <27 dpe. A
reta horizontal surge como forma de demonstrar que a partir daquela idade as

larvas nadam durante todo o tempo de observacao
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Foram igualmente observadas no total 58 pausas que foram passadas em posi¢éo
vertical, durante as quais a larva era quase impercetivel. A larva mais velha a efetuar
este tipo de pausa tinha 25 dpe. A frequéncia de pausas verticais foi mais elevada aos 2
e 3 dpe, em que se registaram 11 e 9 pausas verticais, respetivamente.

O ato de predacdo foi sempre antecedido por uma fixacdo ou orientacdo a presa,
com as larvas a colocarem o seu corpo em forma de “S” e orientar o Corpo para a presa.
Nem sempre as larvas conseguiram atacar as presas que haviam fixado, sendo a

frequéncia de ataques inferior a frequéncia de fixacGes de presas (Fig.21).
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Figura 21 — Valores médios das fixagdes (circulos) e dos ataques (triangulos) ao

longo da ontogenia das larvas de sardinha.

A média dos ataques do 5° dpe até ao 26° dpe foi de 0,89 +0,98 por minuto
enquanto a média de fixacoes foi de 2,62 £1,70 por minuto. Assim, cerca de 34% das
sequéncias predatorias foi completa até ao 26° dpe. Nas idades seguintes (27 dpe — 75
dpe), nas quais se verificou que as larvas dispenderam mais tempo a nadar, a média de
ataques foi de 3,49 £1,69 e a media de fixacOes foi de 5,32 £2,16, numa percentagem de
65% de sequéncias completas. Esta percentagem de sequéncias completas aumentou

com a idade sendo cerca de 100% nos dias 70 e 75 pds-flexdo (Fig.22).
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Figura 22 — Média da percentagem de sequéncias predatdrias durante a ontogenia.

O numero de fixagdes foi aumentando com a idade a uma taxa de 0,08 fixagdes
por minuto em cada dia, atingindo um valor maximo de 10 fixa¢Ges por minuto nos dias
28, 56, 58 pds-eclosdo (Fig.23).
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Figura 23 — Frequéncia de fixacOes por larva durante a ontogenia
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Nos primeiros 4 dias de vida, durante a alimentacdo enddgena, ndo se verificou
qualquer tipo de comportamento predatério por parte das larvas. A frequéncia de
ataques a presas por parte das larvas de sardinha aumentou com a idade. Este aumento
foi de 0,07 ataques por minuto, para um valor méximo de 9 ataques num minuto para o

dia 58 pds-eclosdo (Fig.24).
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Figura 24 — Frequéncia de ataques por larva durante a ontogenia

Verificou-se no dia 75 pds-eclosdo um ataque de uma larva a outra larva e

consequente fuga/perseguicao.
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3.4 Velocidade critica de natacéo

3.4.1 Velocidades de natacdo em relacdo a idade

No total das experiéncias de natacdo foram analisadas 372 larvas, das quais 94
eram provenientes do tanque com a dieta de concentracdo superior de nduplios (grupo
A), 120 da concentracédo inferior (grupo B), 68 da concentragdo intermédia (grupo C) e
90 de plancton natural (grupo D). No total das 372 larvas apenas foi possivel calcular
velocidades para 86 larvas, pois o célculo das velocidades criticas apenas é possivel
quando as larvas aguentam a corrente de aclimatizacdo. Verificou-se que nas primeiras
fases larvares testadas (L6, L10) as larvas ao serem colocadas na cAmara de natagéo
deixavam-se ir com a corrente, ndo sendo capazes de nadar & velocidade de 1,5 cm s™.
Na idade 15 dias pos-ecloséo as larvas dos diferentes grupos ndo conseguiram resistir a
corrente durante o periodo de adaptagdo (>3 minutos). Contudo, verificou-se que as
larvas das dietas com concentragédo de alimento maior (grupo A) e intermédia (grupo C)
nesta idade j& reagiam a corrente durante curtos periodos de tempo quando tocavam na
rede colocada a jusante, ao invés das larvas dos grupos B e D (menor concentracdo de
alimento e plancton natural) que quando se encostavam a rede ja ndo conseguiam voltar
a posicionar-se na coluna. O dia 20 pds-eclosdo foi um ponto de viragem no que
respeita as capacidades natatorias. A partir deste dia as larvas comegaram a conseguir
resistir ao periodo de aclimatizacdo e a vencer velocidades de correntes cada vez mais
elevadas. Nesta idade (20 dpe), a dieta que teve a média de velocidades mais alta foi a
dieta com plancton natural com 3,43 cm s em que foram testadas 6 larvas. No que diz
respeito as outras dietas, foram testadas 4 larvas na dieta com maior concentracdo de
alimento que nadaram a uma média de 3,08 cm s, na de menor concentracdo 7 larvas
nadaram a uma média de 2,62 cm s e 6 larvas nadaram a uma média de 2,86 cm s™ na
dieta de concentracdo intermédia. As larvas do grupo A (maior concentracdo de
alimento) apresentaram uma melhoria das suas capacidades natatérias em 0,12 cm s*
por dia até ao dia 75 p6s-eclosdo, variando a velocidade das larvas de 2,21 cm s™ no dia
20 até um maximo de 9,47 cm s™ ao dia 55 p6s eclosdo. Para as larvas do grupo C
(concentracdo intermédia), as larvas sobreviveram até ao dia 50 e apresentaram
igualmente uma melhoria nas suas capacidades natatérias (0,17 cm s™) tendo a
velocidade variado de 1,58 cm s™ ao dia 20 ate 9,14 cm s™ ao dia 45 p6s-eclosdo. Nos

restantes tratamentos, menor concentracdo e plancton natural (grupos B e D), a
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mortalidade ndo permitiu um estudo t&o abrangente como nas dietas anteriores devido a
baixa sobrevivéncia larvar (30 e 25 dias pds-eclosdo respetivamente). Para estas
experiéncias as larvas também melhoram as capacidades natatorias em 0,11 e 0,10 cm s’
! por dia, em média, respetivamente. Nestas dietas as velocidades variaram de 2,00 a
4,80 cm s™ (20 dpe — 30 dpe) na dieta de menor concentracéo e de 2,25 a 4,87 cm s™ (20
dpe — 25 dpe) na dieta de plancton natural (Fig.25; tabela 3).

Para as idades em que foram testadas velocidades de natacdo e que s&o comuns a
todas as dietas (20dpe e 25dpe) ndo foram verificadas diferengas significativas das
capacidades natatdrias entre larvas cultivas com os diferentes regimes alimentares (p =
0,318).
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Figura 25 — Velocidades de natagdo das larvas de cada dieta em funcéo do
comprimento total. A cor azul corresponde as larvas da maior concentracéo de
alimento (grupo A); a cor vermelha as larvas da concentracgdo intermédia
(grupo C); cor verde as larvas da concentracéo inferior (grupo B); a roxa as
larvas da dieta com plancton natural (grupo D), os circulos azuis claros abertos

correspondem a larvas que nao resistiram ao periodo de aclimatizacao.
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Tabela 3 — Relagdo entre Ucrit e a idade larvar das diferentes dietas. Pn =

plancton natural

) Reta de 5
Dieta B R P
regressao

. Sn/ml 0,1216x - 0,3951 0,78 p<0,001
3
S
2 2n/ml 0,1659x - 0,8274 0,83 p<0,001
S 1n/ml 0,1147x - 0,3812 0,64 p<0,001

Pn 0,0963x - 0,5531 0,39 p<0,001

3.4.2 Velocidades de natacdo em relacdo ao comprimento larvar

Verificou-se um aumento da velocidade critica com o0 aumento do comprimento
total das larvas. Nas 4 dietas em estudo, apenas 13 larvas menores que 10 mm de
comprimento conseguiram resistir a nadar durante o tempo de aclimatizacdo (natacéo a
1.5 cm s™). Na dieta com maior concentracdo de alimento (grupo A), as larvas foram
melhorando as suas capacidades natatérias em 0,49 cm s™ a cada mm de crescimento.
Neste grupo (dieta A), a larva que atingiu a maior velocidade (9,47 cm s™) tinha 19.1
mm de comprimento enquanto a larva mais pequena a conseguir nadar tinha 9,4 mm e
nadou a 2,5 cm s™. A velocidade relativa nesta idade variou dos 1,90 “body lenght” (bl)
s aos 6,89 bl s™. Na dieta de concentragdo intermédia (grupo C), as larvas tiveram um
desenvolvimento da capacidade natatéria de 0,47 cm s™ a cada milimetro de aumento no
comprimento. No que diz respeito a larva mais pequena a nadar, neste grupo houve uma
larva com 8,8 mm a atingir uma velocidade de 2 cm s™. A velocidade méxima neste
grupo C foi atingida com um comprimento de 22,2 mm (9,14 cm s™). Para esta dieta a
velocidade variou dos 1,80 bl s™ aos 4.64 bl s™. Na dieta de menor concentragdo (grupo
B) e de plancton natural (grupo D), as larvas apresentaram igualmente um incremento
da velocidade de natacdo de 0,45 e 0,38 cm s™ a cada mm, respetivamente. No caso da

dieta de menor concentracao, a larva mais pequena a ser capaz de nadar tinha 7,90 mm e
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nadou a uma velocidade de 2,00 cm s e na dieta de plancton natural tinha 7,2 mm e
nadou a 2,41 cms™. A velocidade de natacéo relativa para estas dietas variou entre 2,53
- 4,13 bl s™ para a dieta de menor concentracao e 2,02 - 4,77 bl s na dieta de plancton
natural (Fig.26; Tabela 4).
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Figura 26 — Velocidades de natagdo das larvas de cada dieta em funcéo do
comprimento total. A cor azul corresponde as larvas da maior concentracéo de
alimento (grupo A); a cor vermelha as larvas da concentracgdo intermédia
(grupo C); cor verde as larvas da concentracéo inferior (grupo B); a roxa as
larvas da dieta com plancton natural (grupo D), os circulos azuis claros abertos
correspondem a larvas que néo resistiram ao periodo de aclimatizagdo de todas

as experiéncias.
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Tabela 4 — Relagdo entre Ucrit e o comprimento total das larvas de sardinha
cultivadas com as diferentes dietas. Pn =plancton natural

. Dieta Reta de regressao R? P

g 5n/ml 0,4888x - 2,4154 0,80 p<0,001

é— 2n/ml 0,4711x - 2,6002 0,88 p<0,001

g In/ml 0,4499x - 2,263 0,70 p<0,001

'g Pn 0,3765x- 1,9301 | 047 | p<0,001
Modelo geral 0,459x-2.343 0.79 p<0,001

Quando as velocidades criticas foram transformadas em velocidades relativas (bl
s1) foi verificada uma correlacdo positiva entre as velocidades relativas e a Ucrit.
(Fig.27). Foi verificado um maximo de 6,89 bl s na experiéncia de maior concentragéo

alimentar.
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Figura 27 — Velocidades criticas baseadas nas velocidades relativas de cada
larva para cada dieta em funcédo do comprimento. Cor azul corresponde as
larvas da maior concentracdo de alimento (grupo A); a cor vermelha as larvas
da concentracdo intermédia (grupo C); cor verde as larvas da concentracao

inferior (grupo B); e a roxa as larvas da dieta com plancton natural (grupo D).
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O numero de Reynolds (Re) aumentou com o desenvolvimento larvar, ou seja,
com o aumento das capacidades natatorias (Fig.28), variando entre 20,89 e 746,81. A
maioria das larvas (70 em 86) nadou em ambiente hidrodinamico viscoso (Re<300) e as
restantes 16 larvas nadaram em ambiente intermédio (300<Re<10000). A larva mais

pequena a nadar neste ambiente intermédio tinha 11,3 mm.
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Figura 28 — Numero de Reynolds (Re) para as larvas de sardinha
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3.5 Condicéo nutricional

3.5.1 Indice RNA/DNA e idade das larvas

Foram obtidos 34 medicfes da condigdo nutricional das larvas de sardinha através do
indice RNA/DNA na dieta com maior concentracdo de alimento, 33 na concentracao
intermedia, 17 na dieta de menor concentracdo, e 12 na dieta de plancton natural.
Apesar da variabilidade registada entre as larvas analisadas, relativamente ao indice
RNA/DNA, registou-se uma tendéncia para uma maior dispersdo no periodo proximo
da eclosdo e reduziu progressivamente com o desenvolvimento. Perante a formula de
Buckley (2008), o valor minino de boa condig&o nutricional para a temperatura de 15°C
foi de 0,97. No total das larvas analisadas apenas 3 larvas estavam em boa condi¢éo
nutricional. A média da condicéo nutricional (SRD) foi de 0,378 £0,271

Para a dieta de maior concentracdo (grupo A), ap6s a eclosdo a condicéo
nutricional sofreu um pequeno decréscimo com a idade, mas apresentou uma tendéndia
de recuperagéo apos 30 dpe. Foi verificado um indice maximo de 0,82 ao dia 55 pos-
eclosdo. Na dieta de concentracdo intermédia (grupo C), o indice também decresceu ao
longo da ontogenia e foi verificado um valor maximo de 1,27 para uma larva de 20 dias.
A dieta com a menor concentracdo (grupo B) de alimento apresentou igualmente um
decréscimo da condi¢do nutricional das larvas ao longo da ontogenia. Nesta dieta foi
obtido um indice maximo de 1,31 para uma larva de 20 dias. A dieta de plancton natural
(grupo D), ao contrario das restantes dietas, apresentou um aumento de condicao
nutricional larvar com o aumento da idade das larvas, contudo os valores absolutos
inferiores as restantes dietas. Nesta dieta 0 maximo atingido foi de 0,43 numa larva ao

dia 25 pos-eclosao (fig.29).
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Figura 29 — Condicéo nutricional ao longo da ontogenia para as diferentes

Perante a sobrevivéncia larvas, foram analisados os indices de condi¢édo das larvas

de sardinha correspondentes as idades comuns a todos as experiéncias. Ndo foram

verificadas diferencas na condi¢do nutricional entre as larvas cultivadas com as
diferentes dietas (fig.30, tabela 5).
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Tabela 5 - Parametros da regressao multipla da condigdo nuticional em fungao
da dieta e a idade larvar.

Estimativa Des.padréo t P (>lt])
Grupo A 0.019721 0.090741 0.217 0.8287
Grupo B -0.001749 0.003585 -0.488 0.6275
Grupo C 0.029012 0.082906 0.350 0.7276
Grupo D -0.168428 0.099343 -1.695 0.0953
R?=0,08553
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Figura 30 — Condicao nutricional das larvas de sardinha nas idades comuns a
todas as dietas (0-25 dias). Cor azul corresponde a deita de maior concentragao
(grupo A); a cor vermelha a dieta de concentracdo intermédia (grupo C); a cor
verde a deita de menor concentragdo (grupo B); a cor roxa a dieta de plancton

natural (grupo D)
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Na tabela 6 podemos verificar as médias para a duracéo total de cada experiéncia.
Apesar das diferecas nas médias, estes valores ndo tém em conta a sobrevivéncia larvar,

ndo estando ponderada a idade larvar.

Tabela 6 - Resumo do conteudo de acidos nucleicos (média e desvio) das larvas
utilizadas nas experiéncias de Ucrit para as diferentes dietas. Pn= plancton
natural; N= nUimero de larvas; Ct= comprimento total das larvas.

Dieta N Ct RNA/mg DNA/mg sRD
5n/ml 34 | 14,74+372 | 951+18,83 | 7,17+8,80 | 0,38+0,24
2n/ml 33 | 14,94+331 | 498+7,28 |10,12+12,14 | 0,42+0,30
1n/ml 17 | 10,49+ 1,63 | 8,59 +17,56 | 15,68 + 18,49 | 0,39 + 0,31
Pn 12 | 9,96+1,85 | 3,12+6,42 |17,88+29,05| 0,22 +0,12
3.5.2 Indice RNA/DNA e Ucrit

Né&o foi verificada uma relacdo significativa entre a condicdo larvar estimada

através do indice RNA/DNA e a Ucrit para as larvas de sardinha, tendo em conta a

idade larvar e o comprimento larvar (tabela 7, 8, Fig.29).

Tabela 7 - Parametro da regressdo multipla da Ucrit em funcéo da condicao
nutricional e a idade larvar.

Estimativa Des.padréo t P (>|t))

RNA/DNA -0.315690 -0.315690 -0.639 0.524

Idade 0.150397 0.008722 17.244 <2e-16
R°=0,7687
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Tabela 8 - Parametro da regressdo multipla da Ucrit em fungédo da condicao
nutricional e o comprimento larvar.

Estimativa Des.padréo t P (>lt])
RNA/DNA -0.66133 0.52320 -1.264 0.209
Comprimento 0.46871 0.02939 15.949 < 2e-16
R*=0,7399
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Figura 31 — Relacao entre o indice RNA/DNA e a Ucrit para as diferentes

dietas. Cor azul corresponde as larvas da maior concentracédo de alimento; a

cor vermelha as larvas da concentracéo intermédia; cor verde as larvas da

concentracao inferior; e a roxa as larvas da dieta com plancton natural.
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4 Discussao

No presente estudo observou-se que as larvas de sardinha (Sardina pilchardus)
eclodem sem pigmentacdo e medindo em media 4,05 mm. Este comprimento é
semelhante ao verificado para a mesma espécie e superior ao comprimento do biqueirdo
em condi¢Oes naturais ao largo da costa continental Portuguesa (Santos et al. 2007). As
taxas de crescimento diarias obtidas com as diferentes dietas (0,240 — 0,487 mm d™*) sdo
consistentes com as taxas obtidas em laboratério (0,23 mm d™') (Blaxter 1969) e no
campo (0.41 - 0.57 mm d™) (Ré 1983) e (0,29 — 0,42 mm d™) (Chicharo et al. 2012),
mas ficam aquém de algumas taxas de crescimento verificadas igualmente no campo
(0,70 mm d?) (Diaz et al. 2011). As dietas de maior concentracdo (grupo A e C)
obtiveram melhores taxas de crescimento (0,327 e 0,487 mm d™) e séo aquelas que mais
se aproximam dos valores de crescimento obtidos na natureza (0,41 — 0,57 mm d* Ré,
1983). As taxas para as dietas de menor concentracdo e plancton natural foram
significativamente inferiores, sugerindo que os valores das taxas de crescimento obtidas
nas dietas de concentracdo intermédia e de maior concentracdo para além de uma maior
sobrevivéncia, obtém um melhor crescimento e que as sardinhas em meio natural
necessitam de se alimentar de elevadas densidades de plancton para sobreviver.

Eclodindo a uma temperatura de 15 °C, as larvas de sardinha até ao dia 3 pos-
eclosdo (dpe) tém uma alimentacdo enddgena, podendo ver observado o saco vitelino.
Ao 4 dpe, tal como no estudo de Hunter (1972) com o biqueirdo (Engraulis mordax) e
com a sardinha em meio natural (Santos et al., 2007), o saco vitelino ja nao é visivel.
Esta total absorcdo do saco vitelino e o desenvolvimento das capacidades visuais bem
como a abertura da boca (3 dpe) permitem as larvas passarem de uma alimentacdo
meramente enddgena para exogena. Estes dois eventos sdo essenciais para a
alimentacdo larvar devido ao facto de as larvas serem predadores visuais (Munk &
Kiorboe, 1985). A restante pigmentacao larvar surge ao 5°dia (5 mm). Estes resultados
coincidem com os resultados para as larvas de sardinha da natureza (Santos et al. 2007).

No que diz respeito a flexdo da notocorda, esta ocorreu numa fase de
desenvolvimento semelhante a observada em larvas de sardinha recolhidas em meio
natural (Santos et al. 2007) apesar da diferenca de comprimentos entres as larvas: 15
dpe e 7,5 mm e 14 dpe e 11 mm, respetivamente. Estes autores evidenciam o inicio da
formacdo da barbatana dorsal ao dia 9 e a sua conclusdo ao dia 40 pds-eclosao (26 mm),
contudo no presente estudo a barbatana dorsal comeca a ser visivel apenas ao 20° dpe e
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esta completa ao dia 35 em larvas com 13,47 mm. Por sua vez, a barbatana anal surge
ao dia 40 para larvas de 16,52 mm diferindo dos 28 mm destacados por Santos et al.
(2007). Estas semelhangas verificadas no desenvolvimento morfoldgico podem ser
explicadas pelas taxas de desenvolvimento obtidas nas experiéncias serem similares das
obtidas em larvas de natureza. Assim, apesar das condicoes artificiais do cultivo, os
resultados nédo se afastaram muito dos descritos em meio natural e permitem uma maior
confianca na extrapolacéo de outras caracteristicas larvares para o meio natural.

Durante o processo de desenvolvimento que é a fase larvar, uma das mais
importantes acdes € a procura e consequente ingestao de alimento (O Brien et al. 1990).
Sdo vérios os autores que tém focado os seus estudos nos comportamentos de
alimentacdo e na natacdo de rotina dos pequenos pelagicos como o biqueirdo (Hunter
1972, 1976) ou o arenque (Munck & Kiorboe 1985) de forma a perceber os principais
componentes da resposta funcional, como o nimero de ataques. Nos primeiros dois dias
de vida (0-1 dpe) as larvas de sardinha passaram 88% do tempo inativas, interrompendo
esta pausa com curtos (1-3s) movimentos que se julga terem uma funcdo respiratoria
(Hunter, 1972). Estes valores sdo um pouco inferiores aos das larvas de biqueirdo norte-
americano (95%) no estudo de Hunter (1972). No 5° dpe, as larvas apenas passaram em
média 57% do tempo paradas, que difere significativamente dos valores obtidos para o
biqueirdo (Hunter, 1972), o qual observou que o tempo em pausa era praticamente O
para esta idade. Estas diferencas nos niveis de atividade natatoria, sugerem uma maior
vulnerabilidade das larvas de sardinha durante os primeiros dias de vida em comparagédo
com o biqueirdo do Atlantico oeste. O aumento do tempo a nadar que se verifica no 5°
dia pos-eclosdo coincide com o aparecimento do comportamento alimentar, tendo sido
pela primeira vez observado o ato predatorio neste dia. Até ao 15° dpe, em que o
comportamento de pausa representava ainda 33% do tempo observado, a natacdo foi
essencialmente caracterizada por ser em pausa-viagem, que estd provavelmente
associado com a fixacdo de presas durante o tempo de pausa (Browman & O’Brien
1992a, b). Associado ao aumento da idade estda o desenvolvimento larvar e estes dois
fatores permitem um aumento do tempo de natacdo por parte das larvas. Foi
essencialmente a partir da flexdo da notocorda (15 dpe) que as larvas de sardinha
comecaram a dispender mais tempo a nadar, até que ao dia 26 pos-eclosdo as larvas
passaram todo o tempo observado em natacdo. Nesta idade as larvas ja tém a barbatana
caudal (20 dpe) desenvolvida e ja é visivel a barbatana dorsal (25 dpe). Outra

importante transformacdo verificada neste periodo foi o desenvolvimento da bexiga
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natatria que permite uma flutuabilidade neutra e consequentemente um melhoramento
do desempenho natatério (Georgalas et al., 2007). Esta transformacdo, segundo Santos
et al. (2007), ocorre nas larvas recolhidas em meio natural por volta dos 10 mm de
comprimento total, o que neste trabalho corresponde a larvas de 20 dpe. O decréscimo
ao longo da ontogenia do tempo em pausa, foi mais acentuado noutras espécies como o
biqueirdo (Hunter, 1972), robalo (Georgals et al. 2007), bacalhau (Munk 1995) e
arenque (Utne-Palm & Stiansen 2002). O aumento das capacidades natatorias associado
ao desenvolvimento morfolégico bem como o aumento do tempo a nadar durante a
ontogenia permitem um maior nimero de encontros com as presas e aumento do
sucesso alimentar (Miller et al., 1993). Esta passagem para uma constante
movimentacao permite uma procura continua de alimento durante a natacdo (Munk &
Kigrboe, 1985) sendo este comportamento observado noutras espécies (Hunter 1972,
Munk & Kiorbe 1985, Georgalas et al. 2007). Foi igualmente verificado uma mudanca
no comportamento predatorio, de “saltatory” para uma constante procura noutras
espécies durante a ontogenia (Georgalas et al. 2007, Tojeira et al. 2011).

A predacéo segue uma cronologia de eventos que se inicia com o avistamento de
uma presa. Apos visualizar a presa, a larva contrai o corpo em forma de “S”, ¢ mantém
a presa fixa e alinhada com a ponta da cabeca com a ajuda das barbatanas peitorais para
possibilitar o ataque e posterior ingestdo da presa (Hunter 1972). A percentagem de
ataques obtida no periodo do 5° dpe ate ao 26° dpe (34%) foi inferior a obtida por
Hunter (1972) para o biqueirdo (Engraulis mordax). Contudo, foi verificado um
aumento da percentagem de sequéncias completas com o aumento da idade, facto que
ndo foi verificado para as larvas de biqueirdo (Hunter 1972), mas sim para o0 arenque
(Utne-Palm & Stiansen 2002). Para a temperatura de 15 °C as larvas de biqueirdo ao 10°
dpe realizaram 3,3+0,6 ataques por minuto e 4,1 = 0,7 ao dia 12 pos-flexdo (Hunter
1976), numeros superiores aos verificados nas larvas de sardinha em que apenas se

verificaram 0,6 + 0,89.

O inicio do desenvolvimento das capacidades natatorias assume uma grande
importancia para a sobrevivéncia, mas também para a dispersao/transporte larvar (Leis
2007). Contudo a inexisténcia de estudos anteriores das velocidades criticas de natacao
(Ucrit) nos pequenos pelagicos torna dificil uma possivel comparacdo com espécies
similares que partilhem o mesmo ambiente. De facto, para além da capacidade de

realizar migracgdes verticais (Santos et al. 2006), o desenvolvimento das capacidades
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natatérias das larvas de sardinhas era desconhecido, sendo tidas como particulas
passivas, pelo que a retencdo ou a disperséo larvar tém sido relacionadas com o vento e
as correntes (Santos et al. 2004). Este tipo de estudo das capacidades natatorias durante
a ontogenia foi apenas estudado para 15 familias referidas por Leis (2010) as quais foi
acrescentada outra familia (Leis et al. 2012), sendo que a maioria dos estudos foram
feitos em espécies tropicais (Leis 2010).

Nas larvas de sardinha foi verificada uma relagdo entre o desenvolvimento
morfoldgico e as capacidades natatorias das larvas. As larvas comegaram a resistir ao
perfodo de aclimatizacdo (5 min a 1,5 cm s™) a partir do dia 20 p6s-eclosdo. A média do
comprimento larvar da larva mais pequena de cada dieta a nadar foi de de 8,33 (x0,97)
mm. Nesta idade as larvas j& apresentavam a flexdo da notocorda e a barbatana caudal ja
era visivel, acrescentando ao facto de ja possuirem bexiga natatoria (Santos et al. 2007).
Assim, o desenvolvimento destas caracteristicas morfologicas pode ser considerado
como o ponto de viragem nas capacidades natatorias das larvas. E possivel verificar um
aumento claro por volta do dia 45 pos-ecloséo, altura em que as larvas ja apresentavam
um desenvolvimento morfoldégico muito avancado com a totalidade das barbatanas
formadas. O desenvolvimento das capacidades natatorias das larvas de sardinha
observado foi semelhante aos das especies ja estudadas (Clark et al. 2005; Guan et al.
2008; Leis et al. 2007, 2009a, b,2012; Leis 2010; Faria et al. 2009, 2011a; Pattrick &
Stydom 2009), observando-se uma melhoria das velocidades criticas de natacdo com o
aumento da idade e comprimento larvar. No entanto, tal como observado nos mesmos
estudos, a variabilidade para cada idade/tamanho foi grande. Foi igualmente verificado
um incremento das taxas de crescimento da zona final da cabeca e da anal a partir do
momento em que as larvas comegaram a nadar. Este resultado sugere que este aumento
da taxa de crescimento da zona final da cabeca e da anal, contribuiu claramente para o
aumento da capacidade natatdria das larvas. N&o obstante, o desenvolvimento da
capacidade natatoria das larvas de sardinha ocorreu em tamanhos maiores quando
comparado com larvas de espécies de aguas frias temperadas (Guan et al. 2008),
tropicais (Leis 2010) e temperadas (Clark et al. 2005). No que diz respeito as
velocidades relativas de natacdo, as larvas de sardinha apresentaram valores inferiores
(1,80 - 6,89 bl s™) aos valores descritos para peixes de recifes tropicais (perciformes, 10
- 20 bl s™, Leis 2010) e algumas especies temperadas estudadas (perciformes, 12 — 20 bl
s, Clark et al. 2005). Estes valores de velocidades criticas relativas sdo por sua vez

semelhantes aos valores descritos para espécies de aguas frias (gadiformes,
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scorpaeniformes, Guan et al. 2008). Fisher et al. (2005), nos seus resultados em zonas
tropicais (28-30 °C), verificaram que a familia em estudo, clupeiformes, foi das familias
que apresentou velocidades inferiores. No estudo de Fisher et al.(2005) foram registadas
Ucrits médias de 32 cm s para a espécie Jenkinsia spp. e de 12,7 cm s™ para a espécie
Spratelloides. Estas velocidades foram obtidas para um comprimento médio das larvas
de 37,7 mm e 30,8 mm, respetivamente, contrastando com os 4,36 cm s e 13,46 mm
das larvas de sardinha do presente estudo.

O estudo natatdrio das larvas de clupeiformes tem sido essencialmente baseado
em estudos de velocidades de rotina. Este tipo de registo da velocidade é feito num
tanque sem qualquer intervencao do investigador (Leis 2010). Hunter (1972) evidenciou
velocidades médias de natacdo para as larvas de biqueirdo (Engraulis mordax) de 11-12
cm s™ para larvas de aproximadamente 40 mm. Estes valores foram calculados através
da frequéncia e a amplitude do movimento da barbatana em momentos que natagdo de
aceleracao (“burst speed”). Este autor determinou igualmente velocidades de rotina de
0,31 cm s para larvas de 41 mm com o mesmo método. von Westernhagen &
Rosenthal (1979) nos seus estudos na natureza verificaram velocidades entre 0,5 a 3 cm
s em larvas de arenque sem qualquer tipo de perturbacio e velocidades de 4,3 a 13,5
cm s™ quando perturbadas com luz. Segundo Leis (2006), os valores de Ucrit sd0 muito
superiores aos valores das velocidades de rotina, em cerca de 5 a 10 vezes. Perante isto,
e assumindo estas aproximacoes, € possivel supor que o valor maximo de velocidade de
rotina da sardinha sera por volta dos 0,9-1,9 cms™ para uma larva de 19 mm, o que
indica uma velocidade superior as encontradas para o biqueirdo - Engraulis mordax
(Hunter 1972) e similares ao arenque - Clupea harengus (von Westernhagen &
Rosenthal 1979).

Apesar das diferencas no crescimento larvar entre as dietas, ndo foram verificadas
diferencas nas velocidades nas idades comuns as dietas (20/25 dpe). Esta auséncia de
diferencas pode ser explicada pela sobrevivéncia larvar. Isto é, os resultados sdo
influenciados pela “size selective mortality” em que apenas as larvas melhor adaptadas
conseguem sobreviver mais tempo e assim influenciar as velocidadades nestas idades
que correspondem a sobrevivéncia maxima para a dieta de menor concentracdo e

plancton natural.

Leis (2010) destaca a filogenia e 0 ambiente como principais influéncias para as

velocidades de natacdo larvar. O facto das larvas de sardinha se desenvolverem
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preferencialmente em aguas temperadas frias (15°C) pode ser uma explica¢do para as
velocidades inferiores quando comparadas com as espécies de recife bem como o facto
de pertencerem a uma familia diferente, clupeiformes, que como ja foi referido séo das
familias com velocidades mais baixas (Fisher et al. 2005). Estas velocidades inferiores
podem ser resultado do facto dos clupeideos ndo terem tanta necessidade de encontrar
um local especifico para assentar, apenas precisam de se manter numa zona qualquer da
plataforma com altas concentraces de alimento. Outro fator a ter em conta é o
hidrodinamismo. As larvas nadam melhor em ambientes inertes do que em ambientes
viscosos, sendo energeticamente ineficiente nadar em meios viscosos, isto €, quando o
ndmero de Reynolds (Re) é inferior a 300 (Leis 2006, Leis et al. 2012). A temperatura
para além de influenciar a eficiéncia muscular (Hunt von Herbing 2002), vai igualmente
ter um papel importante no hidrodinamismo. Assim, a viscosidade da agua aumenta
com a diminuicdo da temperatura sendo necessarias velocidades ou comprimentos
maiores para atingir um determinado Re (Leis 2006). A grande maioria das larvas
(81%) nadou em meio viscoso. As larvas que nadaram em meio intermédio (19%)
foram essencialmente as larvas maiores, em que a larva maior a nadar neste tipo de
ambiente tinha 12,4 mm e correspondem a larvas acima dos 40 dpe, altura em que as
larvas ja apresentaram um desenvolvimento morfolégico muito avancado. O facto de a
maioria das larvas nadar em meio viscoso pode ser uma explicacdo para as velocidades
inferiores quando comparadas com as outras espécies.

A desova da sardinha em Portugal atinge o pico entre novembro e abril em zonas
de afloramento costeiro (Figueiredo & Santos 1989; Ré et al. 1990; Santos et al. 2004)
ocorrendo ao longo da plataforma continental e a temperaturas entre 12 e 17 °C (Bernal
et al., 2007). Segundo Santos et al. (2006) as larvas de sardinha estdo distribuidas na
coluna de agua essencialmente acima dos 20-25 metros de profundidade. As correntes
nestas zonas apresentam valores médios de 9-10 cm s™ (Vitorino & Coelho 1998; dos
Santos et al., 2008), o que corresponde aos valores maximos das velocidades obtidas
para as sardinhas (9,47 cm s™) mas é um valor superior a velocidade média das larvas
de sardinha (4,36 cm s?). A capacidade das larvas realizarem migracdes verticais
(Santos et al. 2006) pode ser um complemento as capacidades natatérias como forma de

controlar a dispersdo e/ou evitar a adveccao.

Perante as analises do indice RNA/DNA, verificou-se que s6 3 das larvas se

encontram acima do limite minimo de 0,97, considerado para uma boa condigdo
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nutricional das larvas. A média obtida (0.378) foi igualmente muito inferior & média
verificada em larvas de natureza na Ria Formosa para a mesma temperatura em que foi
obtido um valore médio de 1,36 (Chicharo et al. 2012). Este resultado sugere que as
larvas cultivadas com as diferentes dietas em laboratério se encontram com uma
condicdo nutricional significativamente pior do que as do meio natural, sugerindo que
estas larvas ndo sdo encontradas na natureza, devido ao facto de estas serem mais
facilmente predadas, predacdo que nao existe em laboratério. O indice RNA/DNA das
larvas cultivadas com a dieta de maior concentracdo de alimento, mesmo ndo sendo
significativo, apresentou um pequeno efeito positivo nas velocidades criticas, pelo que
as larvas com melhor condicdo foram capazes de atingir velocidades mais altas. No
entanto, a condi¢do nutricional ndo explica por si sé este aumento das capacidades. Por
sua vez, nas restantes dietas ndo foi verificivel tal relagdo. Tal leva a supor que as larvas
mesmo apresentando condi¢des nutricionais ndo idiais sdo capazes de melhorar as suas
capacidades de natacdo e ter desempenhos natatdrios razoaveis. Este resultado condiz
com o resultado obtidos para a Solea senegalensis (Faria et al. 2011b) em que também
ndo se verificou qualquer relacdo, contudo contrasta com os resultados da dourada
(Sparus aurata) em que foi observada uma correlagdo positiva entre o indice de
RNA/DNA e a Ucrit (Faria et al. 2011a). E de esperar que na natureza nio existam
igualmente diferencas nestas medidas de desempenho de curto-prazo como aconteceu
em laboratdrio devido ao facto de na natureza a variacdo da condicdo nutricional ser
inferior e as larvas em piores condi¢fes ndo sobreviverem.

Apesar de mais de 100 anos de investigacdo, o processo de recrutamento das
espécies marinhas ainda é uma incognita e uma importante area de estudo. Para tal, é
importante perceber que fatores influenciam a sobrevivéncia larvar (Anderson, 1988).
Caracterizada por uma dindmica de desenvolvimento de novas capacidades e rapidos
melhoramentos das mesmas, a fase larvar é um periodo de constantes desafios
ecoldgicos como a obtencdo de alimento, evitar a predacdo ou localizar/permanecer
num habitat adequado (Houde, 1987; Fuiman, 2002). Mais estudos dos modos de
natacdo sdo necessarios na tentativa de relacionar e melhor extrapolar para a natureza as
capacidades natatorias das larvas de sardinha. No futuro serd necessario estudar as
capacidades de endurance das larvas de sardinha. Esta ferramenta (endurance), tal
como a Ucrit, € uma medicdo do potencial de natacdo da larva embora durante um longo

periodo de tempo, isto é, o tempo que uma larva consegue nadar a uma velocidade de
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corrente constante, tendo consequentemente mais interesse para a capacidade dispersiva

da larva.
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5 Conclusoes

Este trabalho representa o primeiro estudo das capacidades natatérias de larvas de
sardinha realizado em condicdes controladas. A sobrevivéncia das larvas de sardinha foi
significativamente diferente entre as véarias dietas utilizadas. Na realidade, tanto a
concentracdo de alimento quanto o tipo de alimentagéo tiveram um papel importante na
sobrevivéncia larvar, visto que as dietas de menor concentracdo alimentar e a de
plancton natural tiveram sobrevivéncias muito baixas relativamente as sobrevivéncias
observadas nas dietas com maior concentracdo de alimento, sugerindo que as larvas de
sardinha necessitam de abundéncia de alimento para conseguir sobreviver. As taxas de
crescimento foram igualmente influenciadas pela dieta usada. Nas dietas onde a
sobrevivéncia larvar foi superior foram igualmente obtidas taxas de crescimento
superiores, valores estes que foram similares aos descritos para larvas da natureza,
sugerindo que estas dietas (maior concentracdo e concentragdo intermédia) sdo as mais
indicadas para o cultivo em laboratorio para obter dados que sejam mais aproximados
dos que ocorrem na natureza.

O desenvolvimento larvar, que foi similar ao observado em larvas recolhidas
anteriormente a este trabalho na natureza, teve grande importancia no inicio da
atividade natatéria. A flexdo da notocorda, bem como a formacdo da barbatana caudal
foram transformacdes morfoldgicas chave para que as larvas comegassem a ser capazes
de resistir as correntes a que eram expostas. Estas transformacdes também permitiram
que as larvas melhorassem o seu desempenho predatério com um aumento das
sequéncias alimentares completas (de 2 para 4 no intervalo do dia 25 ao dia 60 pds-
eclosdo), isto é, apds a fixacdo da presa era executado o ataque com sucesso. O
comportamento alimentar variou igualmente com o desenvolvimento das capacidades
natatdrias: se no inicio da ontogenia as larvas adotaram um comportamento de pausa-
viagem para procurar as presas, este comportamento foi evoluindo para uma constante
procura de alimento associada ao crescente periodo de movimento natatorio.

A condicdo nutricional (indice RNA/DNA), ndo foi preponderante para a
melhoria das capacidades de natacéo, sugerindo que mesmo com uma condicdo pior, as
larvas sdo capazes de aumentar as velocidades de natacdo, podendo desta forma evitar a
predacdo, alimentar-se e até movimentar-se de forma a escolher as correntes mais

adequadas.
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As larvas de sardinha, apesar de ndo possuirem as capacidades natatérias
apresentadas pela grande maioria das espécies ja estudadas, essencialmente perciformes
de &guas quentes (tropicais), estdo longe de serem particulas inertes. Com este trabalho
foi possivel verificar que as larvas de sardinha sdo capazes de atingir velocidades (9,47
cm s™) similares as quais estdo sujeitas na natureza (9-10 cm s™). Estas velocidades
alcancadas pelas larvas de sardinha sdo semelhantes as velocidades obtidas por espécies
de aguas temperadas e frias das familias Gadidae, Cotidae and Pleuronectidae. Assim,
as capacidades natatorias aliadas ao facto de realizarem migragdes verticais permite as
larvas de sardinha evitar a advec¢do e o transporte para zona menos favoraveis para a
sobrevivéncia larvar. As velocidades de natacdo foram significativamente influenciadas
pelo comprimento/idade da larva. Estes resultados sugerem assim uma maior

vulnerabilidade nas fases iniciais, dando forca a Hip6tese do Periodo Critico.
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