FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIAS
UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Selecao sexual e estimativa populacional em
Syngnathus typhle na Ria Formosa (Portugal)

Magda Mirotes Frade

Dissertacao para obtencdo do Grau de Mestre em Biologia Marinha

Trabalho efetuado sob a orientagéo de:

Professor Doutor José Pedro Andrade

2015



Selecdo sexual e estimativa populacional em Syngnathus typhle na Ria Formosa

(Portugal)

Declaragéo de autoria do trabalho:

Declaro ser a autora deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de referéncias

incluida.

Copyright

A Universidade do Algarve tem o direito, perpétuo e sem limites geograficos, de
arquivar e publicitar este trabalho através de exemplares impressos reproduzidos em
papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, de o divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua copia e
distribuicdo com objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que

seja dado crédito ao autor e editor.



A0s meus quatro



Instituicdo e condicgdes

Mestrado em Biologia Marinha na Universidade do Algarve, Grupo de Investigacdo de

Biologia Pesqueira e Hidroecologia

Agradecimentos

As duas pessoas mais importantes na minha vida, aos meus pais, Carmo e Antonio,
pelo seu apoio e amor incondicional ao longo de todo o meu percurso, transmitindo-me
todos os seus valores e principios para que eu seguisse em frente e conseguisse alcancar
0s meus objetivos. Ao meu irmdo Miguel, um dos meus pilares, que esteve sempre
presente, pronto a ajudar e amparar. A minha familia. Ao Prof. Dr. José Pedro Andrade,
pela orientagdo, ajuda e todo o suporte prestado que tornaram este trabalho possivel. A
Céline Madeira, mais do que uma orientadora no laborat6rio, uma amiga, por toda a sua
paciéncia, dedicacdo e ensinamentos que me permitiram realizar este trabalho. Ao
Miguel Correia, pelos conselhos e apoio prestado ao longo deste projeto, a sua ajuda foi
valiosa. Aos meus amigos que sempre me acompanharam nos bons e maus momentos e
que me dedicaram grande parte do seu carinho e paciéncia: Maria Elisa Rodrigues,
Caétia Freitas, Barbara Ferreira, Isabel Areosa, Raquel Marques, Ana Costa, Francisco
Burguette, Joana Pimental, Filipe Henriques, Daniela Nobre, Francisco Silva, Fabio
Pires, Ricardo Martins, Méarcia Duarte, Patricia Ricardo, Pedro Shaw Evangelista, Inga

Silva e aos amigos do “sitio”.



Resumo

A avaliacdo do tamanho da populacdo é um parametro fundamental em diversos
estudos ecoldgicos. Um dos métodos comumente utilizado para determinar o nimero de
efetivos de uma populacdo é o método de marcacdo-recaptura, baseado em marcadores
fisicos, 0 qual consiste na captura inicial de um grupo de individuos, na sua marcagéo e
na sua libertacdo. Numa segunda captura o nimero de individuos marcados na amostra
pode ser utilizado para estimar o tamanho da populacdo. Uma nova abordagem para
efetuar esta estimativa baseia-se na analise genética de parentesco, através da utilizagédo
de microssatélites como marcadores moleculares, permitindo também investigar
diversos aspetos da biologia reprodutora. O presente estudo foi desenvolvido com o0s
objetivos de: 1) investigar diversos aspetos da selecdo sexual através de experiéncias e
in situ e ex situ, e 2) estimar o numero de individuos de Syngnatuhs typhle que ocorrem
no canal do Ancdo, Ria Formosa, através da aplicacdo destes dois métodos. O periodo
de amostragem, para ambos os métodos, decorreu entre marco e junho. Os resultados
obtidos através da andlise genética permitiram tanto confirmar o sistema genético de
acasalamento ja descrito nesta espécie, o sistema de acasalamento poliginandrico, bem
como, estimar o tamanho da populacgéo reprodutora. O censo do tamanho da populacéo,
obtido através do método marcacgdo-recaptura, apresentou um valor muito mais elevado
relativamente ao do tamanho da populagéo reprodutora, tendo sido propostas algumas
hipoteses para explicar esta diferenca, relacionando variaveis como a area de
amostragem, época de reproducdo, sistema de acasalamento bem como a propor¢édo
sexual observada e a selecdo sexual. A combinacdo de ambas as estimativas
proporciona melhor informacdo sobre a ecologia reprodutora e permite analisar

possiveis alteracdes ambientais que possam alterar e influenciar ambas as estimativas.

Palavras-chave: tamanho da populagéo, sistema de acasalamento, selecdo sexual,
Syngnathidae, Syngnathus typhle, Ria Formosa



Abstract

Population size assessment is a key parameter in ecological studies. Mark-recapture
method is commonly used to determine the number of effective population. It is based
on physical markers, and consists in an initial capture of a group of individuals,
followed by tagging and their release to the environment. In a second capture, the
number of individuals marked, present in the sample, can be used to estimate the size of
the population. Genetic parentage analysis, by using molecular markers such as
microsatellite, is a new approach to estimate population sizes, and also allows the
investigation of reproductive biology. The present study aimed: 1) to investigate various
aspects of sexual selection through experiments in situ and ex situ, and 2) to estimate
the number of individuals Syngnatuhs typhle occurring in Ancdo channel, Ria Formosa,
through the application of these two methods described before. Sampling took place
from March to June, for both methods. Genetic analysis results allowed the
confirmation of the genetic mating system, already described for this species, the
confirmation of the polygynandrous mating system, and the estimation of the breeding
population size. The census population size, obtained through mark-recapture method,
showed a much higher value in relation to the size of the breeding population. Some
hypotheses have been proposed to explain this difference, relating variables such as
sampling area, breeding season, mating system and the sex ratio observed, and sexual
selection. Combining both estimatives of population sizes provides a better information
on reproductive ecology and allows the analysis of possible environmental changes that

could alter and influence both estimatives.

Keywords: population size, matting system, sexual selection, Syngnathidae,

Syngnathus typhle, Ria Formosa
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1. Introducéo

1.1 Selecéo sexual

A selecdo sexual é uma forca evolutiva que seleciona as caracteristicas que
aumentam o sucesso reprodutivo dos individuos, através da escolha de parceiro ou da
competicdo por acasalamento (Darwin, 1871; Andersson, 1994). Por conseguinte, as
variacdes no fitness, devido a selecdo sexual, provém, sobretudo, do sucesso de
acasalamento diferencial, encontrando-se, assim, o0 sistema de acasalamento
estreitamente relacionado com a intensidade da selecdo sexual e o grau de dimorfismo
sexual (Avise et al., 2002; Shuster & Wade, 2003; Rosenqvist & Berglund, 2011).

Originalmente, Darwin (1871) sugeriu que espécies altamente poligenas com papel
sexual “tradicional” tendem a ser mais dimorficas sexualmente do que as espécies
menos poligenas. Um analogo da teoria de Darwin prediz que, em espécies com papéis
sexuais invertidos, espera-se um maior dimorfismo nos tracos sexuais secundarios em
espécies mais poliandricas do que em espécies que apresentam um sistema de

acasalamento menos poliandrico (Jones & Avise, 1997a).

A familia Syngnathidae, que inclui cavalos-marinhos, marinhas e dragdes marinhos,
apresenta frequentemente um papel sexual reverso (Berglund & Rosengvist, 1993),
definido como a situacdo em que a competicdo por acasalamento é mais intensa entre
fémeas do que entre machos (Vincent et al., 1992). Nesta situacdo, a selecdo sexual ird
causar efeitos mais significativos nas fémeas e nos seus tracos sexuais secundarios,
como o tamanho, a coloracdo e a ornamentacao do corpo, do que nos machos (Williams,
1975). O tamanho da fémea desempenha um papel importante na competicdo por
parceiros (Ripley & Foran, 2006; Paczolt & Jones, 2010). As fémeas de maior tamanho
sdo preferidas como parceiros de acasalamento (Berglund et al., 1986a; Ahnesjo, 1992)
e tém maior sucesso na competicdo intrasexual por acasalamento (Berglund &
Rosenqvist, 1993; Vincent et al., 1995) o que reflete os beneficios competitivos desta

caracteristica corporal.

As diferentes taxas de potencial reprodutivo dos machos e das fémeas, isto é, o
numero maximo de descendentes que um individuo é capaz de produzir por unidade de
tempo (Kvarnemo & Ahnesjo, 1996), sdo utilizadas para predizer a direcdo e a
intensidade da competicdo pelo acesso a parceiros sexuais, ou seja, qual o sexo que

desempenha o papel sexual predominante (Clutton-Brock & Vincent, 1991). A teoria da
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selecdo sexual prediz que, quando a taxa de potencial reprodutiva dos machos esta
abaixo da taxa das fémeas, a proporcdo sexual operacional (propor¢do de machos e
fémeas reprodutivamente ativos) tem tendéncia para ser atribuida as fémeas, ocorrendo,
assim, uma reversao na direcdo da selecdo sexual e, consequentemente, o fendmeno de
inversdo do papel sexual. Espécies que apresentem inversdo do papel sexual
proporcionam a oportunidade de testar a teoria da selecdo, que derivou,
fundamentalmente, a partir de observagbes em organismos com papel sexual
convencional. Por isso, sdo as candidatas ideais para testar teorias relacionadas com a
evolucdo das diferencas sexuais e a sua influéncia na selecdo sexual (Darwin, 1871;
Williams, 1975; Wilson et al., 2003).

Em espécies que apresentam inversdo do papel sexual, o fendmeno da gravidez
masculina parece ser o principal responsavel pela evolugéo e inversao do mesmo, pois a
capacidade que o macho tem para criar ovos fica abaixo da capacidade que a fémea
possui para os produzir, ou seja, as fémeas dao origem a mais ovos do que aqueles que
0s machos conseguem acomodar nas suas bolsas (Svensson, 1988; Berglund et al.,
1989; Berglund & Rosengvist, 1990). Esta desigualdade reprodutiva determina a
inversdo do papel sexual acima mencionado (Clutton-Brock & Vincent, 1991; Clutton-
Brock & Parker, 1992).

Na espécie Syngnathus typhle (Linnaeus, 1758), bem como em todas a espécies da
familia Syngnathidae, os machos providenciam todo o cuidado parental pos-zigético
(Vincent et al., 1992) que se inicia depois de a fémea transferir os ovos nao fertilizados
para uma bolsa com duas pregas ventrais existente no macho. Os machos libertam o
esperma para dentro da bolsa ocorrendo, entdo, a fertilizacdo. A bolsa volta a abrir
apenas quando os machos libertam os juvenis, varias semanas mais tarde (Jones &
Avise, 2001). Durante o desenvolvimento dos embries o macho fornece protecao,
nutrientes e oxigénio a sua prole (Berglund et al., 1986a; Kamler, 2005). O facto de a
fertilizacdo acontecer dentro da bolsa do macho assegura a paternidade da descendéncia
(Berglund et al., 1986a, 1986b; Jones & Avise, 1997a), provavelmente um elemento
importante na evolucdo da estratégia de alto investimento, por parte do macho, na

criacdo da descendéncia (Smith, 1996).

Segundo varios estudos (Berglund et al., 1988; Berglund & Rosenqvist, 1990; Jones
et al., 1999a), as fémeas e os machos de S. typhle acasalam multiplas vezes durante a

época de reproducdo, o que configura um sistema de acasalamento poliginandrico
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(Jones & Avise, 2001). Em comparacdo com outras espécies de Syngnathideos, S.
typhle exibe um grau de dimorfismo sexual moderado, em que machos e fémeas séo
fenotipicamente semelhantes, exceto durante a época de corte e acasalamento, na qual
as fémeas apresentam padrbes de ornamentacdo temporarios (Berglund et al., 1997;
Bernet et al., 1998). A figura 1 demonstra o efeito da selecdo sexual em espécies como
as da familia Syngnathidae e nos seus sistemas de acasalamento, & excecdo de que

nestas espécies ndo ocorre poligamia.

Intensidade da seleciio sexual

/(forte) (fraco) (fraco ou variavel) (forte)\

Poligamia Monogamia Poliginandria Poliandria
f ) [ 3 ' B ' ~
o} : @ g—2@e 37 o} 7 Q
S\ @ |F—¢2 SRvAvAS g /.9
1 ] 1 ]
Ll\d; 9 J & . Q J \, d‘ Q J \ d :\?,:
machos nenhum Qualquerum fémeas
L ou henhum /

Sexo em que os tracos sexuais secundarios sio mais elaborados

Figura 1- Os quatro sistemas de acasalamento e gradientes tedricos de intensidade da sele¢do sexual e
grau de dimorfismo sexual. As linhas que ligam machos e fémeas indicam os parceiros a partir dos quais
se originard a prole (Adaptado de Avise et al., 2002).

1.2 Estimativa do tamanho da populacéo

Muitos estudos ecoldgicos tém como base a estimativa do tamanho de uma
determinada populacdo (Krebs, 1989). O conhecimento deste parametro e da sua
variacdo é fundamental (Tenan et al., 2013), pois permite uma melhor compreensao da
dindmica populacional, de interacdes entre espécies e de padrdes de doencas em
populacbes (Bord et al., 2014). Este pardmetro também se comporta como uma
componente chave na implementacdo de medidas eficazes de gestdo e de conservagéo
(Mace et al., 2010), bem como na gestdo eficiente das pescarias, prevenindo a sobre-
exploracdo ou o colapso de diversos mananciais (Powers & Monk, 2010).



A estimativa da abundancia dos efetivos populacionais no meio natural pode ser
realizada através de diversos métodos (Krebs, 1989; Sutherland, 2006). No entanto, é
um paré@metro de dificil estimacédo, pois ndo € possivel realizar uma contagem completa
dos individuos e o nimero de efetivos populacionais dever ser inferido através de uma
amostragem parcial da populacdo, utilizando modelos estatisticos apropriados (Seber,
1982, 1992; Kendall & Nichols, 1995). Um dos métodos mais utilizados é o método de
marcacao e recaptura e tem como base a marcacao dos individuos numa captura inicial,
posteriormente libertados. Uma segunda amostra de individuos € mais tarde capturada e
0 numero de animais marcados na amostra da-nos a estimativa do tamanho da
populacdo (Seber, 1982). Os valores referentes as recapturas podem ser utilizados para
uma variedade de propdsitos, incluindo a monitorizag¢&o dos individuos e o calculo do
tamanho da populacdo, através de formulas padrdo de captura-marcagdo-recaptura
(Pollock et al., 1990; Sandercock, 2006).

Estudos com base na técnica de marcagdo e recaptura utilizam uma grande
diversidade de marcadores fisicos, desde marcadores externos artificiais a marcadores
internos e marcadores eletronicos (Caldwell et al., 2011). Em Syngnathideos, o0s
principais marcadores fisicos utilizados sdo marcadores artificiais externos (por
exemplo, marcadores em volta do pescoco ou na cauda) e marcadores internos (por
exemplo visible implant fluorescent elastomer, VIFE) (Monteiro et al., 2005; Curtis,
2006; Sogabe & Yanagisawa, 2007; Palma et al., 2008; Caldwell et al., 2011; Harasti et
al., 2012). Estes marcadores devem possuir caracteristicas que provoquem efeitos
minimos nos parametros béasicos de crescimento linear e ponderal, mortalidade e
reproducdo, isto para que os resultados de estudos que utilizem o método da marcacéo,

reproduzam variaveis fidedignas (Willis & Babcock, 1998).

No entanto, a aplicacdo de técnicas moleculares em biologia tem possibilitado uma
melhor compreensdo de diversos tdpicos da ecologia no habitat natural, ndo s6 em
Syngnatideos como em muitas outras espécies. Estas técnicas ndo substituem a
observagdo direta do comportamento, mas a sua utilizagdo pode providenciar
informacdo acerca da selecdo sexual, dos sistemas de acasalamento, da ecologia
comportamental, da filogeografia, da especiacdo e da conservagdo genetica (Mobley et
al., 2011). Para uma eficaz implementacdo de medidas de conservacéo, as estimativas

do tamanho da populacdo e do tamanho da populagdo reprodutora sdo requisitos



necessarios (Roff & Zacharias, 2011), sendo fundamental a utilizacdo das técnicas

moleculares.

De entre os diversos marcadores moleculares, os microssatélites, também conhecidos
como repeticbes de sequéncias simples (Jones et al., 2010), sdo particularmente
adequados e utilizados com maior preferéncia para estudos de determinacdo do
parentesco. Estes marcadores tendem a ser altamente polimorficos e os seus perfis sdo
frequentemente especificos para um determinado individuo, sendo que, na maioria dos
casos, sdo codominantes contendo, cada embrido, um registo de ambos os alelos
maternos e paternos (Avise, 2004; Pemberton, 2009; Mobley et al., 2011). O uso de
marcadores moleculares permite a reconstrucdo dos gendétipos das fémeas através de
andlise de parentesco, subtraindo os alelos do pai a partir dos genétipos da progénie,
restando apenas os alelos da mée (Mobley et al., 2011). Assim, através da utilizacdo dos
microssatélites, e com base na da andlise parental, o tamanho da populacdo reprodutora

pode ser estimado.

A analise parental é a base da investigacdo em ecologia molecular (Jones et al.,
2010). O desenvolvimento de microssatélites como marcadores moleculares (Tautz,
1989) tem permitido o estudo de sistemas de acasalamento em populacdes naturais com
espécies em que os comportamentos de acasalamento sdo dificeis de observar
diretamente (Brockmann, 1994; Craighead et al., 1995; Kellogg et al., 1995; Primmer et
al., 1995), permitindo também grandes progressos na analise de parentesco. Para além
destas aplicacBes, os microssatélites podem ser utilizados como complemento de
métodos tradicionais, como o de marcacao e recaptura, pois possibilitam a determinacgéo
do ndmero efetivos numa determinada populacdo, tornando esta estimativa mais

fidedigna.

Nos Syngnathideos, o fenémeno da gravidez masculina faz com que estes taxa sejam
especialmente atrativos do ponto de vista do sistema de acasalamento. Os
microssatélites tornaram-se os marcadores moleculares ideais para a realizacdo de
estudos de anélise de parentesco em populacdes do meio selvagem (Jones & Avise,
2001; Avise et al., 2002), pois foram os primeiros marcadores com variagao suficiente,
de féacil utilizacdo, e que podem ser analisados a partir de pequenas amostras de tecido
de embribes. A partir destas amostras, informagdes como niveis de variacdo genética,
padrdes de fluxo genético entre populacbes, processos demograficos como padrdes de

migracdo, tamanho efetivo da populacdo e tamanho da populacdo reprodutora local
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podem ser obtidas (Teske et al., 2003; Ldopez et al., 2010; Saarman et al., 2010; Mobley
et al., 2011).0 facto de os machos gravidos poderem ser capturados com toda a sua
progénie intacta, torna os estudos de parentesco em Syngnathideos mais fiaveis, pois o
registo completo da quantidade de vezes que o macho acasalou e com qual das fémeas o

fez fica preservado no corpo do macho progenitor (Jones & Avise, 2001).

Na Ria Formosa, sdo escassos 0s estudos acerca da familia Syngnathidae,
nomeadamente do género Syngnathus, existindo apenas dois estudos acerca do sistema
de acasalamento, um incide na espécie Syngnathus abaster (Hibner et al., 2013) e outro
na espécie Syngnathus typhle (Rispoli & Wilson, 2008). Ainda em Syngnathus typhle,
realizou-se outro estudo que investigou os habitos alimentares desta espécie (Oliveira et
al., 2007). Em face da necessidade de alargar o nosso conhecimento e em virtude da
escassez de estudos sobre esta familia, e em particular a espécie Syngnathus typhle,
onde é a quinta mais abundante pelo menos em algumas zonas, como o canal do Ancéo,

Ria Formosa (Erzini et al., 2002), foi entdo definida a realizacéo deste estudo.

O presente estudo tem como objetivos a investigacdo de diversos aspetos da selegédo
sexual, bem como a estimacdo do tamanho da populacdo de S. typhle (Linnaeus, 1758),
ao longo de quatro meses, atraves da aplicacdo de duas abordagens distintas: 1) da
abordagem molecular, com base em andlise de parentesco que, para além de
complementar a estimativa do tamanho da populacgdo, é utilizada para estudar varias
caracteristicas da selecdo sexual presente nesta espécie, 2) do método tradicional de
marcacdo-recaptura, de forma a estimar os efetivos de S. typhle no canal do Ancéo, Ria

Formosa.

2. Material e métodos

2.1 Local de estudo e amostragem

O presente estudo foi desenvolvido num dos canais da Ria Formosa (Canal de
Ancdo), um sistema lagunar mesotidal localizado na costa sul de Portugal (Figura 2)
(36°58’— 37°3” N, 8°2’— 7°32’ W), com um comprimento de cerca de 55 km (E-W),
uma largura maxima de 6 km (N-S) (Alcantara et al., 2012) e uma area de
aproximadamente 170 km?. Esta laguna é constituida por sistemas de sapais, planicies
de maré e por uma rede complexa de canais e enseadas que interagem com as aguas

oceanicas adjacentes atraves de seis barras (Tett et al., 2003). A temperatura da agua



varia entre 12°C e 27°C (Newton & Mudge, 2003) e a salinidade apresenta uma

variagdo de valores entre 13 (Inverno) e 36.5 (Veréao) (Goela, 2005).

Figura 2 — Mapa de Portugal (A) e parte oeste da Ria Formosa (B) com indicacéo do local de amostragem (circunferéncia) (C).

Fonte: Google Earth

O periodo de amostragem decorreu nos meses de margo (18.03.2014), abril
(02.04.2014), maio (01.05.2014) e junho (28.06.2014) durantes os quais se recolheram
dados para o estudo de marcacao-recaptura e para a analise genética (apenas de mar¢o a
maio). Os exemplares foram capturados durante a maré baixa utilizando como arte de
pesca a redinha. A redinha é uma arte do tipo das artes envolventes-arrastantes,
semelhante ao cerco utilizado na pesca da sardinha, com a diferenca de que é alada para
a praia. Tem um comprimento de 7m, uma altura de 1.60m e uma malhagem de 5mm. E
ideal para utilizar em zonas pouco profundas, € uma arte pouco seletiva, que abrange

toda a coluna de &gua e que captura organismos de todas as dimensoes.

Apo6s a captura, procedeu-se & identificacdo, a olho nu, dos individuos e do sexo
(macho ou fémea). Os machos podem ser distinguidos pela presenca de uma bolsa
localizada na face ventral da cauda e as fémeas pela distensdo na parte anterior do
tronco. Os machos foram adicionalmente caracterizados pelo estado da sua bolsa, se
esta plana e junto ao corpo, indicador de um macho ndo gravido, ou se esta inchada e
preenchida com ovos, indicador de um macho gravido.

Na recolha de dados para a analise genética, a amostra de tecido de todas as fémeas e
machos obteve-se através da técnica de “swabbing” externo. Esta ¢ uma técnica de

amostragem nao invasiva, em contraste com métodos tradicionais, que requerem o corte
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de uma pequena quantidade de tecido, e consiste numa firme friccdo de um cotonete ao
longo da superficie dorsal ou ventral, adquirindo-se assim uma amostra ADN sem

colocar em risco a sobrevivéncia dos individuos (Prunier et al., 2012).

Para o estudo marcacdo-recaptura, em cada sessdo de amostragem, todos individuos
(n=205) foram marcados através do método da injecdo de Visible Implant Elastomer
(VIE; Northwest Marine Technology, Inc.). Este € um método que possibilita a
colocagdo interna de marcadores coloridos que sdo visiveis externamente. Este consiste
na utilizacdo de um elastomero de duas componentes, biocompativel, que, depois de
misturado, torna-se um liquido espesso que € injetado por debaixo do tecido com uma
seringa hipodérmica e num volume reduzido (> 1 ml). Apo6s algumas horas, o
elastdbmero solidifica formando uma marca pigmentada bem definida sem causar dano
no tecido. As marcas foram colocadas no lado direito, na proximidade da barbatana
dorsal (Figura 3), e as mesmas foram introduzidas nos espécimes segundo o Sistema
Manual de Injecdo de Elastomero (Northwest Marine Technology, Inc.). Foram
utilizadas duas cores fluorescentes (branco e cor de laranja) e estas, durante a segunda e
terceira sessdo de amostragem, permitiram registar a presenca de exemplares
recapturados, ou seja, que tinham sido marcados anteriormente, na primeira ou na

segunda amostragem.

Figura 3 - Figura 3 — S. typhle marcado com VIE cor
de laranja na proximidade da barbatana dorsal.

Apbs a recolha de dados para ambos os estudos, as fémeas e machos ndo gravidos
foram libertados proximo da zona onde foram capturados. Os machos gravidos foram
retirados do meio, transportados para a estacdo experimental do Ramalhete e isolados
em taques de vidro com capacidade de 10L (o nimero de tanques variou consoante o
namero de individuos amostrados), em sistema aberto e com alimentacdo ajustada, de

modo a que ocorresse um bom desenvolvimento dos embrifes, e para que a



probabilidade de canibalismo dos machos para com os juvenis diminuisse. Os machos

permaneceram nos tanques até ao nascimento dos juvenis.

Apo6s 0 nascimento dos juvenis registou-se a medida e peso de cada macho e
procedeu-se ao seu registo fotografico. De seguida, registou-se o0 ndmero de
descendentes provenientes de cada macho e escolheram-se, aleatoriamente, 1/3 dos
juvenis recém-nascidos, os quais foram conservados individualmente, em alcool a 70%,
em microtubos de 1.5ML devidamente identificados para posterior extragdo de ADN e

genotipagem.

2.2 Efeitos da marcacéo e perda de marcadores

O efeito da marcacdo nos individuos, em particular a mortalidade e a perda
marcadores, foi determinado através da realizacdo de uma experiéncia laboratorial. O
ensaio consistiu na captura de 40 individuos, utilizando a arte de pesca redinha (descrita

anteriormente), sendo depois transportados para a estacdo experimental do Ramalhete.

De seguida, na estacdo experimental, os exemplares foram marcados através do
método da injecdo de Visible Implant Elastomer (VIE; Northwest Marine Technology,
Inc.) (descrito anteriormente). As marcas foram colocadas no lado direito, abaixo da
barbatana dorsal (Figura 4). De modo a permitir a individualizacdo de cada individuo
por tanque, foram utilizadas trés cores VIE (verde, cor de laranja e branco),
sequenciadas de maneira a ndo existirem repeticdes da mesma cor (em sequéncia)
(Tabela 1.). A marcacdo dos espécimes foi realizada através do Sistema Manual de

Injecdo de Elastdmero (Northwest Marine Technology, Inc.).

: ; & ==

Figura 4 - Local de inser¢do dos marcadores e exemplo de sequéncia de cores (branco-verde-cor de laranja)
utilizada.




Tabela 1 - Sequéncia de cores de cada individuo, em cada tanque (controlo, 1,2 e 3). G-verde;
R, cor de laranja; W-branco.

Controlo Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3

GGG GGG GGG

RRR RRR RRR
wWww wWww WWWwW

2 GRW GRW GRW
3 RGW RGW RGW
= WRG WRG WRG
= WGR WGR WGR
GWR GWR GWR

RWG RWG RWG

GRG GRG GRG

Posteriormente os individuos foram mantidos em quatro tanques com
aproximadamente 60L (Figura 5), em sistema aberto, com arejamento, fornecimento de
4gua (cerca de 10L.h™) e sistema de filtragdo no sistema de escoamento de 4gua de
modo a impedir a fuga de alimento e individuos em experiéncia. Os tanques foram
ainda cobertos por uma pelicula de plastico de modo a evitar que as marinhas
transpusessem 0s mesmos. Os parametros de salinidade e temperatura foram mantidos
segundo as condic¢des naturais existentes. Em cada tanque colocaram-se 10 exemplares,
sendo que um foi o controlo, isto é, nenhum dos organismos foi marcado, e 0s restantes
trés tanques foram os replicados. Os animais pertencentes ao tanque do controlo foram
manuseados da mesma forma que os animais marcados, a exce¢do do procedimento de
marcacdo. Diariamente, procedeu-se a 1) captura de alimento vivo (misidaceos) que, de
seguida, foi proporcionado aos individuos, e 2) a inspecdo dos tanques, de modo a

verificar a eventual existéncia de individuos mortos.

A experiéncia teve a duragdo de trés meses. Semanalmente, todos os individuos
foram medidos, pesados e as suas marcas foram observadas de modo a detetar, ou ndo, o
seu desaparecimento. Uma vez que se utilizou um elastomero fluorescente, foi
necessario recorrer a utilizagdo de uma lanterna com luz UV, para uma melhor
visualizacdo das marcas, a excecdo daqueles presentes no tanque do controlo. Este
ensaio experimental permitiu efetuar uma comparacdo dos parametros béasicos de

crescimento linear e ponderal, entre os individuos do tanque de controlo e dos trés
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replicados, bem como avaliar eventuais efeitos da marcagdo, tendo como base 0s
pardmetros vitais acima indicados, e a durabilidade das marcas inseridas. Todos os
dados foram submetidos ao teste estatistico One-way ANOVA (Zar, 1999). Quando se
verificaram diferencas significativas (P <0.05), as médias de cada grupo de dados em
analise foram comparadas com o teste de Dunnett (teste de maltiplas comparacGes)
(Dunnett, 1955). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software
GRAPHPAD PRISM 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Em todos os

procedimentos estatisticos, foi efetuado o teste de normalidades para todos os dados.

Figura 5 - Ensaio experimental acerca dos efeitos da marcacdo e perda de marcadores.
A- Tanque controlo (nenhum individuo marcado); B, C e D- Replicados 1, 2 e 3
(individuos marcados).

2.3 Analise genética
2.3.1 Extracéo e quantificacdo do ADN

O ADN dos individuos foi extraido segundo o método padrdo Fenol-Cloroformio
(Butler, 2012a). Este € um método de extracdo organica, que se baseia na utilizacéo de
solventes organicos para extrair contaminantes, tais como o fenol e o cloroférmio. O
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fenol é um forte desnaturante de proteinas facilitando a sua remocdo dos extratos
celulares, tornando-as insoltveis a fase aquosa. O cloroférmio além de desnaturante
possui a propriedade de estabilizar a interface celular e aumentar a densidade das
misturas permitindo uma facil remocao das proteinas. O ADN é mais soltvel na fase
aquosa da mistura, entdo quando centrifugadas, as proteinas e os detritos celulares sdo
separados da fase aquosa permitindo que as moléculas de dupla cadeia de ADN possam
ser transferidas de forma limpa para posterior analise (Butler, 2012a). Para que 0s
contaminantes sejam separados na fase organica e que o ADN permaneca na fase
aquosa, um valor correto de concentracdo de sal e pH devem ser utilizados (Qiagen,
2002).

Ambas as extracdo de ADN, dos cotonetes e dos juvenis, foram adaptadas do
protocolo descrito por Sambrook et al.(1989). Assim, as amostras foi-lhes adicionado
solucdo tampéo (2mM de EDTA 0.5M; 100ul Tris 1M; 20% SDS) e enzima Proteinase
K e de seguida incubou-se a uma temperatura de 56°C para que as células ficassem
completamente lisadas (digestdo noturna). Apos a digestdo, adicionou-se fenol e
cloroférmio alcool isoamilico sendo posteriormente retirado o sobrenadante (fase
aquosa) com o ADN, e procedeu-se a precipitacdo das amostras com adicdo acetato de
sodio 3M a pH 7 e etanol. Por fim o sobrenadante foi descartado e o precipitado secou a
55°C. De seguida eluiu-se 0 mesmo em agua MiliQ. A qualidade e integridade do ADN
extraido foram verificadas através da técnica de eletroforese em gel de agarose. A

quantificacdo do ADN foi realizada através do espectrofotometro NanoDrop.

2.3.2 Amplificacéo por reagdes em cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da enzima polimerase (PCR) é um processo enzimatico em que
uma regido especifica de ADN ¢€ replicada vérias vezes até que se obtenham mudltiplas
copias da mesma, através da amplificacdo controlada pela enzima Polimerase Taq
(isolada da bactéria terméfila Thermus aquaticus). E um método réapido, eficaz e
realizado in vitro (Laudenbach et al., 1999). Foram otimizados e utilizados na
caracterizacdo do gendtipo de cada individuo 10 microssatélites/loci (3 PCR multiplex e

4 PCR simplex), apresentados na tabela 2.

Para a realizacdo de cada reagéo de PCR, com um volume final de 10 pL, utilizou-se
1x tampdo de reagdo, 0.8mM de MgCl,;, ImM de dNTP’s, entre 0.1 e 0.3uM dos
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primers Forward e Reverse (Tabela 2), 0.2 unidades da enzima GoTaq e 1ul de ADN
proveniente da extracdo e perfez-se o volume com &gua miliQ. Esta reacdo, como ilustra
a figura 6, inicia-se com o passo da desnaturacdo, em que a amostra é exposta a um
aquecimento de 94°C ocorrendo assim a quebra e separacdo das cadeias de dupla hélice
de ADN. De seguida ocorre a hibridacdo dos primers complementares conforme a sua
temperatura 6tima (56°C, 58°C, 60°C ou 64°C) e para que a sintese da nova cadeia se
inicie eleva-se a temperatura para 72°C, cuja corresponde a 6tima de funcionamento da

enzima Taq (Hartl & Jones, 2006). Por fim, a etapa final de extensdo a 72°C.

94°C L 94°C :94°C 94°C

Temperatura

i Ciclo unico
P

Tempo

Figura 6 - Perfil de temperaturas em ciclos térmicos da PCR. A- Desnaturacdo, B-
Hibridagdo e C- Extens&o. (Adaptado de Butler, 2012b).
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Tabela 2 - Descri¢do dos 10 loci de Syngnathus typhle (Linnaeus, 1758), utilizados no presente estudo. Locus, Primers (5°-3") (F: forward; R: reverse), motivo de repeticdo,
temperatura de hibridacéo, volume de primer (uM) e referéncia bibliografica do respetivo primer.

: .o : Temperatura de Volume de A
Locus Primer (5°- 3) Motivo hibridaco Primer (uM) Referéncia
F: GCGTCCCATTCACTGACTTGATTG 0.1pl
Styph12 [(CA);2CT(CA)s] 60°C Jones et al., 1999b
R: CCCCATGCTTCAGGCTTTCACTAT 0.2pl
F: GCAGGGATGAAGTGACAATG 0.1pl - Rispoli i
Styph18 (CA)s1 580C H Jones et al., 1999b; Rispoli & Wilson, 2008
R: AAGTGGTCCAATGAGGGC 0.2ul
F:TGCCATCTTGCTGATAAGTTG 0.2ul
Styph44 [(GT)15sCT(GT)s] 60°C Jones et al., 1999b
R:AAAACTGATGAGGAACTCTGA 0.3l
F: AAC TCA AGC GCT GCT GCA TAC 0.2ul Genbank accession numbers: HM777471 —
Slepll S 64°C HM777473
R: TCC AGG CTG GCA AGG CCT CTG AC 0.3ul
F: CGT TTATCG CAG AGG TTG CAG 0.2pl Genbank accession numbers: HM777471 —
Slepl12 _ 60°C HM777473
R: AAC GCT AGC ACATGT CGATGG TCT C 0.3l
F: GCC ATT GAT GTG TGG CCATGATTG 0.1pl Genbank accession numbers: HM777471 —
Slep13 S 60°C HM777473
R: TGA GGT ACA CCA CTC ACT GAC GAC 0.2ul
F:CGTGTTGTCAGAGAGGCTGA 0.2pl
Sy_ty 5 (AC)14 58°C Roth et al., 2012
R:TGACAACCAAAGCGTCATCT 0.3ul
F: GGATTAAACCACCACTGTTAATTTG 0.1pl
Sy ty 6 (TG)12 56°C Roth et al., 2012
R: TGCCAATATCTTAACACAGTCAGC 0.2ul
F: TTGGAATGAATTTATTGACCTTACAT 0.1pl
Sy ty 11 (G 56°C Roth et al., 2012
R: TGACTGAGAGTATGTGCCAAATG 0.2ul
F:CCCATTTCAGGCGAACTTT 0.2pl
Sy_ty 24 (AC)10 60°C Roth et al., 2012
R: TTGCAGTCATTCTCGCAGAC 0.3ul
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2.3.3 Genotipagem

Os tamanhos dos alelos foram determinados atraves da adicdo de 8uL de solugao de
migracdo da amostra (7.7uL de formamida e 0.3uL de marcador molecular GeneScan
™500Liz ®) a 1.2uL ou 1uL do produto de PCR. De seguida as amostras sofreram uma
desnaturacdo a 94°C durante 5minutos e migraram num sequenciador automatico
Genetic Analyzer 3130XL de 16 capilares (Applied BioSystems). Os primers foram
previamente marcados com 6 fam (Styph44, Styph12, Sy ty 11, Sy ty 24 e Slep13), Atto
550 (Slepll e Slepl2), Atto 565 (Styphl8) e yakima yellow (Sy_ty 5 e Sy ty 6).
Posteriormente os resultados foram analisados recorrendo ao software STRand 2.3.79
(Veterinay Genetics Lab) bem como ao software R 2.15.3 (pacote MsatAllele (Alberto,
2009)) para posterior exportacdo dos dados (R Team Core, 2015).

2.3.4 Erros de genotipagem

Os erros de genotipagem verificam-se quando o genétipo de um individuo nédo
corresponde ao verdadeiro genétipo e podem ocorrer em qualquer um dos passos da
genotipagem (Bonin et al., 2004; Pompanon et al., 2005). Estes erros podem ter
diversas causas, tais como variagdes nas sequéncias, quantidade e qualidade do ADN,
impedindo uma amplificacdo eficiente e levando a ocorréncia de alelos nulos e alelos
falsos (Hoffman & Amos, 2005; Pompanon et al., 2005), presenca de artefactos
bioguimicos causados por adicdo de um novo alelo por parte da enzima Polimerase ou
por fatores humanos nomeadamente contaminagfes (Bonin et al., 2004; Hoffman &
Amos, 2005; Pompanon et al., 2005).

Os erros de genotipagem afetam, quer a estimativa da frequéncia alélica, quer a
distincdo exata dos diferentes gendétipos e, consequentemente, podem criar excesso de
homozig6ticos, desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg, sobrestimacdo da
consanguinidade e perturbacdes nas estimativas do tamanho e estrutura da populacao,
de diversidade genética e de taxas de migracdo bem como na analise de parentesco.
(Taberlet et al., 1996, 1999; Gagneux et al., 1997; Gomes, 1999; Miller et al., 2002; Xu
et al., 2002; Creel, 2003)

De modo a diminuir os efeitos dos erros de genotipagem, foi estimada a
probabilidade de erro de genotipagem repetindo, separadamente, dez vezes, a
amplificagdo pela reacdo de PCR de 6 amostras aleatorias para todos os loci. Utilizou-se

o programa GIMLET 1.3.3 (Valiére, 2002) para estimar o tipo e a probabilidade dos
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diferentes erros de genotipagem e construir um genoétipo consenso. Este foi construido
através do metodo de Threshold (com valor 2) em que, caso um alelo surja pelo menos
duas vezes nos replicados de cada amostra, € aceite.

2.3.5 Andlise de parentesco

As tabelas de caraterizacdo genética foram elaboradas utilizando o pacote
informéatico GENETIX 4.05 (Belkhir et al., 2004), de modo a determinar as frequéncias
alélicas bem como a heterozigotia esperada (He) e a heterozigotia observada (Ho). Para
a anélise do parentesco, recorreu-se ao programa CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al.,
2007), o qual determina o par de progenitores mais provavel na origem de cada
individuo da prole, através de marcadores genéticos. Este programa utiliza o método da
exclusdo que, através de incompatibilidades entre os progenitores e a descendéncia,
rejeita individuos candidatos a progenitores (Jones et al., 2010). De modo a distinguir
estatisticamente os candidatos ndo excluidos, o programa calcula a probabilidade de
ratio LOD (Likelihood ratio) e identifica o progenitor candidato que tem maior
probabilidade de ser o verdadeiro progenitor. Um valor de LOD positivo significa que o
par candidato tem maior probabilidade de ser o verdadeiro candidato, enquanto um
valor de LOD negativo indica que o par candidato tem menor probabilidade de ser o
verdadeiro candidato (Kalinowski et al., 2007). O valor delta (diferenca entre o LOD do
par com maior probabilidade e o LOD do segundo mais provavel) determina a

confianca estatistica deste teste (Kalinowski et al., 2007).

Para a simulacéo foram consideradas as frequéncias alélicas de 117 progenitores (23
machos e 94 fémeas candidatas), com uma amostragem de 60% nas fémeas e 100% nos
machos e 10 000 descendentes. Utilizou-se uma proporcao de erro de 0,19 (média das
taxas de erro obtidas com o programa GIMLET), e definiu-se que cada amostra contém
um minimo de 4 em 10 loci genotipados. Para determinar o ndmero minimo de
reprodutores necessarios para fundamentar a prole existente, utilizou-se o programa
GERUD v.2.0 (Jones, 2005), um programa que reconstrdéi 0s genOtipos parentais
quando os progenitores ndo sdo conhecidos, na condicdo em que a progénie contenha

apenas irmaos ou meios-irméos (Jones, 2005).
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2.4 Estimativa do tamanho da populacéo

O método mais simples de estimar o tamanho da populagdo é o método de Peterson
de marca - recaptura uma vez que este método baseia-se na captura, marcacdo e
libertacdo de uma amostra inicial de individuos (M) e numa posterior captura de uma
segunda amostra (C). O namero de individuos recapturados (marcados) nessa mesma

amostra (R) permite obter a estimativa do tamanho da populacéo (Férmula 1).

(M+1)(C+1)

N = (R+1) 1 (1)

Este método poder ser modificado e, em estudos de andlise de parentesco, é uma
mais-valia, pois pode ser aplicado em dados da andlise genética. Assim, o tamanho da
populacdo reprodutora feminina pode ser aferido através desta abordagem modicada,
em que M é o nimero de fémeas que correspondem aos genétipos maternais dos
embrides, uma vez que as fémeas “marcam-se” a si proprias ao acasalar com alguns dos
machos presente na amostra, C é o numero de fémeas adultas geneticamente analisadas,
e R é o numero de fémeas que contribuiram para a descendéncia dos machos gravidos
(Jones & Awvise, 1997a). Dada a proporcdo sexual adulta observada, o tamanho da
populacdo reprodutora feminina (Nyu) traduz o tamanho da populagdo reprodutora

masculina (Npm), € 0 tamanho total da populacéo reprodutora (Ny,).

O censo do tamanho total da populagdo foi estimado através dos dados obtidos no
estudo de marca-recaptura, usando o método original de Schnabel (Schnabel, 1938) e 0
método de Schumacher e Eschmeyer (Schumacher & Eschmeyer, 1943). O método de
Schnabel trata amostras multiplas como uma série de amostras do modelo de Peterson e
obtém uma estimativa da populacdo como uma média ponderada das estimativas de
Peterson (Krebs, 1989) (Férmula 2). O método de Schumacher e Eschmeyer € uma
derivacdo do método de Schnabel mas é mais robusto (Seber, 1982) e permite a captura
ndo aleatdria de individuos marcados e ndo marcados (Edwards & Eberhardt, 1967;
Mares et al., 1981) (Férmula 3). Em ambos 0os métodos C; é o numero total de
individuos capturados numa amostra t, Ry € o nimero de individuos ja marcados quando

capturados na amostra t, e 0 U; € 0 nimero de individuos marcados pela primeira vez e
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libertados na amostra t, enquanto no método de Schumacher e Eschmeyer s é o niUmero

total de amostras. Um intervalo de 95% foi obtido através da aproximacao normal.

v — 2(CeMy) @
X (ReMy)
N = Yi=1(C:MP) 3)

Yi=1(ReMy)

Os modelos de marca e recaptura pressupdem que a populacdo em estudo é uma
populacédo fechada, todos os individuos tem igual probabilidade de serem capturados em

todas as amostras e que ndo existe perda de marcadores.

3. Resultados

3.1 Efeitos da marcacéo e perda de marcadores

Ambos os parametros medidos semanalmente, peso e comprimento, apresentaram, ao
longo do ensaio experimental, valores superiores nos individuos do controlo (ndo
marcados) relativamente aos individuos dos trés replicados (marcados) (Figura 7). O
peso médio dos individuos do controlo variou entre 2.7g (inicial) e 5.7g (final) e o dos
individuos submetidos ao tratamento, entre 2.3g (inicial) e 5.5g (final). Relativamente
ao comprimento médio dos individuos do controlo, este variou entre 18.5cm (inicial) e
22.3cm (final) e o dos individuos submetidos ao tratamento variou entre 17.3cm
(inicial) e 21.3cm (final). Verificaram-se diferencas significativas no comprimento e no
peso entre os individuos do controlo e os individuos dos replicados (ANOVA, p <0.05),
indicando assim que os marcadores influenciam o crescimento dos individuos.
Observou-se ainda uma baixa taxa de mortalidade devido & injecdo do marcador (2.5%).
Quanto a durabilidade dos marcadores, estes mantiveram-se em boas condi¢es de
visibilidade durante todo o ensaio, comegando a perder a quantidade de marcador na 122

e ultima semana de experiéncia.
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Figura 7 - Comprimento (A) e Peso (B) médio dos individuos marcados (quadrado) e dos individuos nédo
marcados (controlo, losango) desde marco a junho de 2014 (18/04-03/06).

3.2 Marcadores moleculares

Os 10 loci apresentaram um total de 235 alelos, variando entre 5 e 47 alelos/locus,
com um valor médio de 24 alelos por locus (tabela 3). Os valores de heterozigotia
observados variam entre 0,305 e 0,805, enquanto que a heterozigotia esperada variou
entre 0,406 e 0,941. A estimativa dos erros de genotipagem revelou a presenca de alelos
nulos em proporcdes elevadas (23% a 39%) nos loci Slepl2, Slepl3, Styphl2 e
Styph44, e de alelos falsos, variando estes entre 9% e 19% nos loci Slepl12, Slepl3,
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Styph12 e Styph18. Os loci Slep12, Slep 13 e Styph 44 apresentam maior probabilidade
de exclusdo, com valores 0,431, 0,572, e 0,614, respetivamente. Relativamente ao
coeficiente de consanguinidade, este apresenta um valor médio de 0.2 ao longo dos dez

loci.

Tabela 3 - Anélise da variacdo genética dos dez loci utilizados no presente estudo (K; nimero
de alelos; Ho; Heterozigotia observada; He; Heterozigotia esperada; Prob. Exclusdo;
Probabilidade de exclusdo; HF; Homozigoticos falsos ou alelos nulos; FA; Falsos alelos, Fis;
Coeficiente de consanguinidade).

Tipos de erros

Locus K Ho He  Prob. de exclusao Fis
HF FA

Slep 11 47 0.7945 0.9407 0.120 0.000 0.000 0.157
Slep 12 12 0.4898 0.5858 0.626 0.229 0.127 0.165
Slep 13 8 0.3052 0.4063 0.745 0.375 0.089 0.25
Styph 12 32 0.6092 0.8796 0.231 0.241 0.19 0.309
Styph 18 37 0.5131 0.9327 0.132 0.000 0.139 0.451
Styph 44 5 0.5768 0.4594 0.757 0.385 0.000 -0.254
Syty 5 10 0.6925 0.7859 0.628 0.000 0.000 0.12
Syty 6 22 0.6414 0.8119 0.132 0.000 0.000 0.211
Syty 11 18 0.4313 0.5505 0.402 0.000 0.000 0.218
Syty 24 44 0.8047 0.9319 0.354 0.000 0.000 0.138
Todosos loci 235 0.5859 0.7285 - - - 0.177

3.3 Andlise de parentesco

O programa CERVUS atribuiu, a todos os descendentes, 0 seu pai conhecido sem
nenhuma discordéncia, verificando-se, assim, uma total confianca na paternidade das
bolsas de juvenis de cada macho (Figura 8). Os resultados obtidos diferem da simulacéo
efetuada por este programa, que previa a atribuicdo da maternidade a 28 % dos
descendentes com 95% de confianca e 53% dos descendentes com 80% de confianca.
Os restantes 19% dos descendentes previam-se ndo lhes serem atribuidos paternidade.
Entre os juvenis analisados, 96 (32%) foram atribuidos a fémeas capturadas durante a
amostragem, apresentando compatibilidades em, pelo menos, 4 ou mais loci. Os
restantes 205 descentes (68%) mostraram incompatibilidades em, pelo menos 2, ou
mais, loci. No total, 70 fémeas contribuiram para as bolsas dos machos, das quais 46

foram capturadas durante a amostragem.
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Bolsas de embrides e a identidade do macho correspondente
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Figura 8 - Distribuicao espacial dos juvenis com mae atribuida e sem mae atribuida e dos juvenis irméos

e meio-irmao dentro da bolsa de cada macho.
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Em media cada macho deu a luz 39 descendentes, variando entre 10 e 67
descendentes. Cada macho recebeu ovos de diversas fémeas. O nimero médio de
acasalamentos bem-sucedidos por macho foi de 2,87 £ 0,20 (erro padrdo), variando
entre dois e cinco acasalamentos. Relativamente ao nimero médio de acasalamentos
bem-sucedidos, por parte das fémeas, este foi de 1,37 + 0,13 (erro padréo). Verificou- se
a existéncia de juvenis com a mesma mae mas em diferentes bolsas dos machos, o que
indica que as fémeas também acasalam com diferentes machos. Duas das fémeas
capturadas (fémea 60 e 148) contribuiram para quatro bolsas diferentes, uma fémea
(fémeas 88) contribuiu para trés bolsas diferentes e oito fémeas (fémeas 42, 47, 66, 76,

95, 107, 138 e 150) contribuiram para duas bolsas diferentes.

45 ® Fémeas
40 - Machos

Frequéncia
N
($)]
1

ol B
0 - — [ |

2 3 4
NUmero de acasalamentos

Figura 9 - Nimero de acasalamentos de machos e fémeas S. typhle.

3.4 Dinamica populacional

A estrutura da populacéo observada sofreu alteracdes ao longo dos quatro pontos de
amostragem, representadas na figura 10. A populacdo, no més de marco, foi composta
maioritariamente por fémeas (77%; n=60). Em abril o nimero de fémeas diminuiu (39%
n=13) e a populagdo foi constituida principalmente por machos (61%; n= 20). No més
de maio e de junho as percentagem de fémeas e machos aumentaram, a excecdo da

percentagem de machos que, em junho, sofreu uma pequena diminui¢cdo. Em maio a
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percentagem de fémeas aumentou para 60% (n=24) e de machos para 40% (n=16). Em
junho, a percentagem de fémeas aumentou para 61.1% (n=33). A proporcao sexual foi
atribuida as fémeas ao longo de todo o estudo a exce¢do do més de Abril. O nimero de
machos com sinais de atividade reprodutiva aumentou durante os meses de estudo.

100%
80%
60%
40%

20%

0%

Marg¢o Abril Maio Junho

wFeémeas ™ Nachos MGravidos

Figura 10 - Estrutura populacional e nimero de machos gravidos durante o periodo de estudo.

3.5 Estimativas do tamanho da populagéo

Durante o estudo de marcacao-recaptura, foram marcados no total 205 individuos,
dos quais 12 foram recapturados. A estimativa do tamanho total da populagéo variou
entre 1128 (Método de Schnabel) e 1388 (Método de Schumacher & Eschmeyer)
(Tabela 4), com amplos intervalos de confianga de 95% devido & baixa taxa de
recaptura. Através da analise parentesco, verificou-se que 70 fémeas contribuiram para
as bolsas dos machos. Das 130 fémeas capturadas, 46 foram identificadas como
progenitoras. Com a utilizacdo destes valores no método modificado de Peterson, a
estimativa do tamanho da populacgéo reprodutora feminina foi obtida com um valor 235
fémeas (intervalos de confianca de 95%: 167 — 325). Dada a proporc¢do sexual adulta
observada, esta estimativa traduz o tamanho da populago reprodutora masculina (Npm)
com um valor de 136 machos reprodutores, e o tamanho total da populagéo reprodutora

(Nb) com um valor de 371 individuos.
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Tabela 4- Conjunto de dados e métodos utilizados na obtencdo das estimativas do tamanho da populagéo de S.
Typhle.

Conjunto de Tamanho da Modelo Estimativa Intervalo de confianca
dados populacéo (95%)
Censo do tamanho total ~ Método de 1128 7212192
Marca-recaptura da populacédo Schnabel
Método de 1388 695 — 2258
Schumacher &
Eschmeyer
Tamanho da populacdo  Meétodo de 235 167 — 325
Genética reprodutora feminina Peterson
(Nbr)
Traduzido a 136

Tamanho da populagdo  partir de Ny
reprodutora masculina utilizando a -
(Npm) razao sexual
observada
Tamanho total da S de N 371
populacdo reprodutora >0ma de Vpr € -
1’\7 Npm
(Nb).

4. Discussao
4.1 Efeitos da marcacéo e perda de marcadores

A marcacao externa com VIE tem sido uma das técnicas de identificacdo e marcacéo
mais utilizada em estudos da biologia dos Syngnathideos (Caldwell et al., 2011). A
maioria das técnicas de marcacdo deve ser duradoura e sem necessidade de manutencao
(de modo a que permita uma monitorizacdo a longo prazo e estimar variaveis
bioldgicas) e devem ter também efeitos reduzidos no bem-estar e no comportamento
animal (Jepsen et al., 2002; Bridger & Booth, 2003; Cooke, 2003; Murchie et al., 2004),
bem como na mortalidade, crescimento e reproducdo. Desta forma, contribui-se para
que os resultados de estudos que utilizem a técnica de marcagéo reflitam parametros téo
precisos quanto possivel da populagdo em estudo (Frederick, 1997; Willis & Babcock,
1998).

No presente estudo verificou-se que os marcadores tiveram um efeito negativo no
crescimento (linear e ponderal) dos individuos marcados, relativamente aos néo
marcados. No entanto, outros estudos que utilizaram esta técnica de marcacao

demonstraram, que, no geral, o efeito do VIE é limitado. Estes mesmos estudos
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consideraram que, no meio selvagem, esta técnica ndo tem efeitos biologicos
significativos tendo em conta que as diversas variaveis ambientais presentes no meio
(como por exemplo, parametros fisico-quimicos e disponibilidade de alimento) tém uma
maior influéncia sobre o crescimento dos individuos (Dewey & Zigler, 1996; Olsen &
Vagllestad, 2001; Woods & Martin-Smith, 2004). Contudo, ainda que a aplicacdo desta
técnica revele efeitos minimos, ainda ndo foi atribuida uma causa especifica para a
diferenca existente no crescimento entre os individuos marcados e ndo marcados. Duas
hipdteses sdo propostas para explicar esta desigualdade:

1) O material biocompativel de que &€ composto o elastomero, pode nédo ter
influéncia na mortalidade, no entanto poderd ter um efeito desconhecido no
organismo dos espécimes influenciando deste modo o seu desenvolvimento. Este
efeito pode mudar de espécie para espécie, dai o facto de afetar negativamente
umas espécies e nao outras.

2) Apos a aplicagdo do elastomero e do stress associado, os individuos poderdo ter
estado durante um periodo de tempo sem efetuarem uma alimentacdo adequada
para as suas necessidades, influenciando assim o seu desenvolvimento. Em
oposicdo, o0s individuos ndo marcados continuaram a desenvolver-se
normalmente, causando assim diferencas significativas no crescimento entre 0s

individuos marcados e ndo marcados.

De modo a minimizar os efeitos negativos desta técnica em parametros como o
crescimento, surgiu o método da foto identificacdo. Este € um método inovador que foi
utilizado em Syngnathideos, especificamente na espécie Hippocampus guttulatus
(Correia et al., 2014) e permite realizar estudos de marcacdo — recaptura de forma nao
invasiva. Neste caso a marca natural (padrdo de pontos) presente nos cavalos-marinhos
permite a utilizacdo da foto identificacdo, no entanto, nas marinhas, esse tipo de padrao
ndo estd bem definido e a aplicacdo deste método pode ndo permitir a obtencdo de
dados fidedignos. Assim, € essencial a descoberta e a aplicacdo de novos métodos de

marcacdo que ndo comprometam o desenvolvimento normal dos individuos.

N&o se verificou mortalidade causada pelo processo de marcagdo, 0 que esta em
concordancia com outros estudos realizados, em que a mortalidade associada com a
marcacéo foi nula, ou ndo significativamente diferente, entre os individuos do controlo e

0os marcados, nomeadamente em espécies como Hippocampus guttulatus, Lepomis
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macrochirus, Pagrus auratus (Dewey & Zigler, 1996; Bailey et al., 1998; Willis &
Babcock, 1998; Olsen & Vagllestad, 2001; Woods & Martin-Smith, 2004).

Geralmente, os marcadores VIE apresentam alta retencdo se forem corretamente
aplicados (Woods & Martin-Smith, 2004). No final do ensaio experimental, 0s
marcadores comecaram a ser menos Vvisiveis, quer a olho nu, quer com a utilizacdo da
luz UV, indicando que a aplicacdo dos marcadores, ainda que seguindo as instrugdes do
sistema manual de injecdo de elastbmero, ndo foi efetuada da melhor forma devido a

inexperiéncia na realizacao do processo.

4.2 Analise parental e microssatélites

As diversas caracteristicas presentes nos microssatélites, particularmente o facto de
serem altamente polimdrficos, codominantes e utilizados com base na técnica de PCR
(Jones et al., 2010) , fazem com haja preferéncia na sua utilizacdo relativamente a
outros marcadores moleculares, em diversos campos como, entre outros, a ecologia.
Estes marcadores permitem obter uma maior diversidade de informacdo genética, que
em complementaridade com informacgdes provenientes de outros campos sem ser a
ecologia (Guichoux et al., 2011; Gruber & Adamack, 2014), conseguem proporcionar
solugdes e respostas a questdes que tanto podem estar relacionadas apenas com
individuos dentro de uma populacdo, como entre populacdes ou entre comunidades
(Hartl & Clark, 1997; Selkoe & Toonen, 2006; Blanchet, 2012).

Para que analise de parentesco seja bem-sucedida, Sd0 necessarios requisitos
importantes como marcadores altamente polimérficos ou um grande ndmero de
marcadores com um nivel de polimorfismo baixo ou moderado (Jones et al., 2010), bem
como uma amostra representativa da populacdo (Oddou-Muratorio et al., 2003; Koch et
al., 2008; Jones et al., 2010). Neste estudo, no qual foram utilizados 10 microssatélites,
todos os individuos foram genotipados com sucesso em, pelo menos, cinco dos dez loci,
0 que indica que as amostras genéticas apresentam uma qualidade adequada. Quanto ao
polimorfismo dos locus utilizados, estes mostraram uma média de 26 alelos por locus,
sendo que dois dos loci apresentaram baixo polimorfismo (7 e 10 alelos/locus) o que

pdde diminuir o grau de polimorfismo do conjunto dos loci.

Em comparacdo com estudos de parentesco anteriormente realizados em Syngnathus
spp, que utilizam entre 2 e 6 locus (Jones & Avise, 1997a, 1997b; Jones et al., 1999b,
2000; McCoy et al., 2001; Wilson, 2006) e apresentam um alto grau de polimorfismo, o
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numero de loci utilizados neste estudo aparentou ser relativamente elevado mas, em
contrapartida, o polimorfismo observado é suficientemente alto (& excecdo dos locus
Styph 44 e Slep 13) e fazem com que os loci utilizados sejam adequados a atribui¢éo da
maternidade. A maternidade foi atribuida maioritariamente com 80% de confianca

indicando, assim, a adequabilidade dos loci utilizados.

Contudo, verificou-se uma taxa de erro a 19%, que, ainda que reduzida, pode afetar,
quer a frequéncia alélica, quer a determinacdo exata dos diferentes gendtipos e, em
consequéncia, as estimativas de diversidade genética e paternidades por se comportarem
como possiveis fatores de falsa exclusdo (Marshall et al., 1998; Castro et al., 2004).
Estimativas erroneas da frequéncia alélica podem levar a criacdo de um excesso de
homozigoticos (Taberlet et al., 1996; Gagneux et al., 1997a), sendo, este excesso,

causado principalmente pela existéncia de alelos nulos.

No presente estudo, verificou-se uma grande incidéncia de alelos nulos nos locus
Slepl2, Slep13, Styph 12 e Styph 44, o que, em conjunto com os erros de genotipagem,
podera ter tido efeito na percentagem de confianca com que foi atribuida a maternidade.
Uma baixa taxa de alelos nulos pode ter um impacto negligenciavel em diversos tipos
de analise, no entanto, para alguns tipos de analises de parentesco pode ter impactos
substanciais (Dakin & Avise, 2004). Apesar da possivel influéncia da presenca de erros
de genotipagem e da presenca de alelos nulos, todas as razdes referidas acima indicam

que a atribuicdo da maternidade foi bem-sucedida.

4.3 Biologia reprodutiva: sistema de acasalamento e sele¢éo sexual

Todos os membros da familia Syngnathidae sdo caracterizados por prestarem um
cuidado uni parental, em que 0os machos transportam os embrides e estes desenvolvem-
se nas suas bolsas ou anexados ao seu ventre. Este fendmeno de gravidez masculina faz
com que esta taxa seja especialmente atrativo, na perspetiva do estudo dos sistemas de

acasalamento e de parentesco (Jones & Avise, 2001; Avise et al., 2002).

No presente estudo, cada macho recebeu ovos de multiplas fémeas, ao longo de uma
Unica gravidez. O niumero medio de acasalamentos bem-sucedidos, por cada macho, foi
de 2.9, variando entre 2 e 5 fémeas. Estes resultados estdo de acordo com estudos

anteriormente realizados em S. typhle (Berglund et al., 1988; Jones et al., 1999b;
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Rispoli & Wilson, 2008). A taxa de acasalamento multiplo em Syngnathus pode variar
devido a fatores ambientais, demogréaficos (Shuster & Wade, 2003; Mobley & Jones,
2009) e ecoldgicos tais como, a densidade populacional e a escolha de parceiros. Esta
escolha ¢ por sua vez influenciada pelo risco de predacéao, proporcao sexual operacional
e disponibilidade de encontros (Berglund & Rosenqvist, 1993; Berglund, 1994, 1995;
Fuller & Berglund, 1996). Através das andlises genéticas realizadas em Syngnathus,
verifica-se que a multiplicidade de acasalamentos varia consoante a espécie, podendo
observar-se desde taxas de acasalamentos multiplos baixas, como em S. floridae (Jones
& Avise, 1997a) a altas, por exemplo S. typhle (Jones et al., 1999b), sendo estas taxas
influenciada pelos fatores acima referidos.

Cada macho gravido recebeu, em média, 39 ovos, variando entre 10 e 67. Em
comparagdo com outros estudos realizados em S. typhle, o valor registado neste estudo
encontra-se relativamente abaixo dos valores ja documentados. Segundo Jones et al.,
(1999b), cada macho recebeu em média 44.8 ovos e, segundo Rispoli & Wilson, (2008),
estudo realizado com individuos provenientes da Ria Formosa, cada macho recebeu, em
média, 70.6 ovos. A temperatura comporta-se como um importante parametro na
biologia reprodutora, pois determina a duracdo da época de reproducdo influenciando,

assim, o numero de ovos transferidos para as bolsas dos machos (Riccato et al., 2003).

Geralmente, em Syngnathus, o acasalamento mdltiplo, por parte dos machos,
aumenta com a latitude e diminui com o decréscimo da temperatura. Em S. typhle, o
aumento latitudinal é acompanhado pelo aumento do acasalamento multiplo, bem como
pelo aumento do tamanho corporal, outro dos fatores determinantes no nimero de ovos
nas bolsas dos machos (Silva et al., 2008; Mobley & Jones, 2009). O comprimento dos
machos gravidos neste estudo (média de 16.9cm) é semelhante aos valores apresentados
no estudo de Rispoli & Wilson, (2008) (média de 16.64). Este mesmo estudo foi
realizado entre junho de e agosto, razdo provavel para que o nimero médio de ovos por
macho seja maior e, por isso mesmo, € de esperar que 0 numero de ovos aumente, ao

longo da época reprodutora.

A contribuigdo de diversas fémeas para mais de uma bolsa diferente identificada
neste estudo evidencia o sistema mdaltiplo de acasalamento, por parte das fémeas desta
espéecie, como reportado em estudos anteriores (Berglund et al., 1988; Jones et al.,
1999Db; Rispoli & Wilson, 2008). Dado que as fémeas de S. typhle na natureza tém

acasalamentos mdaltiplos (Jones et al., 1999b), e que nédo foi realizada uma amostragem
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extensa da populacdo, a taxa de acasalamentos multiplos por parte das fémeas neste
estudo pode ter siso subestimada. Tendo em conta esta possivel subestimacdo e o
registo de que as fémeas acasalam diversas vezes, o sistema genético de acasalamento
de S. typhle pode ser descrito como poliginandrico, em que ambos, machos e fémeas,
acasalam diversas vezes, 0 que vai de encontro com diversos estudos realizados nesta
espécie (Jones et al., 1999a; Rispoli & Wilson, 2008).

Distintos sistemas de acasalamento tém sido documentados na familia Syngnathidae
desde a monogamia, passando pela poliginandria a poliandria (Jones & Avise, 19973,
1997b; Jones et al., 1999b; McCoy et al., 2001; Mobely & Jones, 2007; Rispoli &
Wilson, 2008; Mobley & Jones, 2009). O sistema genético de acasalamento estd
indiscutivelmente relacionado com a dire¢do e a forca da selegcéo sexual (Jones & Avise,
2001). Geralmente, as fémeas tém uma maior implicacdo no cuidado parental do que os
machos e a competicdo por acasalamento é predominante nos machos (Jones & Avise,
2001; Kokko & Jennions, 2008). No entanto, o facto de que, nesta familia, as fémeas
exibem uma maior competicdo por acasalar do que os machos, juntamente com um
maior investimento parental por parte dos machos, leva a reversdo do papel sexual,

tornando os machos mais seletivos do que as fémeas (Berglund & Rosenqvist, 1993).

Um fator importante na competicdo por encontros é o tamanho corporal
(comprimento) das fémeas. Os machos apresentam preferéncia por fémeas maiores, pois
estas sdo caracterizadas por produzirem ovos maiores, possuirem maior probabilidade
de transferir maior quantidade de ovos e por originarem uma descendéncia maior
(Berglund et al., 1986a, 1986b; Ahnesjd, 1992). Neste estudo, ndo foi realizada a
analise deste pardmetro, pois ndo havia dados suficientes para uma andlise fidvel, mas, a
partir da informacdo obtida, as fémeas que foram identificadas como méaes dos juvenis
analisados, apresentaram maior comprimento relativamente as fémeas que nao foram

identificadas como progenitoras.

A intensidade da competicdo por acasalamentos € determinada pela proporcao sexual
(Jones et al., 2002). A proporcdo sexual adulta aqui presente exibiu uma tendéncia para
ser atribuida as fémeas, sugerindo, assim, uma competi¢cdo por encontros mais intensa
por parte das fémeas, o que estd em concordancia com a relacdo entre estes dois
parametros, acima referida. Estes resultados vdo ao encontro de observacgoes
anteriormente reportadas (Berglund et al., 1986a; Vincent et al., 1992; Jones et al.,
1999b, 2000; Rispoli & Wilson, 2008)
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4.4 Dinamica populacional e estimativa do tamanho de populacéo

A estrutura da populagdo sofreu modificagfes ao longo dos meses de amostragem
como ja referido anteriormente, registando-se um claro aumento do nimero de machos
de gravidos de marco a junho. Segundo Freire, (2004), a época reprodutiva vai desde
fevereiro a outubro e existem dois periodos de maior atividade reprodutiva, entre junho
e julho e entre setembro e outubro. Assim, 0 aumento progressivo do nimero de machos
gravidos esta de acordo com este estudo. Uma vez que o periodo de amostragem do
presente estudo terminou em junho, e que o pico de temperatura se regista em agosto,
fator determinante da época de reproducdo, € de esperar um aumento no ndmero de

machos gravidos.

De modo a melhorar o conhecimento acerca desta populacdo, foi entdo estimado o
tamanho da populacédo através das duas abordagens ja referidas. Numa das abordagem,
0 método tradicional de marcacao-recaptura, foram utilizados dois métodos, o de
Schnabel e o de Schumacher & Eschemyer, ambos indicados para serem utilizados em
populacbes fechadas como aparenta ser a espécie S. typhle. Ambos os métodos devem
cumprir as premissas de que o tamanho da populacdo é constante, sem recrutamento ou
mortes, a amostragem € aleatoria e todos os individuos tém igual oportunidade de serem

capturados e, por ltimo, os individuos ndo perdem os marcadores.

A violagdo destas premissas pode levar a uma incorreta estimagdo do tamanho da
populacdo. Relativamente a primeira premissa, excecionalmente algum estudo a
satisfaz. No entanto, é recomendado um curto periodo de tempo para realizacdo de
estudo de marcagédo, de modo a que a taxa de nascimentos e de morte ou a migragéo
tenham pouco impacto na estimativa (Seber, 1982). No nosso caso, 0os dados para o
estudo de marcacdo — recaptura foram recolhidos num periodo relativamente curto, indo
ao encontro da suposi¢do. Conforme a segunda premissa, a amostragem foi, de facto,
realizada aleatoriamente. O facto de os individuos ndo permanecerem fielmente junto
dos seus companheiros, como os cavalos-marinhos, ou/e moverem-se livremente na area
onde normalmente se alimentam e acasalam, faz com que, aguando da amostragem, esta
seja feita aleatoriamente. Em relacdo a ultima premissa, a perda de marcadores, ndo se
verificou relevante no presente (a substancial perda foi devido, provavelmente, a
incorreta colacdo do marcador), sendo, assim, cumpridas as trés premissas, 0 que pode
validar a estimativa do tamanho da populacao por este método. No entanto, € necessario

ter em atengdo que, devido a baixa taxa de recaptura, o intervalo de confianca de 95%
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tem maior amplitude e os valores obtidos ndo podem ser dados como inteiramente

exatos.

Comparando esta primeira abordagem com a baseada na andlise de parentesco da
populacdo amostrada, verifica-se que o tamanho da populacdo reprodutora apresentou
um valor muito mais baixo que o censo do tamanho total da populacdo. Através do
estudo de marcacao-recaptura, o censo da populacdo variou entre 1128 — 1388, valor
muito acima relativamente a estimativa do censo da populacdo reprodutora, obtida
através da andlise genética, que apresenta um valor de 371 reprodutores adultos. Uma
vez que ainda ndo existem estudos que documentem a aplicacdo de ambas as
abordagens para a determinacdo do tamanho da populacdo desta espécie, Varias
hipGteses poderdo explicar esta discrepancia de valores:

(1) Uma vez que o tamanho da populacéo reprodutora feminina traduz o tamanho da
populacdo reprodutora utilizando a proporcdo sexual, sugere que nem toda a
populacdo reprodutora se tenha reproduzido durante o periodo de amostragem.
Atraveés da andlise, verificou-se a multiplicidade de acasalamentos por parte das
mesmas, razdo pela qual ndo seria de esperar um valor baixo para o0 tamanho da
populacdo reprodutora. No entanto, alteracbes ambientais podem ter
influenciado o nimero de acasalamentos, refletindo-se, assim, no tamanho da

populacéo reprodutora;

(2) A éarea de amostragem, foi, provavelmente, reduzida, acompanhada de um
possivel acasalamento ndo aleatorio, por parte das fémeas. O sistema genético de
acasalamento poliginandrico presente nesta espécie e o facto de que as fémeas
maiores aparentam possuir caracteristicas mais atrativas para os machos, pode
ter levado a uma maior taxa de acasalamento por parte destas fémeas. Assim, o
tamanho da populagdo reprodutora feminina pode estar subestimado por, de

certa forma, excluir as fémeas com menor tamanho;

(3) O periodo de amostragem ndo abrangeu um dos picos de atividade reprodutiva
da época de reproducédo (junho e julho), abrangendo, apenas, o inicio de junho.
Esta pode ser uma razéo pela qual ndo se tenham obtido informacGes genéticas
da atividade reprodutora num dos seus maximos e, em consequéncia, uma

estimativa do tamanho da populagéo reprodutora baixa.
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Nenhuma das trés hipGteses aqui apresentadas pode, sozinha, explicar o porqué
desta estimativa. No entanto, a combinacdo das trés podera oferecer uma melhor
explicacdo para a estimativa do tamanho da populacdo reprodutora apresentada neste

estudo.

5. Conclusdo

Com o presente estudo reforcou-se e comprovou-se novamente o sistema genético de
acasalamento ja caracterizado anteriormente nesta espécie, o sistema de acasalamento
poliginandrico, o qual é descrito por presenciar o acasalamento multiplo, por parte de
ambos 0s sexos. As estimativas do tamanho da populagdo demonstraram diferencas
acentuadas, dependendo do método utilizado. Os valores obtidos através no método
tradicional, marcacgdo-recaptura, resultaram ser muito mais elevados que os dados
resultantes da analise genética. Foram entdo propostas algumas hipoteses para explicar
esta diferenca, relacionando varidveis como a area de amostragem, época de
reproducdo, sistema de acasalamento bem como a proporcdo sexual observada e a

selecdo sexual.

A aplicacdo de ambas as abordagens, permite a combinacdo do censo do tamanho da
populacédo e o tamanho da populagéo reprodutora, proporcionando assim uma maior e
melhor informacdo sobre a ecologia reprodutora, neste caso em particular acerca do
sistema de acasalamento e a sua relacdo com forca e direcdo sexual. Esta combinacéo
permite também analisar possiveis alteracbes ambientais que possam alterar e
influenciar ambas as estimativas. Deste modo, a utilizacdo de ambas as abordagens em
conjunto € vantajoso e possibilita um melhor estudo desta espécie do que utilizando

cada abordagem individualmente.

Numa perspetiva futura, a investigacdo de diversos aspetos da biologia desta espécie,
na Ria Formosa, devem ser aprofundados, na medida em que ainda existem lacunas que
necessitam ser preenchidas. Um melhor entendimento acerca da biologia reprodutora ao
longo de toda a época de reproducao, bem como a sua relagdo com a selecdo sexual e 0s
parametros bioldgicos caracteristicos da ria formosa, € uma dessas lacunas. Uma analise

mais extensa e detalhada acerca do tamanho da populacdo, quer no canal do Ancéo

32



COmMo Nos outros canais existentes, é também uma mais-valia, para que possam ser feitas
comparacles e assim perceber o estado atual da populacdo, e caso seja necessério,
aplicar medidas de conservacao.
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