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RESUMO

A investigacdo sobre os mecanismos que regulam o recrutamento tem sido tema de
varios estudos desde o inicio deste século e varias hipoteses tém sido apresentadas
para explicar as flutua¢des no recrutamento. Entre os contributos mais recentes para
a compreensdao daqueles mecanismos encontra-se a analise da condicao nutricional,
sendo que o desenvolvimento de técnicas que possibilitem avaliar a taxa de
crescimento das larvas e que permitem distinguir a sua condigdo nutricional tem sido
tema central da investigacdo recente em ictioplanctonologia. De entre as vérias
metodologias existentes destaca-se a analise de componentes quimicos,
designadamente os acidos nucleicos e proteinas, e o cdlculo de indices de condigao
(razdes RNA/DNA, PROT/DNA ou PROT/RNA, por exemplo). A aplicagao destes
indices ecofisioldgicos de condigdo permitird esclarecer, embora preliminarmente, a
importancia relativa de alguns factores que determinam a mortalidade larvar e o
recrutamento. Assim, neste trabalho pretendeu-se, por um lado, adaptar, aplicar e
comparar técnicas para a determinagdo de acidos nucleicos e proteinas as larvas de
peixe recolhidas nos rios Mira e Guadiana e, por outro, estudar a influéncia da
temperatura, da salinidade e da abundancia de potenciais presas e predadores sobre
a distribuicdo espacial e nictemeral das larvas de peixe (Clupeidae, Engraulidae,
Gobiidae, Blennidae e Atherinidae) e a sua condi¢do nutricional.
Entre Marco e Setembro de 1997, recolheram-se amostras de micro-, meso- e
ictioplancton e registou-se a temperatura e salinidade superficiais, em 18 estagdes
estabelecidas nos rios Mira (n=8, ~30 km do rio) e Guadiana (n=10, ~178 km do rio).
Complementarmente, foram colhidas amostras durante ciclos de 24 horas de
amostragem realizados em Vila Nova de Milfontes e Vila Real de Santo Anténio em
Maio, Junho, Julho e Setembro. No laboratério triaram-se as amostras formolizadas e
identificaram-se os organismos recolhidos. As larvas de peixe congeladas em azoto
liquido foram identificadas e os contetidos em &cidos nucleicos determinados com
duas técnicas fluorimétricas. Compararam-se os resultados obtidos com os dois
protocolos e calcularam-se equacdes para a sua inter-calibragdo. As proteinas foram
determinadas com um método espectrofluorimétrico. Estudaram-se as relagdes entre
a densidade dos ovos e das larvas de peixe (ind. 100 m®) e a condi¢do nutricional
larval (razdes RNA/DNA, PROT/DNA, PROT/DNA e Gpi) e os parametros
abidticos e bidticos considerados através de andlise de correlacdo e regressao
maultipla.
Os ovos e larvas de peixe foram relativamente pouco comuns. Os estados larvares
ocorreram geralmente em densidades inefriores a 100 ind. 100 m~, excepto nos ciclos
de e ocorreram de forma diferente a descrita na literatura. A distribuigdo espacial e
nictemeral dos ictioplanctontes parece reflectir, por um lado, o comportamento
reprodutivo dos adultos e, por outro, a influencia de factores hidrolégicos. A
anchova, os gobiideos e os blenideos parecem incluir-se no primeiro grupo, enquanto
os clupeideos integraram o segundo.
Entre os parametros estudados, a temperatura e a abundancia de alguns taxa de
predadores potenciais explicaram parte significativa da variabilidade da densidade
ictioplanctonica (R*<0,88). A temperatura constitui um factor estruturante de habitats
e biologicamente limitante, enquanto a predacdo determina a mortalidade larvar.

Os resultados da comparacdo de metodologias de quantificacdo de acidos
nucleicos confirmaram a ideia de que os valores obtidos variam com o protocolo
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usado. Alguns aspectos das metodologias, designadamente a interferéncia dos
compostos utilizados para purificar os homogeneizados ou a actividade variadvel da
ribonuclease, poderdo explicar as diferencas encontradas. Por outro lado, verificou-se
que os métodos se aplicam de modo diferente as populagdes larvares estudadas. No
entanto, calcularam-se equagdes para inter-calibracdo de resultados entre técnicas.
Em funcdo dos aspectos metodolégicos discutidos neste estudo, o método de
Caldarone & Buckley (1991) apresentou vantagens importantes (simplicidade,
rapidez e maior ntimero de larvas analisadas por periodo de tempo) e que
aconselham a sua utilizacdo para estudos de rotina da condi¢ao nutricional larvar.

A generalidade das larvas encontravam-se em boas condi¢des nutricionais,
sendo que as percentagens de larvas com RNA/DNA<1,3 ou 1,0 ndo ultrapassaram
14% (11 - 13% nos blenideos e <7,1% nas restantes familias). Os resultados da analise
das percentagens de larvas em estado de inanigdo através de Gpi<0% dia™
confirmaram genericamente os referidos acima.

A condicdo nutricional larvar correlacionou-se significativamente com a
temperatura e com maior namero de varidveis indicadores da abudancia de
potenciais presas relativamente aos predadores potenciais (R’<0,95). A temperatura
influencia o metabolismo das larvas e a disponibilidade de alimento condiciona a
sobrevivéncia larvar.

Apenas se obtiveram diferencas significativas entre rios nos valores médios da
razdo RNA/DNA para gobiideos. O ntimero de larvas analisadas, a aplicabilidade
das metodologias e o impacte distinto dos factores abiéticos e bidticos estudados
poderdo explicar aqueles resultados. As maiores percentagens de larvas em estado
de inanicdo (=5,6%) verificaram-se no rio Mira, designadamente em clupeideos e
blenideos. Pelo contrario, os gobiideos e aterinideos encontravam-se em piores
condicdes no rio Guadiana (=2,9%). Tendo em consideracao que a disponibilidade de
alimento foi relativamente semelhante nos dois rios, a temperatura e abundancia de
predadores parecem ter sido os factores mais determinantes. A temperatura
influencia a distribuicdo e a condic¢do nutricional larvar, através do seu efeito sobre as
taxas de crescimento e mortalidade, enquanto os predadores poderao remover as
larvas em piores condicdes.

Em conclusdo, a distribuicdo das larvas de peixe parece condicionada pela
temperatura e pela pressdo da predacdo, enquanto a condi¢do nutricional parece
depender da temperatura e da disponibilidade de alimento, sendo, no entanto,
controlada pela predagdo, através da sua accdo sobre a mortalidade larvar. Os
modelos empiricos obtidos para a distribui¢do da densidade (R’<0,88) e para analise
de condigdo larvar (R’<0,95) parecem confirmar estas hipoteses.
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ABSTRACT

Research about the mechanisms regulating fish recruitment has been the aim of
numerous studies over the past decades and several hypothesis to explain the
fluctuations of recruitment have been presented. Recently, larval condition analysis
was proposed as a mean to study those mechanisms because of its use studying the
growth of fish larvae and assessing their nutritional condition. Among the several
methodologies to study the nutritional condition of larvae, the quantification of their
chemical composition, namely the nucleic acids and protein contents, and the
calculation of condition indices (RNA/DNA, PROT/DNA and PROT/RNA ratios)
has been widely used. The use of these ecophysiological indices of condition might
clarify the relative importance of the factors determining larval mortality and
recruitment. The aims of this study were to: 1) to adapt, to apply and to compare two
protocols for determining nucleic acids and proteins contents of fish larvae collected
in rivers Mira and Guadiana; and 2) to study the influence of temperature, salinity
and abundance of potential predators and prey on the spatial and circadian
distribution of fish larvae (Clupeidae, Engraulidae, Gobiidae, Blennidae and
Atherinidae) and their nutritional condition.

Between March and September 1997, micro-, meso- and ichthyoplankton
samples were collected and temperature and salinity were registered monthly in 18
stations in rivers Mira (n=8, river km ~30) and Guadiana (n=10, river km ~178).
Additionally, samples were also collected during four 24 hour sampling eulerian
cycles in Vila Nova Milfontes and Vila Real Santo Anténio (May, June, July and
September). In the laboratory, formalized samples were sorted and the organisms
identified. Fish larvae stored in liquid nitrogen were identified to family level and
their contents of nucleic acids and proteins were determined using two fluorimetric
techniques. These results were compared and equations for their inter-calibration
were calculated. Proteins were determined spectrophotometrically. The relationships
between the density of fish eggs and larvae (ind. 100 m?), their nutritional condition
RNA/DNA, PROT/DNA and PROT/RNA ratios) and the abiotic and biotic
parameters were studied using correlation analyses and multiple regression.

Fish eggs and larvae were relatively uncommon and occurred differently from
descriptions published elsewhere. Generally, their density did not exceed 100
individuals 100 m®, except in 24 hour sampling cycles. Spatial and nictemeral
distribution of ichthyoplankton seemed to reflect the influence of adults reproductive
behaviour (anchovy, gobiids and blennids) and hydrology (clupeids).

Both temperature and density of some potential predators explained
significantly the variability of ichthyoplankton density (R’<0,88). Temperature is a
biologically limiting parameter which in turn structures habitats. On the other hand,
predation determines larva mortality.

This study reinforces the ideia that different methodologies of nucleic acid
extraction can lead to different results making direct comparison of data impossible.
Some aspects of the protocols, namely the interference of compounds used to purify
homogenates or the variable activity of ribonuclease, could account for the
differences found. On the other hand, protocols seem to apply differently to distinct
larval populations. Nonetheless, equations for the inter-calibrations of results were
calculated. In light of these results, the method of Caldarone & Buckley (1991)
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showed important advantages (simplicity; less time-consuming; number of samples
processed in the same period) and its use in routine studies of larval nutrition
condition is recommended.

Fish larvae were generally in good condition. Starving larvae (RNA/DNA<1.3
or 1.0) never exceeded 14% of analysed larvae (11 - 13% of blennids and <7.1% of
other families). The results obtained when considering Gpi <0% day™ agreed well
with those mentioned above.

The nutritional condition of fish larvae correlated significantly with
temperature and a relatively larger number of potential prey (R°<0.95). Temperature
influences larval metabolism and food availability controls larval survival.

Only for gobiids the RNA/DNA ratios differed significantly between the two
rivers. The number of larvae analysed, the application of the methodologies and the
distinct impact of the various abiotic and biotic parameters could explain these
results. More larvae from river Mira were starving (25.6%), namely clupeids and
blennids. Inversely, gobiids and atherinids were in poorer condition in river
Guadiana (22.9%). Temperature and the abundance of potential predators,
considering that food availability was similar in both rivers, seemed to be the most
important factors. The former influences the distribution and nutritional condition of
larvae, through its regulating effect on growth and mortality, whereas the later can
remove larvae in poorer condition.

In conclusion, distribution of fish larvae seemed controlled by temperature and
predation pressure. Their nutritional condition appeared dependent of temperature
and food availability, although controlled by predation through its effect over larval
mortality. The equations obtained for the density distribution (R*<0,88) and
nutritional condition of fish larvae (R<0.95) seem to confirm these hypotheses.



1. INTRODUCAO

A maioria das espécies de peixes marinhos produzem ovos e possuem fases
larvares plancténicas que constituem o ictioplancton. Uma das questdes mais
prementes em estudos de dindmica dos recursos pesqueiros é a explicacdo da
variabilidade da mortalidade dos estados iniciais do ciclo de vida dos peixes e do
recrutamento das espécies. A variabilidade destes parametros pode originar grandes
varia¢Oes na biomassa disponivel para a manutencao das populagdes e para a pesca,
designadamente no caso de espécies r-seleccionadas como a sardinha (Troadec,
1978).

A investigacdo da causalidade dos mecanismos que regulam o recrutamento
tem sido tema de varios estudos desde o inicio deste século (Hjort, 1914, 1926; Marr;
1956; Cushing, 1975; Crecco et al., 1986; Thiel et al., 1995; Fortier & Villeneuve, 1996).
Em alguns casos obtiveram-se relacdes estatisticamente significativas entre alguns
dos factores estudados e a mortalidade larvar, e vdarias hipoteses tém sido
apresentadas para explicar aquelas relacoes (Hjort, 1914, 1926; Cushing, 1975; Lasker,
1975; Sinclair, 1988). No entanto, a maioria dos investigadores parece concordar que
as flutuacdes, mais ou menos erraticas, do recrutamento se devem a variabilidade
das taxas de crescimento e mortalidade (Crecco & Savoy, 1987a; Houde, 1989).

Hjort (1914) foi o primeiro autor a referir que a falta de alimento constitui uma
das principais causas de mortalidade larvar. Se ocorrer um lapso de tempo entre o
periodo em que as larvas se alimentam externamente pela primeira vez e 0 momento
em que o alimento esta disponivel, é provéavel que ocorra elevada mortalidade -
"hipdtese do periodo critico". Alguns anos mais tarde, Hjort (1926) apresentou uma
hipotese complementar para explicar a mortalidade larvar - "hipdtese da deriva".
Aquele autor considerou que as correntes maritimas contribuem para deslocar os
estados larvares para zonas desfavordveis ao seu desenvolvimento, dessa forma
contribuindo para as varia¢des interanuais na abundancia dos peixes. Varios autores
(e.g. Hayman & Tyler, 1980; Heufelder et al, 1982; Crecco & Savoy, 1987a;
Wroblewski et al., 1989; Edinger et al., 1993; Matsuura & Hewitt, 1995) tém estudado

a distribuicdo espacial e temporal das fases larvares de varias espécies peixes na



perspectiva das hipoteses de Hjort e os seus resultados parecem suportar as
explicagdes daquele autor. Cushing (1975) propds que a magnitude do recrutamento
estd relacionada com a correspondéncia entre o inicio da producdo larvar e o
méaximo de produtividade do plancton no meio natural - "hip6tese da coincidéncia".
Contudo, factores complementares como o vento, a temperatura e a radiagdo solar,
controlam a produgdo primadria fitoplancténica, e, indirectamente, a produgao
secundéria, e devem ser integrados nos estudos sobre esta hip6tese (Frank & Legget,
1982). Como resultado de um estudo sobre larvas de Engraulis mordax, Lasker (1975)
propos que apenas um ambiente hidrologicamente estavel permite a agregacao de
presas nas quantidades necessarias para as larvas de peixe - "hip6tese da estabilidade
da coluna de agua". Recentemente, Sinclair (1988) propds uma teoria sobre os
mecanismos de regulacdo e de especiacdo das popula¢des marinhas. Os "membros"
de determinada populacdo, retidos em determinado tempo/local pelos efeitos
conjuntos de uma estrutura hidrodinamica particular e de um comportamento
adaptativo dos individuos, serdo "beneficiados" em contraste com os individuos
"errantes" - "hipdtese do membro-errante". Assim, tanto os processos espaciais (e.g.
deslocacdes geograficas) como os processos energéticos, que incluem a predacdo e a
inanicdo, podem determinar variagdes na mortalidade larvar. Para Bailey & Houde
(1989), a predacdo constitui o factor que mais afecta a sobrevivéncia das larvas de
peixe no seu ambiente natural.

Nao existe actualmente consenso sobre qual dos mecanismos (independentes
ou dependentes da densidade) ou dos factores (factores hidrolégicos, inanicao ou
predacdo) determina a mortalidade nos estados iniciais do ciclo de vida dos peixes,
pois ndo parece existir uma resposta inequivoca (Chicharo, 1991). Apesar das
condicdes abidticas e da predacdo constituirem os factores mais importantes para a
regulacdo da mortalidade larvar (Laurence, 1982; Frank, 1988; Bailey & Houde, 1989;
Matsuura & Hewitt, 1995), a falta de alimento contribui tanto directamente para a
mortalidade, i.e. morte por inanicdo, como indirectamente, através do aumento da
vulnerabilidade a predacao e da susceptibilidade as condi¢des abidticas adversas
(Houde, 1997).

Entre as abordagens mais recentes para entender os mecanismos que regulam a
mortalidade larvar, a analise da condig¢ao nutricional permite, por um lado, conhecer

o estado da larva no momento da captura, e por outro, estimar um factor de corregao



para os calculos da mortalidade por predagdo (subtrair as larvas que perecerao por
inanicdo) e estimar indirectamente a mortalidade por predacdo (por subtracdo a
mortalidade total) (Fortier & Leggett, 1985, Houde, 1987). Complementarmente, a
avaliagdo do estado nutricional de larvas de peixe, pode ultrapassar as dificuldades
no estudo in situ das implicacdes dos factores hidrolégicos e da predacdo na
mortalidade larvar (Richard et al., 1991), por exemplo através da elaboracdo de
modelos empiricos, da andlise dos contetidos estomacais e de experiéncias de
predacdo em mesocosmos. Neste contexto, avaliacdo da condicdo nutricional de
larvas de peixe apresenta-se como uma ferramenta extremamente importante em
estudos da mortalidade larvar e recrutamento (Chicharo, 1991).

O desenvolvimento de técnicas que possibilitem avaliar a taxa de crescimento
das larvas e que permitem distinguir a sua condi¢do nutricional tem sido tema
central da investigacdo recente em ictioplanctonologia (Mathers et al., 1994). Assim,
foram desenvolvidos métodos morfométricos, histolégios e quimicos, que
proporcionam informacdo sobre o estado nutricional das larvas de peixe em
diferentes fases do seu desenvolvimento (Suthers et al., 1992).

Morfologicamente, os principais aspectos que tém sido utilizados sao a robustez
fisica (Shelbourne, 1957), a relagdo peso-comprimento (e.. Ehrlich et al., 1976) e a
morfometria. A avaliacdo directa da robustez foi um dos primeiros métodos
propostos para determinar o estado nutricional das larvas. Esta metodologia nunca
se impods devido a subjectividade das determinacdes. Preferencialmente, tém sido
utlizadas as caracteristicas morfométricas para a avaliacdo do estado nutricional das
larvas de peixe, pois sdo mensuraveis. Medidas como a altura da cabeca ou a altura
do corpo permitem separar larvas em bom estado nutricional de larvas em condigdes
de inanigao, sobretudo em estados larvares mais avancados (Blaxter, 1971; Ehrlich et
al., 1976; Reichow et al., 1991). Recentemente, Ré (1986) sugeriu a utilizacdo da
informacdo contida nos otdlitos de larvas como ferramenta para avaliar o estado
nutricional das larvas, uma vez que variagdes na disponibilidade alimentar sao
responsaveis por diferencas na espessura dos anéis didrios dos otélitos (Ré et al.,
1988). Porém, Geffen (1982) e McGurk (1984) advertem para os efeitos sobre a
regularidade de deposicdo dos anéis que os periodos de escassez de alimento podem

produzir.



A histologia das larvas apresenta possibilidades para o desenvolvimento de
critérios de determinagao do estado nutricional (Strussmann & Takashima, 1990). Os
periodos de escassez de alimento produzem alteracdes na estrutura e integridade das
células e dos tecidos. Estas alteracdes sdo independentes da idade e nao sao
influenciadas pelas modificacdes que ocorrem aquando da recolha e fixacdo das
larvas (O'Connell, 1976). Theilacker & Watanable (1989) propuseram a utilizagdao do
didmetro das células do intestino médio de larvas de Engraulis mordax como
indicador do seu estado nutricional.

A auséncia de alimento provoca, em primeiro lugar, alteragdes a nivel celular.
Os métodos quimicos permitem, assim, detectar precocemente e com maior
sensibilidade variagdes ao nivel da composigdo intracelular. A andlise de
componentes quimicos para a determinagao do estado nutricional das fases larvares
dos peixes é relativamente recente. Os trabalhos desenvolvidos em larvas de peixes
dedicaram-se, inicialmente, apenas a alguns constituintes do organismo, como a dgua
e algumas substancias inorganicas, como os carbohidratos, as proteinas e os lipidos
totais (Ehrlich, 1974). Mais recentemente, componentes como as enzimas (e.g.
Ueberschar, 1988, 1993) e os acidos nucleicos (e.g. Robinson & Ware, 1988; Richard et
al., 1991; Clemmesen, 1993; Canino & Caldarone, 1995; Canino, 1997; Chicharo et al.,
1998a) tém merecido particular atencdo. A utilizacdo de métodos quimicos exige a
fixacdo rapida do material biolégico, usualmente por congelamento, por forma a
evitar a actuagdo de enzimas proteoliticas (proteases, lipases e nucleases). Por outro
lado, a selecao do(s) indice(s) bioquimico(s) a utilizar necessita de anélise preliminar
do efeito da privacdo de alimento sobre a concentracdo desses compostos. Apesar das
dificuldades apresentadas, a quantificacado dos acidos nucleicos (ou o calculo das
relagdes entre eles, ou da sua relacdo com as proteinas ou com o conteido em
carbono) parecem constituir uma das formas mais adequadas para determinar a
condicao larvar (Chicharo, 1996).

Bulow (1970) foi o primeiro autor a verificar a relagdo entre o regime alimentar
e a razdo entre os conteidos em 4acido ribonucleico (RNA) e acido
desoxirribonucleico (DNA). O contetido celular em RNA esta correlacionado com a
taxa de sintese proteica, enquanto o conteido em DNA, portador da informagao
genética, é relativamente estavel sob condi¢des varidaveis do meio e pode ser usado

como indicador do nimero de células (Bulow, 1987). Assim, a razao RNA/DNA



constitui um indice ecofisiolégico de condicdo que reflecte o potencial de
proteosintese das larvas (Chicharo, 1997). Apesar das limitacOes decorrentes da
utlizacdo dos indices baseados nos contetidos em acidos nucleicos (cf. Bergeron &
Bouhlic, 1994; Mathers et al., 1994; Suthers et al., 1996; Bergeron, 1997), estes sdo ainda
uma ferramenta aplicada por diversos autores para avaliar o estado nutricional de
larvas de peixe e determinar a sua taxa de crescimento (Buckley, 1979, 1984;
Clemmesen, 1987a, b, 1989, 1990, 1993; Robinson & Ware, 1988; Richard et al., 1991;
Steinhart & Eckmann, 1992; Mathers et al., 1994; Canino & Caldarone, 1995; Rooker &
Holt, 1996; Canino, 1997; Chicharo, 1997, 1998; Chicharo et al., 1998a, b; Garcia et al.,
1998).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para determinar a concentracao dos
acidos nucleicos em larvas de peixe. Inicialmente, os métodos baseavam-se na andlise
espectrofotométrica da taxa de absorcdo da luz UV (eg. Buckley, 1979),
designadamente o método de Schmidt & Tannhauser (1945) modificado por Munro
& Fleck (1966). Este procedimento esta limitado a amostras com peso seco superior a
800 pg e, portanto, requer a analise de um conjunto de larvas. Assim, ndo é possivel
obter informacao relativa a condicdao nutricional individual. Recentemente, varios
autores (e.g. Robinson & Ware, 1988; Clemmesen, 1989, 1990, 1993; Caldarone &
Buckley, 1991; Mathers et al., 1994; Canino & Caldarone, 1995) adaptaram a técnica
fluorimétrica mais sensivel de LePecq & Paoletti (1966) e LePecq (1972) modificada
por Karsten & Wollenber (1972, 1977) que permite quantificar concentra¢des minimas
de 4cidos nucleicos. Esta metodologia baseia-se no aumento da fluorescéncia dos
acidos nucleicos quando complexados com corantes especificos - flu6foros (e.g.
brometo de etidio, Hoechst H33258 ou bisbenzamida), permitindo a andlise
individual de larvas. A fluorescéncia do complexo &acidos nucleicos-fluéforo é
medida sequencialmente, através da utilizacdo de flu6foros especificos ou pela
digestao do RNA pela ribonuclease (Clemmesen, 1988, 1993; Robinson & Ware,
1988). A concentracdo de RNA obtém-se pela subtracdo da quantidade de DNA da
quantidade total de acidos nucleicos.

No entanto, metodologias diferentes para quantificar os acidos nucleicos
produzem resultados distintos, impossibilitando a comparacao directa de resultados.
McGurk & Kusser (1992) compararam trés metodologias fluorimétricas para a

determinacdo de &cidos nucleicos em larvas de arenque do Pacifico e obtiveram



diferencas significativas nas concentragdes de RNA e nas razées RNA/DNA.
Grémare & Vétion (1992) mediram as concentragdes de acidos nucleicos no bivalve
Abra ovata, utilizando sete métodos espectrofluorimétricos. Os métodos produziram
resultados significativamente diferentes e, nesse sentido, os autores realcaram a
importancia e os efeitos dos véarios passos envolvidos nos protocolos estudados.
Chicharo (1993) comparou as concentra¢des de acidos nucleicos determinadas com
dois métodos, espectrofotométrico e fluorimétrico, em larvas de Clupea harengus. Os
resultados obtidos ndo evidenciaram diferencas significativas para a mesma larva.
Canino & Caldarone (1995) adaptaram um sistema de andlise automatizada de fluxo-
injecdo (FIA) para andlise fluorimétrica convencional (CFA) e compararam os
resultados. Estes autores verificaram que as metodologias eram igualmente sensiveis
e precisas, e apresentaram parametros para a inter-calibracdo dos resultados.
Recentemente, Chicharo (1996) comparou duas técnicas de determinacao de acidos
nucleicos, espectrofotométrica de Schmidt & Tannhauser (1945) e fluorimétrica de
Clemmesen (1988, 1990), para larvas de Sardina pilchardus e ndo obteve diferengas
significativas nas concentracdes de DNA e RNA, e nas razdes RNA/DNA.

A quantificagdo das proteinas em amostras biolégicas tem sido realizada
seguindo vérios protocolos, espectrofotométricos, quimicos e fisicos (Holme & Peck,
1983). Para a anélise do contetido proteico de larvas de peixe o método mais referido
na literatura é o de Lowry (e.g. Buckley, 1979, 1984; Bergeron & Bouhlic, 1994;
Mathers et al., 1994). Este método baseia-se na deteccao dos residuos de tirosina (com
natureza fenolica) pelo reagente de Folin-Ciacalteu. A sensibilidade do método foi
consideravelmente melhorada com a utilizacdo de ides ctpricos. Apds a combinacdo
do cobre com as proteinas, os acidos fosfotingstico e fosfomolibdico (principais
constituintes do reagente de Folin-Ciacalteu) sao reduzidos e a solucao torna-se azul
e espetrofotometricamente mensuravel a 600 - 800 nm (Holme & Peck, 1983).
Contudo, esta metodologia é exigente em termos de protocolo e de tempo. A
observacdo de que a cor de alguns indicadores usados para titulacdes acido-base era
influenciada pela presenca de proteinas em solucdo, originou o desenvolvimento
duma série de métodos baseados nas alteracdes das caracteristicas de absorvancia
desses corantes (e.g. metilo laranja, azul brilhante de Coomassie, verde de
Bromcresol) (Holme & Peck, 1983). Bradford (1976) descreve um procedimento para

a quantificacdo de proteinas bastante simples e que parece eliminar a maioria dos



problemas de outros métodos. A metodologia baseia-se na deteccado
espectrofotométrica da alteracdo de cor do reagente azul brilhante de Coomassie
quando ligado a proteinas. Rooker & Holt (1996) adaptaram esta metodologia para
quantificacdo das proteinas soltiveis em larvas de peixe (Sciaenops ocellatus).

Neste contexto, a aplicacdo deste conjunto de ferramentas para andlise da
condicdo nutricional larvar e da sua relacdo com alguns pardmetros abidticos e
bidticos permitird esclarecer, embora preliminarmente, a importancia relativa de
alguns dos factores que determinam a mortalidade larvar e o recrutamento. Assim,
neste trabalho pretendeu-se, por um lado, adaptar, aplicar e comparar técnicas para a
determinacdo de acidos nucleicos e proteinas as larvas de peixe recolhidas nos rios
Mira e Guadiana e, por outro, estudar a influéncia da temperatura, da salinidade e da
abundéancia de potenciais presas e predadores sobre a distribuicdo espacial e
nictemeral das larvas de peixe e a sua condicdo nutricional.

A integracdo deste trabalho num projecto de investigacdo nacional financiado
pelo Programa PRAXIS XXI do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (Ref?
3/3.2/CA/1981/95), que pretende estudar diversos aspectos da biologia e ecologia
dos peixes migradores anddromos que ocorrem em rios portugueses, contextualizou
o estudo desenvolvido na problematica do recrutamento dos peixes, facilitou as
recolhas das fases larvares e proporcionou os meios para as analises bioquimicas.

Os rios estudados sdo os mais importantes da regido sul de Portugal, possuem
caracteristicas particulares (Loureiro et al., 1984) que os distinguem e incluem-se no
conjunto de bacias hidrogréficas alvo de estudo do referido projecto. Por outro lado,
varios investigadores tém salientado a importancia dos estuarios como nursery das
formas juvenis de varios taxa. Com efeito, os peixes utilizam os sistemas estuarinos
como locais que, providenciando protecgdo, proporcionam condigdes 6ptimas para a
alimentacdo das fases larvares e juvenis. Assim, o estudo dos ictioplanctontes que
ocorrem nos estudrios permite avaliar o papel daqueles sistemas no ciclo vital de
algumas espécies de peixe (Ré, 1984), nomeadamente na determinacdo de épocas e
locais preferenciais de desova, no estudo da idade e crescimento e na estimagdo do
recrutamento, bem como dos factores que os influenciam.

Os peixes constituem parte significativa do necton dos sistemas estuarinos
(McHugh, 1967 in Yafez-Arancibia et al., 1994), sendo que as familias mais comuns e

caracteristicas dos estudrios temperados e sub-tropicais sdo: Angulidae, Clupeidae,



Engraulidae, Gasterosteidae, Mugilidae, Serranidae, Sciaenidae, Sparidae, Gobiidae,
Pleuronectidae e Soleidae. Cunha (1995) assinalou 11 espécies de peixe comuns a
todos ecossistemas estuarinos e lagunares da costa portuguesa, entre os quais indica
Sardina pilchadus e Atherina boyeri. Algumas das espécies mencionadas: a) sado
economicamente importantes e sujeitas a4 pesca, e.g. sardinha e anchova (Pestana,
1989); b) encontram-se ameagadas de extincdo em virtude da instalacdo de infra-
estruturas de aproveitamento hidroeléctrico, que impedem as migragdes anadromas,
modificam as caracteristicas das bacias e propiciam fenémenos de introgressao, e.g.
savel e savelha (Assis, 1990; SNPRCV, 1993; Alexandrino, 1995); ou c) sao residentes
nos estudrios, e.g. gobideos, blenideos e aterinideos, completando ai todo o seu ciclo
de vida (Costa et al., 1987; Antunes et al., 1988). Neste trabalho, estudou-se a fase
plancténica dos clupeideos, engraulideos, gobideos, blenideos e aterinideos. Entre
outros, Costa et al. (1987), Ré (1987, 1994), Antunes et al. (1988), Chicharo (1988),
Teoddsio (1988), Ré et al. (1990), Ré & Gongalves (1993), e Chicharo (1996, 1997, 1998)
estudaram aspectos relativos 4 ecologia das fases larvares de peixes (postura e
dindmica larvar, alimentagdo, condicdo nutricional, idade e crescimento) em alguns
sistemas estuarinos (ou zonas costeiras adjacentes) da costa Sudoeste e Sul de

Portugal.
Objectivos

A ecologia da fase plancténica de Clupeidae, Engraulidae, Gobiidae, Blennidae
e Atherinidae foi estudada preliminarmente nos estuarios dos rios Mira e Guadiana,
tendo-se abordado os seguintes aspectos:

a) Reconhecer as dreas de distribuicao, zonas de retengao e transporte das larvas
de Sardina sp., Alosa spp. e Engraulis sp., Gobiidae, Blennidae e Atherinidae, bem
como avaliar a sua abundéancia relativa nos ambientes dulgaquicola e estuarino dos
rios Mira e Guadiana;

b) Estudar os factores abidticos e bidticos susceptiveis de afectar a distribuicao
das larvas de peixe: temperatura, salinidade, turbidez, disponibilidade alimentar e
predagao/competicdo;

c) Adaptar técnicas fluorimétricas de extragdo e quantificagdo dos acidos

nucleicos e espectrofotométricas de quantificagdo das proteinas as espécies em



estudo, comparar os resultados obtidos, e estimar pardmetros para intercalibracdo de
resultados;

d) Avaliar a condicdo nutricional do ictioplancton através de indices
bioquimicos (RNA/DNA, Proteinas/RNA, Proteinas/DNA e Taxa Instantinea de
Crescimento Proteico - Gpi) ;

e) Relacionar a condicdo nutricional larvar com parametros abidticos e bidticos
relevantes;

f) Comparar a condigao nutricional entre bacias.



2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTUDO

2.1. Rio Mira

A bacia hidrogréfica do rio Mira ocupa uma éarea total de 1576 km? no Sudoeste
de Portugal (37°20' - 37°45' N, 8°05' - 8°50' W) (Loureiro et al., 1984). O rio Mira nasce
na Serra do Caldeirdo e desagua, 145 km depois, em Vila Nova de Milfontes
(FIGURA 1). Segundo Almeida (1988) o estudrio do rio Mira estende-se por 40 km, e
a sua largura maxima, cerca de 400 m, encontra-se junto a foz. Andrade (1986)
sintetiza as informagodes relativas a algumas caracteristicas hidroldgicas, salinidade,
turbidez, diferencial térmico e teor em oxigénio dissolvido, e a sua distribuicao
espacial (gradiente estuarino montante-jusante) e vertical (superficie-fundo). A
distribuicdo de batimetrias é bastante homogénea, com valores minimos a montante
(cerca de 3 m) e maiores profundidades registadas junto a alguns macicos rochosos,
entre 5 - 10 m (Andrade, 1986; Almeida, 1988).

Almeida (1996) propde uma zonagao do estuario do rio Mira adaptada de Costa
et al. (1994). A zona 1 (entre Vila Nova Milfontes e Moinho do Loural, km 12 do rio)
de caracteristicas predominantemente marinhas, em que a temperatura média anual
varia entre 12,0 °C e 22,5 °C e salinidade entre 27,0 ppm e 35,0 ppm. Esta zona
apresenta povoamentos de zoosterdceas e sapais nas margens, e ocorrem grande
namero de espécie ictias marinhas ocasionais que lhe conferem maior riqueza
especifica. A zona 2 (entre Moinho do Loural e Casao D. Soeiro, km 19 do rio) de
carateristicas estuarinas, i.e. com maiores amplitudes térmicas (9,0 - 26 °C) e salinas
(7,0 - 35,0 ppm). Existem areas de sapal, contudo em menor extensdo do que na zona
1, e ocorrem espécies de peixes tipicamente estuarinas. A zona 3 (entre Casao D.
Soeiro e Odemira, km 31 do rio) possui caracteristicas de estudrio superior, com
alguma influéncia dulcaquicola. A temperatura varia entre 8,0 e 26,5 °C e a salinidade
entre 0,0 e 23,0 ppm. Ocorrem menor ndmero de espécies e os ictiontes sdo

caracteristicos dos estuarios superiores (FIGURA 1).



2.2. Rio Guadiana

A bacia hidrografica do Guadiana (37°09' - 37°40' N, 7°15' - 7°40' W) possui uma
extensdo superficial de 67500 km? dos quais cerca de 12000 km?* se encontram em
territério nacional (Gonzélez, 1995). O Rio Guadiana nasce em Espanha, e depois de
um percurso de cerca de 750 km, passa a servir de fronteira entre Portugal e Espanha
em dois trogos que totalizam aproximadamente 200 km (Weinholtz, 1978). A foz do
Guadiana situa-se na extermidade Este da costa Sul de Portugal. A largura do rio
varia entre cerca de 550 m em Vila Real de Santo Anténio e 30 - 40 m mais para
montante. As profundidades sdo superiores a 5 m, e em geral situam-se entre 7 - 10
m. A profundidade méxima atinge segundo Rodrigues da Costa (1980) cerca de 15 -
17 m.

Apesar de ndo se encontrar estudado o regime de marés, constata-se que o seu
efeito se faz sentir para montante de Mértola, a cerca de 70 km da foz (Rodrigues da
Costa, 1980; Gonzalez, 1995). A velocidade da corrente determinada empiricamente
para a situacdo de vazante ronda 1,75 - 2 m.s™ e cerca de 1 m.s™ marés mortas. Na
enchente, os valores sdo ligeiramente inferiores (Rodrigues da Costa, 1980). Gonzalez
(1995) compilou informagcao relativa as caracteristicas geoldgicas, edafo-climaticas e
hidrolégicas do rio Guadiana, e definiu trés sectores estuarinos: 1) estuario inferior
(ou marinho), parte do estuario com maior extensdo lateral. Situa-se entre a foz da
ribeira do Beliche (12 km a Norte de Vila Real Santo Anténio) e a foz do rio
Guadiana. Apresenta uma morfologia deltaica de dominio misto (ondulagdo/maré) e
é 0 sector com maior profusdo de formas, 2) estuario médio (desde Alamo, 20 km a
norte de Vila Real Santo Anténio, até a foz da ribeira do Beliche). As formas,
sedimentos e vegetacdo apresentam um claro cardcter de gradiente, embora a
maioria do volume de sedimentos seja de origem fluvial. Este sector é claramente
controlado pelas marés; e 3) estudrio superior (ou fluvial) desde Mértola até ao
paralelo do Alamo. Apesar da influéncia das marés, esta zona caracteriza-se pela
presenca de formas e sedimentos de origem fluvial e pela colonizacdo das margens

por vegetacao dulgaquicola (FIGURA 1).






3. MATERIAL E METODOS

3.1. Metodologia de Campo

A amostragem decorreu entre Marco e Setembro de 1997 em virtude de esse
periodo corresponder aos maiores valores de abundancia das larvas dos taxa

considerados, nas bacias em estudo e em outros sistemas similares (cf. Antunes et al.,

1988; Chicharo, 1988; Ré & Gongalves, 1993; R¢é, 1994; Alexandrino, 1996).

3.1.1. Estratégia lagrangiana

Definiram-se 18 estagdes de amostragem, 8 no Rio Mira (de Vila Nova Milfontes
a Odemira, a cerca de 25 km da foz) e 10 no Rio Guadiana (de Vila Real Santo
Anténio a Mourao, a cerca de 178 km da foz), de acordo com as propostas de
zonagao referidas anteriormente (cf. Seccdo 2.) (FIGURA 1 e ANEXO I).

Em cada estacao, registou-se a temperatura e salinidade superficial da dgua (ca.
50 cm de profundidade), utilizando, respectivamente, um termémetro de balde e um
refractémetro. Estimou-se a turbidez, i.e. profundidade de extincdao da luz, com um
disco de Secchii.

Para recolher microzooplanctontes, organismos com dimensdes entre 0,06 e 0,5
mm (Omori & Ikeda, 1992), filtraram-se 10 - 20 litros de 4gua (colhidos a cerca de 50
cm de profundidade) por um crivo com malha de 0,06 mm. As amostras foram
fixadas em formaldeido a 4% tamponizado com tetraborato de sédio.

Para a recolha de mesozooplancton, organismos com dimensdes superiores a
0,5 mm (Omori & Ikeda, 1992), realizaram-se arrastos sub-superficiais (ca. 50 - 75 cm
profundidade) e horizontais com rede cénica de 0,5 mm de malha, 0,37 m de
didmetro de boca e 1,6 m de comprimento, durante 5 - 10 minutos. A rede estava
equipada com um fluxémetro General Oceanics e com um copo colector Hydrobios
mod. 438950. Os arrastos foram realizados a velocidade constante de 2 nés. De modo
a conhecer o volume filtrado pela rede recorreu-se ao ntimero de rotagdes efectuadas
pelo fluxémetro, ao factor de calibracdo do aparelho (0,027 m), ou seja, a distancia
percorrida que corresponde a uma rotacdo do fluxémetro, e a &drea da boca da rede.

Assim, foi possivel calcular o volume filtrado (em m®) através da seguinte férmula:



Volume Filtrado (m?) = A(rotagoes) x 0,027 m x 0,1075 m*.

Ap0s cada arrasto, a amostra foi concentrada no copo colector por lavagens da
rede (sem a imergir completamente), e o conteddo do copo colector foi
sucessivamente vertido numa caixa de petri negra. As larvas de peixe foram
retiradas, colocadas em microtubos Eppendorf referenciados e imediatamente
congeladas em azoto liquido (-197 °C). No laboratério, os microtubos foram
conservadas a -80 °C. Os restantes zooplanctontes foram fixados em formaldeido a

4% tamponizado com tetraborato de sodio.

3.1.2. Estratégia euleriana

Em Maio, Junho, Julho e Setembro de 1997 realizaram-se ciclos de colheitas de
24 horas nas estagdes de Vila Real de Santo Anténio (rio Guadiana) e Vila Nova de
Milfontes (rio Mira). De duas em duas horas registaram-se a temperatura, salinidade
e turbidez, e recolheram-se amostras de micro- e mesozooplancton, de acordo com as

metodologias descritas anteriormente.

3.2. Processamento Laboratorial

3.2.1. Andlise quantitativa

As amostras formalizadas de micro- e mesozooplancton foram observadas
utilizando um microscépio de inversao Zeiss Labovert e uma lupa binocular Wild
M8, respectivamente. Identificaram-se os zooplanctontes até ao nivel taxondémico
mais baixo possivel recorrendo aos manuais de identificagdo de Newell & Newell
(1963), Russell (1976), Smith (1977) e Todd & Laverack (1991), e as fichas de
identificacdo editadas pelo Conselho Internacional para a Exploracdo do Mar
(CIEM/ICES), e determinou-se a sua abundancia (ind./100m?). As larvas de peixe
foram identificadas até a familia de modo a reduzir a possibilidade de se obterem
conclusdes baseadas em erros de identificagdo taxonémica e para incorporar espécies
pouco representadas (Scheidegger & Bain, 1995). A partir de 7 amostras replicadas,

recolhidas aleatoriamente durante o més de Abril, estimou-se a variabilidade das



determinagdes da abundancia de zooplanctontes através do coeficiente de variacao
(CV), i.e. CV = erro-padrao/média * 100.

Nas amostras de microzoopldncton, e sempre que necessario, subamostrou-se (1
ml) sucessivamente o volume da amostra recorrendo a uma pipeta de Stempel de 5
ml. Em cada amostra e para cada faxon contou-se um numero de individuos nao
inferior a 300 como sugerem Omori & Ikeda (1992).

Nas amostras de mesozooplancton, e quando o ntiimero de organismos o exigia,
a amostra foi dividida em subamostras utilizando o principio do fraccionador de
Folsom. O critério de contagem seguido foi idéntico ao utilizado para as amostras de
microzooplancton. O comprimento padrao (CP) e o didmetro ocular (DO) das larvas
de clupeiformes formalizadas foram medidos com uma ocular micrométrica (ao 0,1

mm inferior).

3.2.2. Andlise da condicdo nutricional

Os reagentes utilizados para a avaliagdo da condigdo nutricional foram de
qualidade pro analise e as solugdes preparadas em material de vidro previamente
lavado com mistura cromossulftrica (ver Pombeiro, 1991) e d4gua destilada, e seco em
estufa a 60 °C durante 24 horas. Os protocolos para a preparacdo dos reagentes estdo

descritos no ANEXO II.

3.2.2.1. Homogeneizacdo e extracgcdo dos dcidos nucleicos

As larvas de peixe foram descongeladas, identificadas [usando as chaves
apresentadas por Newell & Newell (1963), Russell (1976) e as fichas de identificacdo
editadas pelo Conselho Internacional para a Exploracdo do Mar (CIEM/ICES)], e
medidas com aproximacdo ao 0,1 mm inferior, utilizando uma ocular micrométrica
instalada numa lupa binocular Wild M8. Os acidos nucleicos foram extraidos por
homogeneizacao das larvas em 0,15 ml de sarcosina 1% em tris-EDTA e posterior
diluicdo até 1,5 ml com tris-EDTA segundo o fluxograma da TABELA 1. Durante
todo o processo os micro-tubos Eppendorf contendo as larvas foram mantidos sobre
placas térmicas a uma temperatura inferior a 5 °C.

Para comparar os resultados obtidos com duas técnicas fluorimétricas

relativamente diferentes para a determinacdo do contettdo em 4cidos nucleicos, as



larvas congeladas foram processadas de acordo com as metodologias de Caldarone &
Buckley (1991) (CB) e de Clemmesen (1988, 1993) adaptada por Chicharo (1996) (CC).
Método de Caldarone & Buckley (1991) (CB) - uma aliquota de 0,2 ml de
homogeneizado foi combinada com 0,4 ml de Tris-NaCl. A outra aliquota de 0,2 ml
do mesmo homogeneizado foi adicionado 0,35 ml de Tris-NaCl e 0,05 ml de
Ribonuclease A. Esta solucdo foi incubada a 37 °C durante 30 minutos (TABELA 2).
Método de Clemmesen (1988, 1993) adaptado por Chicharo (1996) (CC) - a uma
terceira aliquota de 0,6 ml do mesmo homogeneizado foi adicionado 0,6 ml de
fenol:cloroférmio:édlcool isoamilico (49,5:1:49,5 v/v), e a solucdo agitada durante 10
minutos e centrifugada a 6000 rpm (<3 °C) por periodo idéntico. O sobrenadante foi
transferido para um novo micro-tubo Eppendorf ao qual se adicionou
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v). Os micro-tubos foram agitados durante 1
minuto e centrifugados durante 5 minutos a temperatura inferior a 3° C (TABELA 3).
A fase aquosa contendo os acidos nucleicos foi transferida para um novo micro-tubo,

eliminando-se a fase contendo os solventes orgéanicos.

TABELA 1 - Fluxograma da parte do protocolo
referente a homogeneizacdo das larvas e
extracao dos acidos nucleicos.

Homogeneizacio e Extragao dos Acidos
Nucleicos

Larva (>200 pg peso seco)
+

0,15 ml Sarcosina (1% em Tris-EDTA)

k%%

Vortex
b

15 minutos a temperatura ambiente
*k%k

Vortex vigoroso
k%

15 minutos a temperatura ambiente
+
1,35 ml Tris-EDTA

k%%

Agitacao (>1 minuto)
*x%

Centrifugacao a 4930 rpm (5 minutos, T<5°C)




TABELA 2 - Fluxograma relativo a quantificacdo dos contetido
em A&cidos nucleicos através do método de Caldarone &
Buckley (1991).

Quanificacio dos Acidos Nucleicos

(DNA+RNA) (DNA)
0,200 ml Sobrenadante 0,200 ml Sobrenadante
+ +
0,400 m] Tris-Base 0,350 ml Tris-Base
+ +
0,050 ml EB 0,050 ml RN Ase
*%%k k%%
Leitura Incubacgao a 37 °C (30 minutos)
+
Arrefecimento (15 minutos)
+
0,050 ml EB
kkk
Leitura

TABELA 3 - Fluxograma relativo a quantificacdo dos contetido
em acidos nucleicos através do método de Clemmesen (1988,
1993) adaptado por Chicharo (1996).

Quanificacio dos Acidos Nucleicos

0,600 ml Sobrenadante
+

0,600 ml Fenol:Cloroférmio: Alcool Isoamilico (49,5:1:49,5 v/v)

*%k%

Agitagdo (10 minutos)

*%k%

Centrifugacéo a 6000 rpm (10 minutos, T<5 °C)

0,300 ml Sobrenadante
+
0,300 ml Cloroférmio:Alcool Isomilico (24:1 v/v)

*h%

Agitacdo (1 minuto)

Centrifugacdo a 6000 rpm (5 minutos, T<5 °C)

(DNA+RNA) (DNA)
0,100 m] Sobrenadante 0,100 ml Sobrenadante
0,500 mltfris-Base 0,450 mltfris Base
0,050*;111 EB 0,050 I:NAse
Leitura Incubagdo a 37 °C (30 minutos)
+

Arrefecimento (15 minutos)
+




0,050 ml EB

*%k%

Leitura

3.2.2.2. Quantificagdo dos dcidos nucleicos

Os calculos envolvidos na determinacdo das concentracdes em acidos nucleicos
foram semelhantes para ambos os métodos. A fluorescéncia endégena das amostras
("branco") foi subtraida ao valor de fluorescéncia medido para o complexo amostra-
flu6foro. A fluorescéncia associada ao RNA, maioritariamente ribossomal, foi
calculada pela diferenca entre a fluorescéncia total (DNA + RNA) e a fluorescéncia
medida ap6s a digestdo do RNA pela Ribonuclease. Neste trabalho, e como sugere
Chicharo (1996), utilizou-se o brometo de etidio (EB) para determinar as
fluorescéncias dos acidos nucleicos.

Determinou-se a fluorescéncia das amostras, com comprimentos de onda de
excitacdo de 365 nm e de emissao de 590 nm, usando um espectrofluorémetro
Hitachi modelo 650-10. As concentracdes foram determinadas com base em rectas-
padrdao DNA-EB e RNA-EB, elaboradas simultineamente a partir de solugdes
apropriadas de padrdo de DNA e RNA (ANEXO II).

3.2.2.3. Quantificacdo das proteinas

Determinou-se a concentracdo em proteinas soltiveis das larvas segundo um
procedimento adaptado de Bradford (1976). As solucdes de proteinas foram
preparadas com uma solu¢do tampao de NaCl 0,15 M. Os protocolos para a
preparacdo das solucdes utilizadas na anélise proteica das larvas sdo apresentados no
ANEXO L

Para a quantificagio do contetdo proteico larvar, adicionou-se 0,9 ml de
reagente de Coomassie a 0,2 ml da solugdo obtida num passo intermédio do
procedimento descrito para a determinagdo dos acidos nucleicos (TABELA 4). A
solucdo foi agitada durante alguns segundos e, ap6és um periodo de cerca de 5
minutos, determinou-se a absorvancia da solugdo a 595 nm num espectrofotémetro
Hitachi U-1100. As concentragdes das proteinas foram calculadas a partir de rectas-

padrao elaboradas diariamente com albumina pura de bovino [0,5 mg/ml] (ANEXO



IT). Analisou-se a precisao das determinagdes das proteinas soltaveis através do

coeficiente de variagao (CV), ou seja, CV = erro-padrao/média * 100.

TABELA 4 - Fluxograma do procedimento
de Bradford (1976) para a quantificacao das
proteinas.

Quantificacdo das proteinas soltveis com
Azul Brilhante de Coomassie

0,2 ml homogeneizado (congelado no final do
procedimento esquematizado na TABELA 1)
+

0,9 ml Reagente de Coomassie
*x%

Vortex
*%k%

Incubacdo (~2 minutos) a temperatura ambiente
*x%

Leitura

3.2.2.4. Indices de condicio

Com base nas concentragdes em 4acidos nucleicos e proteinas solaveis obtidas
calcularam-se os indices RNA/DNA, PROT/RNA e PROT/DNA. Calculou-se,
ainda, a taxa de crescimento proteico instantaneo (Gpi) de acordo com a seguinte

equacgdo (Buckley, 1984):

Gpi (%/dia) = 18,18 - 4,75*RNA/DNA + 0,93*T

em que RNA/DNA é a razao entre acidos nucleicos obtida pela técnica de Clemmesen
(1988, 1993) adaptada por Chicharo (1996) e T a temperatura da 4gua no momento da

captura em °C.

3.3. Analise dos Dados

3.3.1. Associagdo entre ovos e larvas de peixe e pardmetros hidrolégicos e bioldgicos

As relagdes entre a abundancia dos ovos e das larvas de peixe, e dos parametros
hidrolégicos, potenciais presas e predadores/competidores foram estudadas usando
o coeficiente de correlagdo de Spearman (Conover, 1980). Esta andlise de correlacao

nao pressupoe a distribuicdo normal das varidveis em estudo e ndo assume um tipo



particular de relagdo entre as varidveis. Adicionalmente, se se considerar a=0,05
numa matriz de correlacdes, uma em cada vinte interacGes serd significativa devido
ao acaso (Cushing, comunicagdo pessoal). Por forma a eliminar essa possibilidade, o
nivel de significancia de r foi corrigido de acordo com o método de Bonferroni
(Snedecor & Cochran, 1982): a/n', em que n' é o nimero de pares de interagdes na
matriz.

O ajuste dos modelos de regressao entre pardmetros da abundancia dos ovos e
larvas de peixe, factores hidrolégicos e outros zooplanctontes foi analisado com base
no coeficiente de determinacdo e nos coeficientes de correlacdio parcial, e a

significancia com base nos resultados da ANOVA (Zar, 1996).

3.3.2. Limite de deteccdo da técnica fluorimétrica

O limite de detecgao da técnica fluorimétrica foi determinado segundo Miller &
Miller (1988), que o definem como a concentracdo que produz uma leitura (y)
(fluorescéncia relativa) igual a leitura do "branco" (y,) mais dois desvios-padrao (s)

do "branco":y =y, + 2 * 5.

3.3.3. Percentagem de recuperacio de dcidos nucleicos e wvariabilidade das

determinacoes

Determinou-se a percentagem de recuperacdo de acidos nucleicos através da
adicdo de volumes conhecidos de solucdo-padrdo (DNA-L e RNA-16s+23s) a oito
replicados de um homogeneizado de 24 larvas. As concentracdes em acidos nucleicos
finais foram corrigidas com base nestes valores. A variabilidade das determinacgdes

foi avaliada recorrendo ao coeficiente de variacao, CV = desvio-padrao/média * 100.

3.3.4. Comparagio de métodos para extracdo e quantificacdo de dcidos nucleicos

Os valores obtidos pelos dois métodos estudados (CB e CC) para as
concentragdes em dacidos nucleicos e razdes RNA/DNA foram logaritmizados
[Log(x+1)] por forma a corrigir a ndo-normalidade. A distribuicdo normal dos dados
transformados foi, entdo, avaliada recorrendo ao teste de Kolmogorov-Smirnov (Zar,

1996). Para a andlise comparativa utilizaram-se os dados relativos as familias



Clupeidae (n=51), Blennidae (n=84), Gobiidae (n=141) e Atherinidae (1n=46) em
virtude da sua abundancia relativa corresponder a mais de 10% do total de larvas
analisadas. As diferencas entre bacias, familias e métodos foram estudadas através
de ANOVA com o comprimento-padrdo como co-varidvel continua. As relagdes
entre Log(DNA), Log(RNA) e Log(RNA/DNA) obtidos com os dois métodos foram
estudadas usando regressao linear (método dos minimos quadrados) e a sua
significancia testada por ANOVA. O ajuste e significaincia desses modelos de
regressdo foram analisados com base no coeficiente de determinacgdo, 7°, e nos
resultados da ANOVA, respectivamente (Zar, 1996). Complementarmente, a hip6tese

nula, H,: b=1, foi testada usando o teste t-Student (Zar, 1996).

3.3.5. Relagdo entre pardmetros da condigdo nutricional e factores abiéticos/bidticos

relevantes

Utilizou-se informagao bioquimica referente a 340 larvas de peixe, 57 larvas de
Clupeidae, 12 de Engraulidae, 84 de Blennidae, 141 de Gobiidae e 46 de Atherinidae.
As familias consideradas, excepto Engraulidae, corresponderam a mais de 10% do
numero total de larvas analisadas. Os valores dos contetidos em &acidos nucleicos e
dos indices de condicao (RNA/DNA, PROT/RNA, PROT/DNA e Gpi) foram
relacionados com os parametros abiéticos estudados, com Log(abundéncia de presas)
e com Log(abundéncia de potenciais predadores) através do coeficiente de correlagdo
de Spearman (Conover, 1980). Como referido anteriormente, o foi corrigido de
acordo com o método de Bonferroni (Snedecor & Cochran, 1982). Posteriormente, os
factores que se correlacionaram significativamente foram integrados em modelos de
regressao linear/curvilinea, simples ou multipla (Zar, 1996). O ajuste e significancia
desses modelos de regressdo foram analisados com base no coeficiente de
determinacdo, nos coeficientes de correlagdo parcial, e nos resultados da ANOVA,

respectivamente (Zar, 1996).

3.3.6. Comparacdo da condicdo nutricional larvar entre noite/dia e entre bacias

Preliminarmente, determinou-se a percentagem de larvas em estado de
inanicdo com base nos seguintes critérios: 1) larvas com RNA/DNA inferior a 1,3

(clupeideos), e 1,0 (restantes familias) (cf. Clemmesen, 1994; Chicharo, 1996) e 2)



larvas com Gpi < 0% (Buckley, 1984). Complementarmente, calculou-se o valor
critico da razdo RNA/DNA, ie. RNA/DNA correspondente a um crescimento
proteico igual a zero, a partir de RNA/DNA(critico) = 3,83 - 0,196*T (Buckley, 1984)
Compararam-se os indices de condi¢do nutricional e parametros associados
entre dia (6:30 - 21:00 H) e noite (21:00 - 6:30 H) e entre bacias (rios Mira e Guadiana),
considerando os dados combinados da andlise bioquimica (familias Clupeidae,
Blennidae, Gobiidae e Atherinidae) e as varidveis logaritmizadas [Log(x + 1)], através
de ANOVA a trés entradas (factores Bacia, Dia/Noite e Familia) com o CP e
Temperatura como co-varidveis continuas. Posteriormente, compararam-se o0s
valores logaritmizados, [Log(x + 1)], dos indices determinados entre bacias através

do teste t-Student (Zar, 1996).



4. RESULTADOS

4.1. Parametros hidrolégicos e distribuicao das potenciais presas e

predadores/competidores.

4.1.1. Variagdo espacial

Os parametros hidrolégicos médios foram diferentes nos dois rios. Enquanto no
rio Mira a temperatura, salinidade e turbidez foram, respectivamente 24,8 + 2,37 °C,
18,8 + 11,17 ppm e 50,9 + 50,7 cm, no rio Guadiana os valores foram menores para a
temperatura e salinidade (21,5 + 3,69 °C e 10,2 + 12,12 ppm, respectivamente), e
maior para a turbidez 74,0 + 37,05 cm. Os vérios parametros apresentaram gradientes
montante-jusante, decrescentes no caso da temperatura e crescentes para a salinidade

(FIGURA 2) e profundidade do disco de Secchii.
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FIGURA 2 - Variagao espacial da temperatura e
salinidade registadas nos rios Mira e Guadiana.



Considerando os volumes médios filtrados em cada rio (55,5 + 20,77 m® no rio
Mira e 54,6 + 2749 m® no rio Guadiana), a abundancia total de micro- e
ictioplanctontes foi maior no rio Guadiana (3,23 * 10° e 1,16 * 10* ind./100m? vs. 1,09 *
10° e 7,24 * 10° ind./100m’) e a abundancia de mesozooplanctontes foi menor (1,21 *
10° vs. 1,58 * 10° ind./100m?). O coeficiente de variacdo associado aos valores de

abundéancia foi de 48,5%.

4.1.1.1. Rio Mira

No rio Mira, os nauplii de copépodes dominaram a fracgdo microzooplancténica
das amostras (>86% da abundancia total). Aquele faxon ocorreu principalmente nas
estacdes mais a jusante (zonas 1 e 2) e em nimero bastante apreciavel (maximo de
~228000 ind./100m® na estacdo #3 em Setembro) (FIGURA 3). A abundancia dos
gastropodes (2,9%) variou bastante durante o periodo de amostragem, com maximo
em Setembro na estacdo #0 (21000 ind./100m*) e minimo em Maio na estagao #1 (~49
ind./100m%. Os foraminiferos (3,2% da abundéancia total) ocorreram apenas em
Junho (~49 ind./100m%), Agosto (17500 ind./100m’) e Setembro (14000 ind./100m°)
em estagdes do estudrio inferior (zonas 1 e 2). Os dinoflagelados (2,7% do total) e os
copépoditos (~1,5%) surgiram apenas em amostras obtidas em Setembro (estacdo #0
e 3) com efectivos importantes, ~29200 e 7000 ind./100m?, respectivamente (FIGURA
4).

250000
O Maio
200000 + @ Junho
W Julho
2 150000 + @ Agosto
S
g [ Setembro
g 100000 -
50000 -
0
0 1 2 3 4 5 6
Estacao

FIGURA 3 - Variagao espacial dos nauplii de copépodes no rio Mira.



50 —

40 O Gastropoda
” O Copepoditos
Maio 30+ @ Dinoflagellata
20 + @ Foraminifera
10 +
0 | | | | | | |
4000
O Gastropoda
3000 - O Copepoditos
]unho 2000 + @ Dinoflagellata
@ Foraminifera
1000 —+
0 = | | — | f— } }
4000
Gastropoda
Julho o P
3000 - O Copepoditos
2000 + @ Dinoflagellata
@ Foraminifera
1000 —+
0 1 1 1 1 1 1 1
20000
Agosto O Gastropoda
$ 15000 O Copepoditos
10000 m Dinoflagellata
@ Foraminifera
5000 +
U 1 1 1 : ; ; ;
80000
Setembro O Gastropoda
60000 - O Copepoditos
40000 + @ Dinoflagellata
@ Foraminifera
20000 +
0 1 1 = ; ; | ==

FIGURA 4 - Variagdo espacial das larvas de gastrépodes, dos
copepoditos, dos dinoflagelados e dos foraminiferos no rio Mira.

Quanto aos mesozooplanctontes, a abundancia de hidrozoarios, que
representaram ~43,6% da abundancia total, variou bastante ao longo do periodo de
amostragem e estacdes estudadas. Em Maio e Junho, os maximos verificaram-se nas
estacgoes #6 (~12500 ind./100m’) e 0 (~2240 ind./100m’), respectivamente. Entre Julho
e Setembro as maiores abundancias ocorreram nas estacdes intermédias (#3 - 5, entre
2000 e 12000 ind./100m?). Os misidaceos (32,2% do total) ocorreram esporadicamente
nas estagdes mais a montante (#4 - 6) em densidades que variaram entre ~38

ind./100m’ na estacdo #4 em Agosto, e ~37600 ind./100m’ na estagdo 6 em Junho



(FIGURA 5). A abundancia de zoea/mysis de decdpodes (8,3%) distribuiu-se
bimodalmente, com méximos nas estagdes mais a jusante (#0 e 1) de cerca 590
ind./100m? e a montante (estacdes #5 - 6) de cerca 650 ind./100m?>. Quanto aos
nauplii (~4,6% do total), os valores maximos de abundancia verificaram-se em Agosto
(estagdo #6, ~7200 ind./100m’) sendo que durante o periodo de amostragem estes
mesozooplanctontes ocorreram regularmente em nimero inferior (<250 ind./100m?).
Por fim, os copépodes (5,3% do total), ocorreram em ntmero apreciavel em Junho e
Julho (méaximos de ~6300 e ~1600 ind./100m’, respectivamente) nas estagdes #1 e 2.

Nos restantes meses a densidade ndo ultrapassou ~320 ind./100m’ (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Variagdo espacial dos (A) hidrozoarios, dos misidaceos, e (B) dos copépodes e dos
decapodes no rio Mira.



Ocorreram ovos de peixe em todos os meses, verificando-se as maiores
abundancias em Junho (com cerca de 4500 ovos/100m?® na estacdo #1), Julho e Agosto
(com méximos de <400 ovos/100m’ nas estagdes #1 e #2, respectivamente). Os ovos
de Engraulis sp. ocorreram regularmente ao longo do periodo de amostragem, com
abundancias superiores a 300 e 150 ind./100m® nas estagdes #1 e 2, respectivamente
em Julho e Agosto (FIGURA 6).

Capturaram-se larvas de clupeideos (Alosa spp.) em Maio, Agosto e Setembro
em esta¢des mais a jusante (#0 e 1) e em Julho na estagdo #6. Apenas se registou uma
ocorréncia de larvas de Engraulis sp. em Setembro na estacdo #1. Os gobideos
ocorreram entre Junho e Setembro em esta¢des intermédias (#1 - 4), com densidades
que variaram entre ~2 e <35 ind./100m’. Apenas ocorreram larvas de aterinideos em

Junho na estagdo #1 (~5 ind./100m’) (FIGURA 7).
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FIGURA 6 - Variacao espacial dos ovos de peixe no rio Mira.
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FIGURA 7 - Distribuigdo espacial das larvas de peixe no rio Mira.




4.1.1.2. Rio Guadiana

Entre os microzooplanctontes, os nauplii de copépodes dominaram as amostras
obtidas no rio Guadiana (>80% da abundancia total), ocorrendo principalmente no
estudrio inferior (estacdes #1 - 4). Os copepoditos (7,7% do total) ocorreram apenas
entre Margo e Junho nas estacdes #1 a 5. Os rotiferos (2,2%) foram amostrados em
maior nimero nas estagdes mais interiores (#5 - 9) em Julho e nas estacdes mais a
jusante nos restantes meses. Quanto aos ciliados (7,4%), as maiores abundancias

ocorreram em Marco (estacOes #5 - 9) e Abril (estagoes #0 - 4) (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - Distribuigdo espacial dos ciliados, copepoditos e nauplii de copépodes no rio
Guadiana.

No rio Guadiana, os copépodes constituiram o grupo mais abundante dos
mesozooplanctontes (>57% da abundancia total) e ocorreram de forma irregular ao
longo do periodo de amostragem deste estudo e das estagdes prospectadas. Em
Margo registou-se um maximo (estagdo #1) de cerca 58700 ind./100m?’. Entre Abril e
Setembro, a abundancia por estagdo diminuiu até Junho (com ocorréncias nas
estacOes interiores), aumentando posteriormente até Setembro (e nas estagdes mais

interiores). Quanto aos cladéceros (~14%), o maximo ocorreu na estagao #9 em Maio



(~13800 ind./100m’). As densidades foram maiores nas estagdes mais a jusante em
Margo/ Abril e nas estagdes mais interiores em Julho e Setembro (FIGURA 9). Os
insectos (2,5%) ocorreram irregularmente, enquanto os quetognatos (3,3%) ocorreram
esporadicamente com méximo de abundancia em Maio (~2700 ind./100m?® na
estacdo #9) e minimo em Abril (<2 ind./100m’ na estagdo #4). A abundéncia de
nauplii de decdpodes (7,4% do total) foi maior em Junho (estacdo #9, ~7250
ind./100m’) e, geralmente, nas estagdes mais interiores. As fases zoea/mysis (~3,8%)

distribuiram-se irregularmente ao longo das estacdes, com maiores abundéancias em

Maio (~1800 ind./100m’, estagdo #9) (FIGURA 10).

60000 ind,/100m3 900 ind./100m3
50000 [ Marco 800 1 Junho
1 700 +
40000 + 600 -+
500 -+
30000 + 200 1
20000 + 300 +
=} nllm
0 He—y | P 0 A PR P B e L -
3500 T 1600
3000 L 1400 | Jutho
2500 + 1200 +-
2000 4 1000 +
800 +
1500 -+ 600 |
1000 -+ 200 +
500 + H 200 +
0 1 VR i IS B M 0+—=—=————= B
14000 6000 T———
ato etemoro
Clad
12000 ;COa eoczg; 5000 1 @ Cladocera
10000 -+ |2 -opepodal 4000 | @ Copepoda
8000 +
3000 +
6000 +
2000 4 2000 +
2000 + 1000
| | \_\_\|_|\ [I— 0 ,_|\ [ | | \-\ | e—
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Estacao Estacao

FIGURA 9 - Distribuicdo espacial dos clad6ceros e copépodes no rio Guadiana.
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FIGURA 10 - Distribuicao espacial dos decapodes (nauplii, zoea e mysis), dos quetognatos e dos
insectos no rio Guadiana.

Os ovos de peixe constituiram um grupo importante do plancton, com
densidades de aproximadamente 35 ind./100m’> em Maio (estagdo #2), ~1000
ind./100m> em Margo (estagdo #5), Junho (estagdo #5) e Setembro (estagdo #4), e de
cerca de 5000 ind./100m® em Julho (estagdo #4). Assim, os ovos de clupeideos (0,22%
do total) ocorreram esporadicamente, contudo em Junho e Julho, registaram-se
densidades de 100 - 180 ind./100m® nas estacdes #5 e 4. Os ovos de E. encrasicolus
(1,6% da abundancia total) surgiram na estacdo #5 em Marco e Abril e nas estagdes
#4 - 7 entre Junho e Setembro em densidades apreciaveis (<800 ind./100m?)
(FIGURA 11).

As larvas de clupeideos (<0,07% do total) ndo ocorreram em Maio e Setembro,
e as densidades registadas nos restantes meses ndo ultrapassaram 35 ind./100m? (de
Sardina sp. na estagdo #2 em Marco) sendo geralmente inferiores a 8 ind./100m®. Em
Margo, Maio-Julho recolheram-se larvas de clupeideos (Alosa spp.) em estagdes mais
a montante junto ao limite de intrusdo da maré (#4 - 8). Registou-se um méximo de

12 ind./100m® em Margo na estagdo #8, e nos restantes meses em que ocorreu (Maio -



Julho) a densidade nao excedeu 5 ind./100m’. Apenas em Julho foram amostradas
larvas de Engraulis sp. (<0,005% do total), densidades <5 ind. 100 m?, nas estacoes #0
e 4. Os gobideos ocorreram em Margo, Abril, Julho e Setembro, registando-se um
maximo de ~40 ind./100m> na estacdo #4 (em Julho). Quanto aos blenideos,
ocorreram regularmente em todos os meses com densidades que variaram entre <2
ind./100m> (estagoes #0 e 7, em Setembro) e ~10 ind./100m’ (estagdo #4 em Margo,
Abril e Maio). Foram colhidas larvas de aterinideos em Abril, Junho e Julho, em
estages mais a montante (#5 - 7) e sempre com densidades inferiores a 5 ind./100m?

(FIGURA 12).
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FIGURA 11 - Distribuigdo espacial dos ovos de peixe (A), e designadamente de clupeideos e
engraulideos (B), no rio Guadiana.
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FIGURA 12 - Distribuigdo espacial da densidade de larvas de peixe no rio Guadiana.

4.1.2. Variag¢do nictemeral

Os parametros hidrolégicos registados variaram entre rios. Os valores da
temperatura, da salinidade e da turbidez média no rio Mira, foram 18,9 + 1,52 °C,
35,5 + 1,87 ppm e 197 + 42,4 cm, enquanto no rio Guadiana aqueles parametros foram
21,0 £ 2,97 °C, 33,5 + 3,86 ppm e 127,5 + 55,6 cm, respectivamente (FIGURA 13). A
amplitude de marés nos dois rios foi relativamente semelhante, 2,60 m no rio Mira e
2,43 m no rio Guadiana. O mesmo se verificou para os volumes filtrados médios, i.e.
45,6 + 14,46 m® no rio Mira e 43,3 + 17,87 m® no rio Guadiana. A abundancia de
micro- e mesozooplancton foi menor no rio Guadiana (1,02 * 10° e 1,31 * 10°
ind./100m> vs. 3,28 * 10° e 4,01 * 10° ind./100m°, respectivamente). Pelo contrario, a
abundancia de ictioplantontes foi maior no rio Guadiana, 5,90 * 10* vs. 1,01 * 10*

ind./100m?’.
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FIGURA 13 - Variagdo horéria da temperatura e salinidade nos rios Mira (A) e Guadiana (B), nos
quatro ciclos de 24 horas de amostragem realizados (linhas e pontos).

4.1.2.1. Rio Mira

Os estados larvares de copépodes microzooplancténicos (nauplii, 23,8% da
abundancia total e copepoditos, 27,4% do total) ocorreram em todos os ciclos de 24
horas realizados no rio Mira. Excepto no meés de Junho, os nauplii de copépodes
ocorreram associados a maré. Naquele més, os valores méaximos de densidade
registaram-se durante a baixa-mar nocturna. Os copepoditos surgiram regularmente
em Maio e esporadicamente nos ciclos de Junho e Setembro. Foram amostradas
larvas de bivalves em todos os ciclos de 24 horas (31,8% do total), sendo que as
maiores abundéncias se registaram em Maio (maximos de ~250000 ind./100m® as
12:30 e 6:30) (FIGURA 14). Os anelideos (9,7%) ocorreram irregularmente em todos os
ciclos de 24 horas, com os valores mdaximos registados em situacdo de
enchente/preia-mar (~600 ind./100m> em Julho as 4:30 e ~110000 ind./100m> em
Maio as 12:30). Os hidrozodrios microzooplancténicos (2,9%) apenas ocorreram
durante o ciclo de Maio, com maximo as 2:30 em situagdo de preia-mar (~45000
ind./100m%). Pelo contrario, as larvas de gastropodes (2,1%) surgiram nos ciclos
realizados em Junho, Julho e Setembro, variando as densidades entre ~100 e cerca de

17500 ind./100m’ (em Julho, as 22:30) (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - Distribuicao nictemeral dos (A) nauplii de copépodes, copepoditos, larvas de
bivalves e (B) hidrozodrios, anelideos e larvas de gastrépodes no rio Mira. Em setembro os
nauplii de copépodes atingiram um maximo de 404200 ind./100m® as 12:30 que ndo se
apresenta para facilitar a visualizagdo dos restantes resultados.

Da fraccdo mesozooplanctonica, os nauplii de decapodes (>45% da abundancia
total) ocorreram regularmente em todos os ciclos de maré, com as maiores
abundancias a verificarem-se em Setembro (méximo de cerca 60000 ind./100m? as
10:30). Genericamente, a distribui¢do de abundéncias corresponde a altura de agua,
i.e. ao ciclo de maré. Quanto as fases zoea/mysis (16,2% do total) ndo se registaram
ocorréncias em Setembro e as abundancias variaram entre 100 e 2200 ind./100m?,
excepto em Junho quando se verificou um méximo de ~50000 ind./100m? as 6:30. Os
copépodes (19,7%) ocorreram regularmente em todos os ciclos com valores de
densidade que variaram com a maré (maximo excepcional no ciclo de Junho as 6:30,
~30000 ind./100m% (FIGURA 15). A distribui¢do das abundancias de clad6ceros

(5,7%) parecem corresponder ao ciclo de maré, com maiores valores registados em



Maio (maximos de ~4000 ind./100m® as 4:30 e 14:30). As maiores densidades de
misidaceos (2,6%) verificaram-se durante a noite (20:30 - 6:30) com os méximos de
cerca de 5500 ind./100m> em Maio e ~3000 ind./100m® em Setembro. Os talidceos
(24%) nado ocorreram em Junho, a distribuicdo das densidades variou
nictemeralmente e as maiores densidades registaram-se em Julho (méximo de ca.
2000 ind./100m® as 12:30). Quanto aos isépodes (1,5%), distribuiram-se regularmente
ao longo dos ciclos de 24 horas em todos os meses com maximo de ca. 1200
ind./100m> em Junho as 6:30). A distribuicdo das abundancias de apendicularios
(1,7% do total) pareceu corresponder ao ciclo de maré, com os maiores valores

registados em Maio em situacdo de preia-mar (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Distribui¢do nictemeral dos (A) copépodes, decapodes (nauplii, zoea e mysis) e (B)
cladéceros, misidaceos, is6podes, apendicularios e talidceos no rio Mira.
Recolheram-se ovos de peixe em todos os ciclos de 24 horas realizados no rio
Mira. As densidades que parecem corresponder ao ciclo de maré, diminuem ao longo
do tempo, com registo de valores superiores a 1500 ind./100m® em Maio e <120

ind./100m> em Setembro. Os ovos de clupeideos (<0,6% do total) e engraulideo



(<0,2%) apenas ocorreram nos ciclos realizados em Maio e Junho, com densidades
que variaram entre ~2 (em Junho as 0:30) e ~1000 ind./100m® (em Maio as 16:30) e
entre ~2 (em Maio as 2:30) e ~360 ind./100m? (as 10:30), respectivamente. As maiores
abundéncias de ovos de clupeideos ocorreram durante a preia-mar diurna enquanto
os ovos de engraulideo ocorreram de forma mais abundante durante a baixa-mar
(FIGURA 16).

Capturaram-se larvas de clupeideos nos ciclos realizados em Maio e Junho, com
densidades inferiores a 100 ind./100m® Em Maio, ocorreram de forma regular e
correspondendo ao ciclo de maré (com valores mais elevados durante a
enchente/preia-mar diurna), registando-se um méximo de >80 ind./100m’ as 14:30.
Os gobideos ocorreram irregularmente em todos os ciclos de 24 horas realizados de
forma independente da maré, sendo que as maiores densidades se registaram em
Junho (<300 ind./100m? as 6:30). Quanto aos blenideos, apenas ocorreram entre Maio
e Julho com distribui¢cdes circadianas relativamente independentes da maré,
registando-se as maiores densidades também em Junho (>300 ind./100m’ as 6:30).
Apenas ocorreram larvas de aterinideos nas recolhas efectuadas em Maio (2 - 5

ind./100m? as 4:30, 12:30 e 0:30) (FIGURA 16).
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FIGURA 16 - Distribuigdo nictemeral dos ovos (A) e das larvas de peixe (B) no rio Mira.



4.1.2.2. Rio Guadiana

No rio Guadiana, os nauplii de copépodes dominaram as amostras de
microzooplancton, correspondendo a cerca de 69% da abundéancia total, e
distribuiram-se irregularmente nos varios ciclos de 24 horas realizados. A densidade
foi maior no ciclo de Maio (méximos de cerca 110000 - 126000 ind./100m? as 1:00,
19:00 e 21:00), e decresceu ao longo do periodo de amostragem. Os ciliados (~22% da
abundéncia total) ocorreram irregularmente nos véarios ciclos de 24 horas, com
maiores abundancias no ciclo realizado em Maio. As distribui¢cdes das larvas de
anelideos (~7,5%), gastropodes (>11,5% do total) e de bivalves (~7,5%) foram
semelhante a dos ciliados (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - Distribuigdo nictemeral dos nauplii de copépodes, dos ciliados (A) e das larvas de
anelideos, de gastrépodes e de bivalves (B) no rio Guadiana.



Os clado6ceros constituiram o taxon mais representado na fraccdo
mesozooplancténica das amostras obtidas durante os ciclos de 24 horas, cerca de 22%
da abundéancia total. A sua densidade pareceu corresponder, embora ligeiramente, ao
ciclo de maré. A distribuicdo da abundancia de zoea/mysis de decidpodes (~14,6%) foi
similar a descrita anteriormente para cladéceros, enquanto os nauplii (~4%) apenas
foram capturados (de forma irregular) em Maio e Junho. Estes tltimos ocorreram em
nimero aprecidvel em situacdo de vazante. Os misidaceos (7,8%) e isdpodes (~4,9%)
ocorreram em todos os ciclos de 24 horas, especialmente durante a noite (21:00 -
5:00). Os copépodes (3,8% do total) ocorreram irregularmente nos ciclos realizados
em Junho e Setembro. Quanto aos quetognatos (~1%), a sua abundancia foi maior no
ciclo realizado em Setembro, com os valores de densidade a variarem entre ~200 e
2300~ ind./100m®(23:00 e 19:00, respectivamente) e associados aos ciclos de maré. Os
hidrozoérios (corresponderam a ~2% da abundéncia total) ocorreram em maiores
densidades durante a preia-mar da tarde e noite (FIGURA 18).

Em Maio, registaram-se densidades superiores a 6000 ovos/100m’ (maximo de
~13000 ovos/100m® as 21:00), enquanto em Junho, as densidades dos ovos variaram
entre ~100 ovos/100m? e ~3500 ovos/100m?. Neste tltimo més, a densidade dos ovos
correspondeu ao ciclo de maré. Apenas se capturaram ovos de clupeideos (0,6% da
abundancia total) e de engraulideo (~58% do total) em Maio/Junho e
Maio/Junho/Setembro, respectivamente, sendo que as maiores abundancias se
registaram em Maio durante a enchente/preia-mar da tarde (maximos de as 21:00 de
~660 e 4272 ind./100m’, respectivamente) (FIGURA 19).

As larvas de Clupeidae ocorreram irregularmente em todos os ciclos de
amostragem com densidades inferiores a 50 ind./100m®, enquanto apenas em Junho
(as 1:00 e 3:00) e em Setembro (as 19:00) foram amostradas larvas de Engraulis sp.,
sempre em densidades <20 ind./ 100m?®. Pelo contrario, os gobideos abundaram
durante os periodos de preia-mar e os blenideos ocorreram durante a enchente em
Maio e durante a vazante nos restantes meses. As maiores abundéncias desses taxa
registaram-se em Junho (80 - 120 ind./100m’ as 15:00 e 23:00) e em Maio (310
ind./100m? as 19:00), respectivamente. Quanto aos aterinideos, apenas ocorreram nos
ciclos realizados em Maio e em Junho, em namero inferior a 5 ind./100m?> (FIGURA

19).
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FIGURA 18 - Distribuicdo nictemeral dos cladoceros, dos misidaceos, dos isépodes (A), de decapodes, de copépodes (B) e de anfipodes, quetognatos e

hidromedusas no rio Guadiana.
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FIGURA 19 - Variacao circadiana da densidade de ovos de peixe (A), e designadamente dos ovos de
clupeideos e engraulideos (C), no rio Guadiana. Distribui¢do nictemeral das larvas de peixe no rio
Guadiana (B). Nao se apresentam os dados relativos aos ciclos de Julho e Setembro em virtude da
ocorréncia esporadica de larvas

4.2. Associa¢Oes entre ictioplanctontes e restantes parametros abidticos

e biéticos.

4.2.1. Pardametros hidroldgicos

N

Na TABELA 5 apresentam-se os resultados relativos a analise espacial e
nictemeral das relacdes entre a distribuicdo dos ictioplanctontes e de alguns
parametros hidrolégicos. Considerando o nivel de significancia corrigido (a'), no rio

Mira apenas a distribuicdo espacial dos ovos de peixe se correlacionou



significativamente com alguns pardmetros hidrolégicos, designadamente a
temperatura e salinidade. Especificamente, a distribuigdo espacial dos ovos de
engraulideo ocorreu associada a salinidade e temperatura, enquanto as larvas de
gobideos se correlacionaram negativamente com a temperatura. No rio Guadiana, as
distribui¢oes da salinidade e turbidez estiveram relacionadas coma abundancia dos
ovos de peixe, e particularmente com ovos de engraulideo.

No rio Mira, a distribuicdo nictemeral dos ictioplanctontes correlacionou-se
negativamente com a altura de dgua e temperatura, excepto em blenideos. Pelo
contrdrio, no rio Guadiana apenas se obtiveram correlagdes significativas (e
negativas) entre ovos de peixe e larvas de aterinideos e a temperatura, e entre

abundancia de larvas de gobideos e a salinidade.

TABELA 5 - Coeficientes de correlacdo de Spearman significativos obtidos
para a andlise das relacdes entre os ovos e larvas de peixes e alguns
parametros hidrolégicos. O - ovos, T - temperatura, S - salinidade, Secchii -

turbidez, ALT - altura de dgua; * p<0,005, ** p<0,002, *** p<0,001.

Estratégia Bacia Ictioplincton Pardmetro R
Espacial Mira O. peixe T -0,61**
O. peixe S 0,64**
O. Engraulidae T -0,51*
O. Engraulidae S 0,49%*
Gobiidae T -0,57*+*
Guadiana O. peixe S 0,64**
O. peixe Secchii ~ 0,55**
O. Engraulidae S 0,51*
O. Engraulidae Secchii ~ 0,53**
Nictemeral Mira O. peixe T -0,61%**
O. Clupeidae T -0,67%%*
O. Engraulidae ALT -0,39*
Clupeidae T -0,55%**
Blennidae T 0,54***
Guadiana  O. peixe T -0,62%%*
Gobiidae S 0,51 %
Atherinidae T -0,44*

4.2.2. Potenciais presas

As relagdes entre a distribuicdo espacial e variacao nictemeral da abundéncia de
ovos e larvas de peixe e a abundancia dos grupos microzooplancténicos que podem

constituir presas potenciais, apresentam-se na TABELA 6.



Se, por um lado, no rio Mira ndo se obtiveram correlacdes significativas
(p>0,007) entre as distribuigdes espaciais de ictioplanctontes e potenciais presas, por
outro, no rio Guadiana os ovos e larvas dos peixes ocorreram associados a larvas de
anelideos, platelmintas, nauplii de copépodes, copépodes e larvas de bivalve. No rio
Mira, as variagdes nictemerais da abundancia dos hidrozoarios, nauplii de cirripedes,
copepoditos e as larvas de gastropodes e bivalves, correlacionaram-se
significativamente com os ictioplanctontes estudados. Pelo contrario, no rio
Guadiana a densidade dos nauplii de copépodes correlacionou-se significativamente

com os ovos de peixe e os hidrozoarios com larvas de engraulideo (p<0,005).

TABELA 6 - Coeficientes de correlagdo de Spearman (R) significativos obtidos
para a analise das relagdes entre os ovos e larvas de peixes e potenciais presas.

O - ovos, a'=0,007 (rio Mira) e 0,008 (rio Guadiana).

Estratégia Bacia Ictioplincton Taxon R
Espacial Mira - - -—
Guadiana O peixe nauplii Copepoda 0,53***

O. peixe copepoditos 0,47%%*
Clupeidae Annelida 0,39%**
Clupeidae copepoditos 0,39%*
Clupeidae Pelecypoda 0,39***
Atherinidae Platyhelminthes 0,38***

Nictemeral = Mira O. peixe Hydroida 0,45***
O. peixe copepoditos. 0,46***
O. peixe Pelecypoda 0,45***
O. Clupeidae Hydroida 0,63***
O. Clupeidae Cirripedia 0,49***
O. Clupeidae copepoditos 0,78***
O. Clupeidae Gastropoda -0,57%**
O. Clupeidae Pelecypoda 0,58***
O. Engraulidae  copepoditos 0,48***
Clupeidae Hydroida 0,53***
Clupeidae Cirripedia 0,47%**
Clupeidae copepoditos 0,55%**
Clupeidae Gastropoda -0,46%**
Clupeidae Peleypoda 0,44***
Engraulidae Cirripedia 0,43**
Blennidae nauplii Copepoda 0,54***

Guadiana  O. peixe nauplii Copepoda 0,53***

O. Clupeidae nauplii Copepoda 0,49**
O. Engraulidae  nauplii Copepoda 0,43*
Engraulidae Hydroida 0,68***




4.2.3. Potenciais predadores/competidores

Nas TABELAS 7 e 8 resumem-se os dados relativos a analise de correlagao (de
Spearman) entre a abundéncia dos ovos e larvas de peixe, e os grupos de potenciais
predadores e competidores que representaram mais de 1% da abundancia total de
mesozooplancton nas amostras obtidas mensalmente.

No rio Mira, a distribui¢do espacial dos ovos de peixe relacionou-se
significativamente com a distribuicio de briozoarios, quetognatos, cladoceros,
copépodes, decapodes (zoea/mysis), apendicularios e talidceos. Os ovos de
engraulideo ocorreram associados a distribuigdo dos apendiculérios e a distribuigao
de larvas de peixe correlacionou-se com quetognatos, apendicularios e talidceos. No
rio Guadiana, os ovos de peixe ocorreram associados com quetognatos, misidaceos,
isopodes, decapodes, apendiculdrios e larvas de singnatideos e calionimideos,
enquanto as larvas de peixe se correlacionaram com os hidrozoarios, sifonéforos,
quetognatos, misidaceos, cumaéceos, ostracodes, apendiculdrios, talidceos, ascididceos
e larvas de esparideos, gobideos e blenideos. As larvas de clupeideos ocorreram
associadas as larvas de esparideos e de calionimideos, enquanto as larvas de
engraulideo se correlacionaram com os calionimideos. Por outro lado, as
distribui¢des das larvas de gobideos, blenideos e aterinideos estiveram associadas a
densidade de apendicularios, de quetognatos e de talidceos no rio Mira, ou a
abundancia de cumaceos, de misidaceos, de ostracodes, de ascididceos e de taliaceos
no rio Guadiana.

Considerando a variagdo nictemeral da abundancia de zooplanctontes no rio
Mira, os ovos de peixe correlacionaram-se com a densidade de cladéceros, de
copépodes, de decapodes (zoea/mysis), de gastropodes, de apendiculérios e de larvas
de labrideos e de mugilideos. Quanto aos estados larvares, aqueles ocorreram
associados a densidade de claddceros, de copépodes, de isépodes, de decapodes
(zoea/mysis), de anfipodes e de apendicularios. Pelo contrario, no rio Guadiana os
ovos de peixe ocorreram associados a densidade de decdpodes e de larvas de
singnatideos e de esparideos. As larvas de clupeideos correlacionaram-se com a
abundéancia de cumaceos, de misidaceos, de anfipodes e de gobideos, enquanto as
larvas de engraulideo ocorreram associadas a distribuicdo dos insectos, dos
ostrdcodes e dos ascididceos. Apenas se obtiveram correlagdes significativas entre a

distribuicdo de larvas de aterinideos e a abundancia de briozoarios e de poliquetas.



TABELA 7 - Coeficientes de correlacdo de Spearman (R) significativos obtidos para a

anilise das

relagdes

entre o0s

OoVos

e

larvas de peixes

e

potenciais

predadores/competidores (variagdo espacial). O - ovos, a'=0,004 (rio Mira) e
0,006 (rio Guadiana).

Estratégia  Bacia Ictioplancton Taxon R
Espacial Mira O. peixe Bryozoa 0,48**

O. peixe Chaetognata 0,527%*
O. peixe Cladocera 0,54***
O. peixe Copepoda 0,61***
O. peixe zoea/mysis Decapoda 0,45*
O. peixe Larvacea 0,75%**
O. Engraulidae = Larvacea 0,69%**
Gobiidae Larvacea 0,53***
Blennidae Chaetognata 0,50%**
Blennidae Thaliacea 0,47*
Atherinidae Thaliacea 0,47%**

Guadiana  O. peixe Chaetognata 0,57%*
O. peixe Insecta -0,37*%*
O. peixe Mysidacea 0,527%*
O. peixe zoea/mysis Decapoda 0,34*
O. peixe Sparidae 0,39***
O. peixe Calionymidae 0,33*
O. Clupeidae Mysidacea 0,41%*
O. Clupeidae Isopoda 0,37%**
O. Clupeidae nauplii Decapoda 0,43***
O. Clupeidae Larvacea 0,55%**
O. Engraulidae ~ Mysidacea 0,45%**
Clupeidae Hydroida 0,40%**
Clupeidae Chaetognata 0,49%*
Clupeidae Mysidacea 0,51%**
Clupeidae Larvacea 0,54***
Clupeidae Sparidae 0,40%**
Clupeidae Clyonimidae 0,55%**
Engraulidae Cumacea 0,41***
Engraulidae Larvacea 0,49%*
Engraulidae Siphonophora 0,33*
Engraulidae Calyonimidae 0,50%*
Gobiidae Cumacea 0,37**
Gobiidae Mysidacea 0,43***
Blennidae Ostracoda 0,35*
Atherinidae Ascidiacea 0,57***
Atherinidae Thaliacea 0,55%**




TABELA 8 - Coeficientes de correlagdo de Spearman significativos obtidos para a
analise das relacdes entre os ovos e larvas de peixes e potenciais

predadores/competidores (variagdo nictemeral). O - ovos, o'=0,004 (rio Mira) e
0,006 (rio Guadiana).

Estratégia Bacia Ictioplincton Taxon R
Nictemeral Mira O. peixe Cladocera 0,80***
O. peixe Copepoda 0,49%**
O. peixe zoea/mysis Decapoda 0,59***
O. peixe Larvacea 0,72%*
O. peixe Labridae 0,41*
O. peixe. Mugilidae 0,53%**
O. Clupeidae Cladoceraa 0,62%**
O. Clupeidae Copepoda 0,49%**
O. Clupeidae Gastropoda -0,57***
O. Clupeidae Mugilidae 0,53%**
Clupeidae Cladocera 0,73%**
Clupeidae Copepoda 0,53***
Clupeidae Isopoda 0,38*
Clupeidae zoea/mysis Decapoda 0,59***
Clupeidae Larvacea 0,59%**
Gobiidae Amphipoda 0,49%**
Guadiana  O. peixe nauplii Decapoda 0,62***
O. peixe Syngnathidae 0,44*
O. Engraulidae  zoea/mysis Decapoda 0,52%*
O. Engraulidae  Sparidae 0,51%*
Clupeidae Cumacea 0,47**
Clupeidae Mysidacea 0,42*
Clupeidae Amphipoda 0,47**
Clupeidae Gobiidae 0,54***
Engraulidae Ostracoda 0,72%**
Engraulidae Insecta 0,45**
Engraulidae Ascidiacea 0,72%**
Atherinidae Bryozoa 0,42*
Atherinidae Polychaeta 0,58***

4.2.4. Andlise de regressdo

Apo6s a andlise de correlacdo, e considerando as associagdes significativas,
testaram-se alguns modelos de regressdao linear simples/multipla do tipo
Log(abundancia) vs. factores significativos que se apresentam na TABELA 9. No rio
Mira, e tendo em conta os valores resultantes da analise espacial, a temperatura, a
salinidade, e a abundéancia de quetognatos, de zoea/mysis de decapodes, de
apendiculdrios e de talidceos explicaram entre 50,3 - 88,0% da varidncia da

abundéncia de ictioplanctontes. No rio Guadiana, a inclusdao da salinidade e da



abundancia de quetognatos, de misidéaceos, de ascididceos e de talidceos nos modelos
testados permitiu explicar 31,5 - 58,6% da varidncia da abundancia dos estados

larvares de peixes.

TABELA 9 - Modelos de regressao obtidos para relagdes do tipo Log(abundancia ictioplantontes) vs.
Paradmetros abiéticos/bidticos. ALT - altura de 4gua, T - temperatura, S - salinidade, O - ovos de
peixe, L - larvas de peixe, OE - ovos de Engraulis sp., OC - ovos de clupeideos, CLU - larvas de
clupeideos, GOBI - larvas de gobideos, BLENI - larvas de blenideos, ATHER - larvas de aterinideos,
Q - quetognatos, CL - cladéceros (<500 pm), CL2 - clad6ceros (>500 pm ), CO - copepoditos, C -
copépodes, I - isépodes, M - misidaceos, D - zoea/mysis de decapodes, A - apendicularios, G -
gastrépodes (<500 um), DD - nauplii de decapodes, TA - talidceos, ASC - ascididceos; F significativo
para a=0,001 ***, a=0,01 ** e a=0,05 *.

Bacia Modelo n R? F

Espacial

Mira Log(O) = 3,64 - 0,14*T + 0,865*Log(A) 32 0,654 2742%
Log(O) = 0,049 + 1,227*Log(A) + 1,941*Log(Q) 32 0,841 97,53**
Log(O) = 0,342 - 0,011*T + 1,176*Log(A) + 2,124*Log(Q) 32 0,880 68,59***
Log(OE) = 0,016 + 0,007*S + 0,942*Log(A) 40 0,503 18,73***
Log(GOBI) = 0,884 - 0,037*T + 0,377*Log(A) 32 0,631 24,77***
Log(BLENI) =-0,022 + 0,495*Log(Q) - 0,104*(TA) 40 0542 21,91*

Guadiana Log(O) =- 0,061 + 0,049*S - 0,325*Log(Q) 65 0586 43,79***
Log(O) =- 0,061 + 0,037*S + 0,321*Log(M) 65 0,584 43,60%**
Log(L) = 0,273 + 0,342*Log(Q) + 0,349*Log(M) 74 0374 21,17%*
Log(CLU) = 0,024 + 0,22*Log(Q) 74 0315 33,05%**
Log(ATHER) = 0,011 + 0,983*Log(ASC) +0,981*Log(TA) 74 0,541  41,83**

Nictemeral

Mira Log(O) = 6,88 - 0,269*T - 0,131*Log(G) 52 0479 22,56***
Log(O) = 4,28 - 0,178*T + 0,370*Log(CL) 52 0,581 34,00%**
Log(O) = 5,18 - 0,215*T + 0,234*Log(D) 52 0,532 27,85%*
Log(O) =4,35-0,179*T + 0,401*Log(A) 52 0,577 33,43**
Log(O) = 0,383 + 0,361*Log(CL2) + 0,390*Log(A) 52 0,659 47,37***
Log(OC) =- 0,399 + 0,265*ALT + 0,356*Log(C) 52 0,652 4589**
Log(OE) = 0,514 - 0,358*ALT + 0,341*Log(A) 52 0,408 16,86***
Log(OE) = 0,909 - 0,384*ALT + 0,154*Log(C) 52 0,388 15,51***
Log(CLU) =-0,704 + 0,227*Log(I) + 0,368*Log(CL) 52 0,559 31,06%**
Log(CLU) = 0,354 - 0,052*T + 0,222*Log(I)+0,324*Log(CL) 52 0,575 21,64***
Log(CLU) = 0,493 + 0,199*Log(A) + 0,305*Log(CL2) 52 0,588  35,02***

(

Guadiana Log(O) = 0,516 - 0,207*T + 0,469*Log(DD) 39 0474 16,21**




A variagdo nictemeral da abundancia dos ovos e larvas de peixe no rio Mira
relacionou-se significativamente com a maré (altura de agua), temperatura e da
abundéancia de gastropodes, de claddceros, de zoea/mysis de decdpodes, de
copepoditos, de copépodes e de apendicularios. Os modelos testados explicaram 38,8
- 65,9% da varidncia da abundédncia de ictioplanctontes. Pelo contrério, no rio
Guadiana apenas a temperatura e a abundancia de nauplii de decapodes explicaram

cerca de 47,4% da variancia de Log(abundéncia de ovos) (TABELA 9).

4.3. Limite de deteccao fluorimétrica, percentagem de recuperacao de

acidos nucleicos e variabilidade das determinacoes

O limite de deteccao das técnicas utilizadas para quantificar os dcidos nucleicos
variou entre 0,16 ngDNA/ml e 0,46 ngRNA/ml. A percentagem de recuperacdo dos
acidos nucleicos foi substancialmente superior na técnica de Caldarone & Buckley
(1991), 95,3%para o DNA e 105,6% para o RNA versus 88,8% para o DNA e 62,8%
para o RNA. O coeficiente de variagdo das determinagdes variou entre 14,8% para o
DNA e 17,8% para o RNA [técnica de Clemmesen (1988, 1993) adaptada por
Chicharo (1996) - CC], e entre 1,5% para o DNA e 3,5% para o RNA [técnica de
Caldarone & Buckley (1991) - CB]. O coeficiente de variagdo modificado, CV/,

calculado para a anélise das proteinas variou entre 0,1 e 6,1%, com média ~1%.

4.4. Comparacao de métodos para quantificar os acidos nucleicos.

Os comprimentos-padrdo (CP) das larvas utilizadas para a comparacdo de
metodologias de extraccdo e quantificacdo de acidos nucleicos variou entre 9,0 - 36,1
mm (clupeideos), 3,3 - 18,3 mm (gobideos), 3,9 - 11,6 mm (blenideos) e 4,3 - 14,3 mm
(aterinideos). A estatistica associada as varidveis em estudo (concentracao em acidos
nucleicos e razdo RNA/DNA) encontra-se resumida na TABELA 10. Os valores
obtidos para o contetdo larvar em DNA sdo genericamente superiores quando
obtidos pela técnica de Caldarone & Buckley (1991). Pelo contrario, a concentragdo
em RNA e as razdes RNA/DNA sdo superiores quando obtidos a partir da
metodologia de Clemmesen (1988, 1993) adaptada por Chicharo (1996).



TABELA 10 - Estatistica das varidveis DNA, RNA e RNA/DNA, média + desvio-padrdo (x + s) e
intervalo, por Bacia e por Método.

Caldarone & Buckley (1991) Clemmesen (1988, 1993)
Clupeidae n x+s intervalo x+s intervalo
Mira
pug DNA 13 22,29 + 37,49 1,91-112,87 13,94 + 18,20 3,11-57,44
pug RNA 13 44,06 + 67,95 6,75-212,04 78,73 + 143,05 4,83-459,71
RNA/DNA 13 2,83+1,98 0,80-6,83 4,46 + 2,68 0,53-8,95
Guadiana
pug DNA 38 19,30 + 20,71 2,91-110,96 18,24 + 21,27 3,06-90,35
pg RNA 38 60,16 + 70,65 7,79-342,49 138,30 + 153,95 13,15-772,59
RNA/DNA 38 3,56 +2,12 0,16-12,39 8,95 + 6,31 2,8-38,70
Blennidae
Mira
ug DNA 21 8,45 + 5,57 0,33-24,14 7,60 + 3,59 3,43-20,36
pug RNA 21 13,98 + 7,53 0,014-27,71 21,21 + 55,39 1,21-55,39
RNA/DNA 21 4,48 +12,42 0,00-58,55 2,91 +1,69 0,33-5,65
Guadiana
png DNA 63 9,16 + 4,04 2,72-28,98 9,16 +4,08 3,12-22,05
pug RNA 63 19,52 + 9,79 3,59-56,39 26,53 + 16,87 6,62-102,54
RNA/DNA 63 2,26 +1,02 0,55-6,56 342 +243 0,63-13,08
Gobiidae
Mira
ug DNA 61 16,69 + 18,54 3,13-76,39 16,08 + 20,69 3,08-114,40
pug RNA 61 38,99 + 18,54 1,23-315,46 72,37 + 127,81 2,12-619,69
RNA/DNA 61 2,22 +1,07 0,19-4,42 3,34 +2,01 0,23-9,01
Guadiana
pug DNA 80 11,36 + 9,29 0,17-64,91 12,09 + 10,50 3,09-66,87
pg RNA 80 31,82 + 24,01 2,22-138,12 69,87 + 69,52 3,23-320,94
RNA/DNA 80 6,59 + 14,79 0,14-114,32 6,75+ 6,11 0,25-34,65
Atherinidae
Mira
ug DNA 32 31,68 + 37,17 4,02-132,80 20,89 + 19,24 3,09-79,96
pug RNA 32 78,31 + 100,95 3,69-356,67 90,36 + 115,12 6,56-449,13
RNA/DNA 32 2,50+ 1,76 0,32-10,48 3,84+1,71 0,54-8,89
Guadiana
pg DNA 14 14,28 + 8,74 5,33-35,24 12,60 + 6,93 5,54-29,40
pug RNA 14 26,09 + 20,53 7,14-81,14 57,17 + 43,08 23,11-173,37

RNA/DNA 14 2,27 + 1,60 0,22-5,27 4,84 + 3,27 2,11-15,33




As varidveis logaritmizadas distribuiram-se normalmente (teste de
Kolmogorov-Smirnov, p>0,05) e permitiram a utilizagdo da estatistica paramétrica
nas analises que se seguem. Entre bacias ndo se obtiveram diferencas significativas
para nenhuma das varidveis (ANOVA, p>0,07). Os valores de Log(RNA), Log(DNA)
e Log(RNA/DNA) diferiram significativamente entre as vdrias familias estudadas
(ANOVA, p<0,001). Entre métodos, as diferencas foram significativas quando se
compararam Log(RNA) e Log(RNA/DNA) (ANOVA, p<0,001) e ndo-significativas
para Log(DNA) (ANOVA, p>0,2). Os efeitos da interacdo entre factores foram
significativos apenas quando se comparou Log(RNA/DNA) (Familia x Método) e
Log(RNA) e Log(RNA/DNA) (Bacia x Familin) (ANOVA, p<0,005 e p<0,0001,
respectivamente) (TABELA 11).

TABELA 11 - ANOVA a trés entradas de Log(RNA), Log(DNA) e Log(RNA/DNA) com
CP como co-variavel para larvas capturadas nos rios Mira e Guadiana (costa Oeste e

Sudoeste portuguesa, respectivamente); a=0,05.

Factores  Var. depend. gl MS efeito MS erro F p
Bacia 1,573
Log(DNA) 0,215 0,067 3,010 0,074
Log(RNA) 0,067 0,089 0,752 0,386
Log(RNA/DNA) 0,042 0,090 0,467 0,494
Familia 3, 581
Log(DNA) 4,011 0,068 58,697 0,000%**
Log(RNA) 2,336 0,093 25,065 0,000%**
Log(RNA/DNA) 0,768 0,099 7,750 0,000%**
Meétodo 1, 581
Log(DNA) 0,079 0,068 1,161 0,282
Log(RNA) 4,492 0,093 48,196 0,000%**
Log(RNA/DNA) 5,765 0,099 58,191 0,000%**
Bacia x Familia 3,573
Log(DNA) 0,089 0,067 1,324 0,266
Log(RNA) 0,761 0,089 8,569 0,000%**
Log(RNA/DNA) 1,274 0,090 14,095 0,000%**
Bacia x Método 1,573
Log(DNA) 0,098 0,067 1,459 0,227
Log(RNA) 0,066 0,089 0,737 0,391
Log(RNA/DNA) 0,003 0,090 0,036 0,849
Familia x Método 3, 581
Log(DNA) 0,095 0,068 1,388 0,245
Log(RNA) 0,202 0,093 2,165 0,091

Log(RNA/DNA) 0,433 0,099 4,374 0,005***




A correlacdo entre os métodos foi maior para Log(DNA) do que para Log(RNA)
ou Log(RNA/DNA). Excepto no caso de Log(RNA/DNA) nos aterinideos,
ajustaram-se rectas de regressao estatisticamente significativas (p<0,0001) para todas
as restantes relagdes (FIGURAS 20 e 21). Ndo se rejeitou a hipétese nula, H,: b=1, i.e.

declive igual a um (teste t-Student, p>0,05) em nenhum dos modelos ajustados.
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FIGURA 20 - Relacdo entre a concentracdo em dacidos nucleicos determinada a
partir dos dois métodos estudados, Caldarone & Buckley (1991) e Clemmesen
(1988, 1993) adaptado por Chicharo (1996) e respectivas equacdes lineares
ajustadas.
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FIGURA 21 - Relacao entre a razdo RNA/DNA determinada a partir dos dois métodos
estudados, Caldarone & Buckley (1991) e Clemmesen (1988, 1993) adaptado por Chicharo
(1996) e equagdes lineares ajustadas.

4.5. Condi¢ao nutricional

Os indices correlacionaram-se significativamente (p<0,005) entre si (TABELA
12) com r variando entre -0,219 (RNA/DNA vs. PROT/DNA) e 0,981 (RNA/DNA vs.
Gpi). Apenas em quatro dos casos ndo se obtiveram correla¢des significativas.

A quantidade média de DNA e RNA, [RNA] e [DNA], extraido por larva de
clupeiforme foi superior em Engraulis sp. e menor em Alosa spp. A amplitude de
valores de [DNA] e [RNA] foi maior em Sardina sp. A razao RNA/DNA média
variou entre 8,99 + 8,43 em Sardina sp. (CC) e 2,47 + 0,79 em Alosa spp. (CC). Os
contetiddos em acidos nucleicos variaram bastante entre familias e entre rios. No que
diz respeito a razdo RNA/DNA, os valores sdao semelhantes nos dois rios em
aterinideos (2,5 + 1,76 e 2,3 + 1,60, respectivamente nos rios Mira e Guadiana). Pelo
contrario, os blenideos recolhidos no rio Mira possuem valores médios de
RNA/DNA mais elevados (4,5 + 12,42 vs. 2,3 + 1,02), enquanto para os gobideos
provenientes do rio Guadiana se obtiveram valores médios mais elevados (6,6 +

14,79 vs. 2,2 +1,07) (TABELA 13).



TABELA 12 - Anadlise de correlacao (coeficiente de correlacdo de Spearman, R) entre os indices de
condicdo calculados. 283 < n < 350; ** - p<0,0005, *** - p<0,0001; [AN] obtidas a partir do método
de Clemmesen (1988, 1993) adaptado por Chicharo (1996) (a) ou de Caldarone &
Buckley (1991) (b).

2) 3) 4) ) (6) Gpi
(1) RNA/DNA (b) 0,379%% -0,219%* 0,325% 0,041 0,243% 0,391%
(2)  RNA/DNA (a) -0,186 -0,030 0,442 0,124 0,081%+
(3 PROT/DNA (b) 0,789% 0,799+ 0,785 0,246
(4)  PROT/RNA (b) 0,824+ 0,926%*  -0,064
(5)  PROT/DNA (a) 0,783+  -0,469***
(6)  PROT/RNA (a) 0,071

TABELA 13 - Estatistica das varidveis DNA, RNA e RNA/DNA, média + desvio-padrao (x
+5s) e intervalo, para as familias estudadas.

Caldarone & Buckley (1991)

Clemmesen (1988, 1993)

Sardina sp.
pg DNA
pg RNA
RNA/DNA
Alosa spp.
ng DNA
ng RNA
RNA/DNA
Engraulis sp.
pg DNA
pg RNA
RNA/DNA
Blennidae
Mira
pg DNA
pug RNA
RNA/DNA
Guadiana
pg DNA
pug RNA
RNA/DNA
Gobiidae
Mira
pg DNA
pg RNA
RNA/DNA
Guadiana
pg DNA
pg RNA
RNA/DNA
Atherinidae
Mira
png DNA
pg RNA
RNA/DNA
Guadiana
png DNA
pg RNA
RNA/DNA

57
57
57

'S

12
12
12

21
21
21

63
63
63

61
61
61

80
80
80

32
32
32

14
14
14

x+ts
18,35 + 24,75
52,29 + 66,89
3,97 +3,24

516+3,3
13,63 + 4,58
4,07 +3,33

33,18 + 15,42
82,24 + 54,85
2,78+1,35

8,45 + 5,57
13,98 +7,53
4,48 +12,42

9,16 + 4,04
19,52 + 9,79
2,26 +1,02

16,69 + 18,54
38,99 + 18,54
2,22+1,07

11,36 + 9,29
31,82 + 24,01
6,59 + 14,79

31,68 +37,17
78,31 + 100,95
2,50+1,76

14,28 + 8,74
26,09 + 20,53
2,27 +1,60

intervalo
0,40 - 112,87
6,76 - 342,49
0,16 - 21,27

1,91 -8,34
7,73 - 18,08
1,01 - 8,56

2,81 -50,42
15,4 - 187,57
0,85 -5,47

0,33-24,14
0,014-27,71
0,00-58,55

2,72-28,98
3,59-56,39
0,55-6,56

3,13-76,39
1,23-315,46
0,19-4,42

0,17-64,91
2,22-138,12
0,14-114,32

4,02-132,80
3,69-356,67
0,32-10,48

5,33-35,24
7,14-81,14
0,22-5,27

x+s
15,55 + 19,87

114,55 + 146,81

8,99 + 8,44

8,43 +4,6
18,78 + 6,69
2,47 + 0,79

30,04 + 14,42
97,06 + 63,16
3,95+ 4,19

7,60 + 3,59
21,21 + 55,39
2,91 +1,69

9,16 + 4,08
26,53 + 16,87
342 +2,43

16,08 + 20,69
72,37 +127,81
3,34+2,01

12,09 + 10,50
69,87 + 69,52
6,75+ 6,11

20,89 + 19,24
90,36 + 115,12
3,84+1,71

12,60 + 6,93
57,17 + 43,08
4,84 + 3,27

intervalo
1,09 - 90,35
4,84 -772,6
0,53 -52,15

3,60 - 14,67
9,10 - 23,76
1,34 - 3,00

3,69 - 47,26
14,57 - 227,53
1,44 -16,94

3,43-20,36
1,21-55,39
0,33-5,65

3,12-22,05
6,62-102,54
0,63-13,08

3,08-114,40
2,12-619,69
0,23-9,01

3,09-66,87
3,23-320,94
0,25-34,65

3,09-79,96
6,56-449,13
0,54-8,89

5,54-29,40
23,11-173,37
2,11-15,33

A concentracdo em proteinas solaveis variou entre 8,58 e 176,06 ugPROT/larva

em Sardina sp., entre 12,26 e 95,15 pgPROT/larva em Alosa spp. e entre 20,04 e 63,82



ng PROT/larva em Engraulis sp. No caso dos gobideos e aterinideos, a concentragdo
média em proteinas foi relativamente semelhante nas duas populagdes larvares
estudadas (respectivamente, 66,2 + 36,83 e 59,2 + 29,88 ngPROT/larva no rio Mira e
59,3 + 42,55 e 50,9 + 22,99 pgPROT/larva no rio Guadiana). Pelo contrario, o
contetido proteico médio das larvas de blenideos recolhidas no rio Guadiana (79,1 +
34,48 1gPROT/larva) foi significativamente superior (p<0,05) ao obtido para as larvas
provenientes do rio Mira (50,3 + 20,71 ugPROT/larva). A TABELA 14 resume estes
dados e os valores relativos aos indices PROT/RNA, PROT/DNA e Gpi para as
familias consideradas. Os valores destes indices de condicdo variam entre bacias e
entre métodos embora apenas nos clupeideos as relacoes PROT/RNA e PROT/DNA
médias sejam diferentes entre bacias (4,6 + 2,70 e 21,5 + 22,91 no rio Mira vs. 1,8 +
2,29 € 6,2 £ 9,01 no rio Guadiana, respectivamente).

Em Sardina sp. e nos aterinideos a concentracdo em acidos nucleicos, [AN],
parece aumentar exponencialmente com o comprimento-padrao (FIGURA 22),
independentemente do método de determinacdo usado. No caso dos gobideos e
blenideos, ajustaram-se significativamente relagdes lineares quando [AN] foi obtida a
partir do método de Caldarone & Buckley (1991) e relacdes exponenciais quando
aquelas quantidades foram determinadas através do método de Clemmesen (1988,
1993) (FIGURA 22). No caso de Alosa spp. e de Engraulis sp., ndo foi possivel
identificar um padrdo para a relacdo entre a concentragdao larvar de RNA e DNA e o
comprimento, em virtude do ntimero reduzido de larvas considerado (n=4 e n=12,
respectivamente).

A razao RNA/DNA apenas se correlacionou (p<0,01) com o comprimento-
padrao das larvas (FIGURA 23) em Sardina sp. [método de Caldarone & Buckley
(1991)] e em blenidae [método de Clemmesen (1988, 1993)]. Pelo contrério, os indices
PROT/RNA e PROT/DNA parecem decrescer exponencialmente com comprimento
para a generalidade das familias: os pardmetros a e b das equagdes variam entre
metodologias. Contudo, no caso dos aterinideos, PROT/RNA parece aumentar

exponencialmente com o comprimento-padrao (FIGURA 24).



TABELA 14 - Estatistica das varidveis pgPROT/larva, PROT/DNA,
PROT/RNA e Gpi (%/dia). n - nimero de larvas, e x + s - média +
desvio-padrao, * - teste t-Student, H,;: indiceyi.=indicecuadiana, p<0,05.

Caldarone & Clemmesen (1988,
Buckley (1991) 1993)
Clupeidae (c) n xts xts
Mira
ug PROT (a) 18 71,48 + 37,48 —
PROT/DNA 18 21,48 + 22 91* 22,02 + 23,99*
PROT/RNA 18 4,56 +2,70* 3,50 + 2,28%
Gpi 21 -— 27,64 + 25,83
Guadiana
ug PROT (a) 21 55,29 + 44,84 —
PROT/DNA 21 6,18 +9,01* 6,65 + 8,79*
PROT/RNA 21 1,77 + 2,29* 1,26 + 2,02*
Gpi 40 — 46,01 + 43,11
Alosa spp. (b)
ug PROT (a) 2 53,71 + 58,61 —
PROT/DNA 2 6,96 +7,77 13,62 + 18,07
PROT/RNA 2 6,49 + 8,22 5,54 + 6,95
Gpi 4 —— 13,64 + 2,64
Engraulis sp. (b)
ug PROT (a) 10 45,79 + 15,42 —
PROT/DNA 10 2,59 +4,18 1,73 +1,46
PROT/RNA 10 0,91 +0,87 0,73 + 0,69
Gpi 12 —— 15,62 +19,93
Blennidae
Mira
ug PROT (a) 19 50,34 + 20,71* —
PROT/DNA 19 20,77 + 43,76 9,10 + 6,76
PROT/RNA 19 174,86 + 739,9 4,80 +4,4
Gpi 20 —— 10,27 + 7,10
Guadiana
ug PROT (a) 56 79,14 + 34,48* —
PROT/DNA 56 10,28 + 5,41 10,72 + 6,19
PROT/RNA 56 514 +3,21 4,27 + 3,20
Gpi 62 — 17,33 +11,58
Gobiidae
Mira
ug PROT (a) 66 66,17 + 36,83 —
PROT/DNA 66 10,81 + 12,02 10,63 + 9,21
PROT/RNA 66 7,45 + 3,33 2,45+ 3,32
Gpi 48 — 26,24 + 21,29
Guadiana
ug PROT (a) 55 59,27 + 42,55 —
PROT/DNA 55 7,45 + 6,28 9,76 + 12,02
PROT/RNA 55 4,42 +7,95 3,82 +5,08
Gpi 69 ——— 17,49 + 18,42
Atherinidae
Mira
ug PROT (a) 7 59,31 + 29,88 —
PROT/DNA 7 5,31 +5,12 6,25 + 4,88
PROT/RNA 7 4,19+3,12 1,66 +1,18
Gpi 8 ——— 23,83 +19,29
Guadiana
ug PROT (a) 25 50,88 + 22,99 —
PROT/DNA 25 4,75 + 5,80 4,78 +5,90
PROT/RNA 25 3,34 +5,36 1,71 +2,64
Gpi 32 -— 19,92 +12,29

Legenda: (a) valores obtidos
independentemente do método
de quantificacdo das proteinas,
(b) ndo foram descriminados
por bacias em virtude do
reduzido ntimero de larvas
analisadas, (c) inclui os
géneros Sardina e Alosa.
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FIGURA 22- Relagdo entre a concentragdo em acidos nucleicos, obtida a partir do método de Caldarone & Buckley (1991) (A) e do método
de Clemmesen (1988, 1993) (B), e o comprimento-padrdo (CP) e respectivas equagdes ajustadas.
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FIGURA 23 - Relagdo entre os indices RNA/DNA, obtidos a partir dos
métodos de Caldarone & Buckley (1991) (A) e Clemmesen (1988, 1993) (B), e
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curvas ajustadas.



4.6. Relacao entre a condicao nutricional e factores abidticos/biéticos

relevantes

Dos trés géneros de clupeiformes que ocorreram neste estudo, apenas a
condicdo nutricional de Sardina sp. se correlacionou significativamente (p<0,0001)
com alguns dos pardmetros hidrolégicos e biologicos estudados (ANEXO III)
designadamente com anelideos (<500 pm), cirripedes (>500 pum), copepoditos e
anfipodes (r>0,65), no rio Mira, e nauplii de copépodes, cuméceos, bivalves (>500 pm)
e misidaceos (r>0,53), no rio Guadiana. Quanto as restantes familias, os indices de
condicdo correlacionaram-se significativamente (p<0,001) com a temperatura, a
salinidade e diversos taxa, em graus diferentes. Geralmente os coeficientes de
correlacdo foram superiores a 0,35, contudo, em alguns casos r>0,65, como por
exemplo, quando se considerou a razdao RNA/DNA de blenideos e a abundancia de
ostracodes (no rio Guadiana) ou as razdes PROT/[4cidos nucleicos] de blanideos ou
aterinideos e a temperatura ou a densidade de briozoarios, quetognatos, cirripedes,
larvas de bivalves, nauplii de decdpodes ou de copépodes. Os coeficientes de
correlacdo mais elevados registaram-se para as relagcdes entre a condicdo nutricional
de aterinideos (PROT/DNA) e a temperatura, e a taxa de crescimento proteico
instantaneo (Gpi) e a abundéncia de cirripedes (r>0,80). Verificou-se que os grupos
correlacionados foram diferentes entre populagdes larvares (ANEXO III).

Factores como a temperatura e abundancia de dinoflagelados, dos ciliados, dos
hidrozoarios (>500 um), dos anelideos, dos cirripedes, dos ostracodes, dos copépodes
e dos zoeaq/mysis de decdpodes integraram equacOes que explicaram 43 - 95% da
variabilidade da razdao RNA/DNA. Uma percentagem inferior (34 - 71%) da
varidncia dos indices PROT/RNA, PROT/DNA e Gpi foi explicada por equagdes
que incluiram a temperatura e abundéancia de dinoflagelados, de briozoarios, dos
hidrozoarios (<500 pm), de cuméceos, dos nauplii de copépodes, de gastrépodes, de

cirripedes (>500 um), de zoea/mysis de decapodes e de bivalves (TABELA 15).



TABELA 15 - Modelos de regressdo obtidos para as relagdes Indices vs. Parametros abiéticos/bidticos.
Mt. - Método, AN - Annelida, BR - Bryozoa, C - copepoditos, CC - nauplii Copepoda, CIL - Ciliata,
CUM - Cumacea, CR - (<500 pm), CRR - Cirripedia (>*500 pm), DN - Dinoflagelata, D - zoea/mysis
Decapoda, G - Gastropoda (<500 pum), H - Hydroida (<500 pm), HH - Hydroida (>500 pm), O -
Ostracoda, PL - Pelecypoda, PRED - predadores combinados, PRES - presas potenciais, T -
Temperatura, * - p<0,05, ** - p<0,001, *** - p<0,0001

Modelo Mt. n R? F

Clupeidae

Guadiana Log(PROT/DNA)=1,21+1,2*10>*CC-0,223*PL CB 21 0,653 16,90%**
Log(PROT/DNA)=1,21+1,3*10"*CC-0,229*PL CcC 21 0,677  18,83**
Log(PROT/RNA)=-0,289+1*10"*CC-0,278*PL CcC 21 0,651 16,76***

Mira RNA/DNA=7,55-0,0004*CR-3,80*T+0,0061*D CB 16 0,948  73,39***
RNA/DNA=4,59+0,001*CC+0,00012*PL-7*10°*PRES CB 16 0,732 10,93***
Log(RNA/DNA)=0,871+9*10"**H-6,4*10"*CR CB 16 0,754  19,92%*
Log(PROT/DNA)=0,256-4,1*10°*DN+0,127*T+1,77*CRR CB 18 0,516 4,97*
Log(PROT/DNA)=-1,23-6*10"*DN+0,23*T+0,133*CRR CcC 18 0,619 7,59*

Blennidae

Guadiana RNA/DNA=1,642+0,0002*DN+5*10*CC CB 60 0,431  21,59**
RNA/DNA=1,638+0,0109*HH-0,296*CUM CB 60 0436  22,00%**
RNA/DNA=1,654+4*10"*CC+0,002*HH CB 60 0,434 21,82%**
RNA/DNA=1,642+6*10*CIL+0,003*HH CB 60 0,434 21,85
Log(RNA/DNA)=0,431-3,1*10"*CIL+7,04*10**O CcC 60 0576  3871**
Log(RNA/DNA)=0,392+1,56*10**ANN+9,8*10°*O CcC 60 0594 41,63
Log(Gpi)=2,555-0,0013*ANN+2,1*10*0-6,1*10"*Q 52 0,652 30,00%**
Log(Gpi)=2,515-0,0013* ANN+2,2*10*O 52 0,650  45,52%**

Gobiidae

Guadiana RNA/DNA=0,313 + 0,0027* AN+0,00051*C+0,0011*D CB 31 0,608  13,97%*
RNA/DNA=-3,49-0,0016* AN+0,406*T-0,00014*PRED CC 31 0,484 8,45%**
Gpi=-76,98+4,75*T+0,867*BR 31 0611  22,02%**

Mira Gpi=22,97+0,435*0-0,848*CUM 36 0341 8,53**
Log(Gpi)=3,02+0,27*0-0,048*CUM 36 0395  10,79%**

Atherinidae

Guadiana PROT/RNA=8,635-0,374*T+0,209*BR CB 22 0,678  19,97%*
PROT/DNA=1,367+0,780*BR+0,272*G CB 22 0,711  23,38%**
PROT/RNA=28,96-1,342*T-0,073*CRR CcC 22 0,505 9,70**
PROT/DNA=1,627+0,803*BR CC 22 0,689 44,36***

4.7. Comparacao da condicao nutricional larvar entre rios

No rio Mira, cerca de 5,6% (1/18) das larvas de Sardina sp. apresentaram
RNA/DNA <1,3 enquanto no rio Guadiana nenhuma larva se encontrava nesse

estado. Quanto as restantes familias, as pecentagens de larvas em estado de inanicao



variaram entre 2,3% (gobideos) e 13,6% (blenideos) no rio Mira, e entre 2,9%
(aterinideos) e 11,1% (blenideos) no rio Guadiana. A percentagem de casos em que
Gpi foi inferior a 0 % foi menor em ambos os rios. De acordo com aquele indicador,
apenas 4,5 % dos blenideos e 7,1% dos aterinideos, no rio Mira, e 1,4% dos gobideos,
no rio Guadiana, se encontravam em estado de inanicdo. Complementarmente,
RNA/DNA(critico) variou entre -0,26 em blenideos no rio Guadiana e 0,69 para
aterinideos no rio Mira (TABELA 16).

TABELA 16 - Percentagem de larvas em estado de inani¢do, i.e. com RNA/DNA<1,3 no caso dos
clupeideos, RNA/DNA<1,0 para as restantes familias (% RNA/DNA); e Gpi<0% /dia (% Gpi) e valores
de RNA/DNA (critico) (Rc) - obtidos a partir de Buckley (1984).

Mira Guadiana
n %RNA/DNA %Gpi Rc n %RNA/DNA %Gpi Rc
Clupeidae 18 5,6 0,0 041 39 0,0 0,0 0,18
Blennidae 22 13,6 45 0,57 63 11,1 0,0 -0,26
Gobiidae 86 2,3 0,0 0,46 70 71 1,4 0,44
Atherinidae 14 0,0 71 0,69 34 29 0,0 0,09

Da andlise de varidncia a trés entradas, verificou-se que as diferengas entre
bacias se revelaram nao-significativas para todos os indices (p>0,16). Entre dia e
noite, apenas Log(RNA/DNA) obtido a partir de CB se distinguiu
significativamente, embora ligeiramente (p=0,049). Pelo contrario, somente a
diferenca entre familias de Log(Gpi) se revelou nao-significativa (p>0,07). Da
interacdo entre factores resultaram diferencas significativas (p<0,009) em algumas
varidveis: Log(RNA) quando se considerou Bacia x Dia/Noite; Log(RNA/DNA),
Log(RNA), Log(PROT/RNA), Log(PROT/DNA) no caso de Bacia x Familia; e
Log(RNA/DNA) e Log(RNA) para Dia/Noite x Familia (TABELA 17).

Para a maioria das comparacdes entre bacias e considerando os valores por
familia (factor Bacia x Familia), os valores médios de RNA/DNA sdo relativamente
superiores no rio Guadiana. Pelo contrario, os valores médios das razdes
PROT/RNA e PROT/DNA sdo genericamente superiores no rio Mira. As diferencas
dos indices entre bacias foram significativas para Log(RNA) e Log(DNA) em
blenideos e Log(RNA/DNA) em gobideos. No caso de Log(PROT/RNA) e
Log(PROT/DNA), apenas se obtiveram diferencas significativas entre bacias em

clupeideos (TABELA 18).



TABELA 17 - Resultados significativos da ANOVA a 3 entradas de Log(RNA), Log(DNA),
Log(RNA/DNA), Log (PROT/RNA), Log(PROT/DNA) e Log(Gpi), com o comprimento-padrao
e temperatura como co-varidveis continuas, para larvas capturadas nos rios Mira e Guadiana
(Costas Oeste e Sudoeste portuguesa, respectivamente). [AN] obtidas a partir de Clemmesen

(1983, 1993) adaptado por Chicharo (1996), Caldarone & Buckley (1991) (1). a=0,05.

Factores Varidvel gl MS efeito  MS erro F p
Noite/Dia Log(RNA/DNA) (1) 1,203 0,291 0,075 3,91 0,049
Familia Log(DNA) (1) 3,203 2,191 0,082 26,89 <0,001
Log(RNA) (1) 0,744 0,071 10,48 <0,001
Log(RNA/DNA) (1) 0,438 0,075 5,88 <0,001
Log(DNA) 1,589 0,074 21,56 <0,001
Log(RNA) 1,271 0,084 15,13 <0,001
Log(RNA/DNA) 0,210 0,078 2,68 0,048
Log(PROT/RNA) (1) 3,495 0,811 3,41 <0,006
Log(PROT/DNA) (1) 10,99 0,915 12,02 <0,001
Log(PROT/RNA) 6,830 0,984 7,21 <0,001
Log(PROT/DNA) 7,401 0,889 8,33 <0,001
Bacia x Noite/Dia Log(RNA) (1) 1,203 0,503 0,071 7,09 0,008
Bacia x Familia Log(RNA/DNA) (1) 3,203 0,309 0,075 4,15 0,007
Log(RNA) 0,338 0,084 4,02 0,008
Log(PROT/RNA) (1) 4,455 0,811 5,49 0,001
Log(PROT/DNA) (1) 2,642 0,915 2,89 0,037
Log(PROT/RNA) 6,794 0,984 7,17 <0,001
Log(PROT/DNA) 4,758 0,889 5,35 0,002
Noite/Dia x Familia Log(RNA) (1) 3,203 0,359 0,071 5,05 0,002
Log(RNA/DNA) (1) 0,236 0,075 3,16 0,026

TABELA 18 - Resultados do teste t-Student para comparagdo dos indices
entre bacias, Ho: indiceyi.=indicecyadiana. Apresentam-se apenas as diferengas

significativas (p<0,05). Clupeidae inclui os géneros Sardina e Alosa.

Familia Varidvel Meétodo t p
Clupeidae =~ Log(DNA) CB 3,09 <0,004
Log(RNA) CB 3,67 <0,0008
Log(DNA) CC 3,55 <0,0011
Log(RNA) CcC 4,18 <0,0002
Log(PROT/RNA) CB -4,62 <0,0001
Log(PROT/DNA) CB -3,73 <0,0001
Log(PROT/RNA) CC -4,86 <0,0001
Log(PROT/DNA) CcC -3,79 <0,0001
Blennidae Log(DNA) CB 2,09 <0,04
Log(RNA) CB 2,79 <0,007
Log(RNA) CC 2,28 <0,026
Gobiidae Log(RNA/DNA) CC -2,84 <0,005




5. DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas hidrolégicas, abundancia e distribuicao do plancton

5.1.1 Pardmetros abiéticos

Os valores de temperatura e de salinidade obtidos neste trabalho encontram-se
entre os referidos na literatura para o periodo de amostragem considerado (Loureiro
et al., 1984; Cartaxana, 1991; Ré, 1994; Rojo Mattos, 1995). Espacialmente, as maiores
variacdes da salinidade e turbidez relativamente a temperatura confirmam os
resultados publicados por outros autores, designadamente no que diz respeito ao rio
Mira (Cartaxana, 1991, Ré, 1994; Rojo Mattos, 1995). Em termos nictemerais, as
variagdes da temperatura e salinidade foram mais acentuadas no rio Guadiana. A
influéncia da maré, pela deslocacdo das massas de agua e pelas alteracdes que
provoca na direccao e velocidade das correntes dominantes, terd sido determinante
para aquelas variacdes. Por outro lado, as dimensdes relativas dos dois estuarios e a
sua relacdo com o oceano adjacente propiciam condi¢des hidrolégicas diferentes,
sejam a menor intrusdo de dgua salgada e maiores temperaturas no rio Mira ou a
maior turbuléncia e velocidade das correntes no rio Guadiana. Aquelas diferencas
poderdo explicar as maiores variagdes nictemerais dos parametros hidrolégicos

observadas no rio Guadiana.

5.1.2. Potencias presas

A predominancia dos nauplii de copépodes na distribuigdo espacial do
microzoopldncton de ambos os rios e as densidades aprecidveis verificadas nas
estacOes mais a jusante no rio Guadiana ou nas estagdes intermédias no rio Mira,
serao reflexo, por um lado, da importancia dos copépodes no meio marinho, pois
constituem o grupo mais comum das comunidades zooplancténicas marinhas
(Roman, 1982; Raymont, 1983), e, por outro, da preferéncia dos copépodes por zonas
lénticas (Oliveira et al.,, 1989), em que as condigdes fisico-quimicas do meio
contribuem para a formacdo de agregados de nutrientes, favorecendo a producdo
primdria e, por conseguinte, aumentando a disponibilidade de alimento (Lehman,

1982). A elevada abundéncia relativa daquele taxon relativamente aos restantes



microzooplanctontes também foi observada por Rojo Mattos (1995), no rio Mira, que
apresenta valores semelhantes (>80%). Pelo contrario, Chicharo (1996) refere como
grupos de presas potenciais mais representativos ao largo da foz do rio Guadiana, os
dinoflagelados (~30% da abundancia total), os nauplii de crustaceos (19%) e os ovos
de invertebrados (~17%).

Nictemeralmente, importancia dos nauplii de copépodes foi menor e partilhada
com os copepoditos e as larvas de bivalves, no rio Mira, e com os ciliados, no rio
Guadiana. A distribuicdo circadiana desses grupos parece estar associada ao ciclo de
maré e a luminosidade. A maré e a velocidade das correntes poderdo contribuir para
a intromissdo de espécies marinhas com origem na zona costeira adjacente ou de
organismos de caracteristicas fluviais provenientes de regides situadas a montante.
Por outro lado, ritmos end6égenos relacionados com a luminosidade poderao originar
migragdes verticais dos organismos, que assim surgem nas colheitas apenas em

determinados momentos do dia ou da noite._

5.1.3. Predadores potenciais

A importancia relativa dos varios taxa na distribuigdo espacial e nictemeral do
mesozooplancton variou entre os rios. No rio Guadiana, foram importantes os
copépodes e os claddceros (~70% do total), enquanto no rio Mira, as hidromedusas
(medusas) e os misidaceos representaram mais de 75% da abundancia total da
comunidade mesozooplancténica. Nictemeralmente, as colheitas foram dominadas
por decdpodes (zoea/mysis) e copépodes, no rio Mira, e por cladoéceros, decapodes
(zoea/mysis) e ovos de peixes, no rio Guadiana. A generalidade dos taxa apresentou
variagdes sazonais bastante aprecidveis, sendo que a distribuicdo espacial parece
particularmente relacionada com a maré. Por um lado, a maré contribui para os
movimentos dos zooplanctontes e, por outro, condiciona os gradientes de alguns
factores abidticos determinantes para o ciclo de vida do plancton, e.g. salinidade,
temperatura e velocidade das correntes. Com efeito, nos estudrios de regides
temperadas, os padrdes sazonais de distribuicdo zooplancton encontram-se
associados a picos de abundéncia do fitoplancton e de producao primdria, sugerindo
a importancia da disponibilidade de alimento para o controlo da abundéncia do

zooplancton (Buskey, 1993). Por outro lado, Cartaxana (1991) refere a importancia da



salinidade como factor condicionante das migracdes de reproducdo e da desova de
um penaideo estuarino relativamente comum no rio Mira. Quanto as variacdes
circadianas da abundancia, os ritmos endégenos de migracdo vertical relacionados
com a luminosidade (Raymont, 1983), o afundamento passivo dos organismos
durante a baixa-mar (em virtude das menores velocidades das correntes) (Chicharo et
al., 1998c) ou os movimentos das massas de dgua com as marés, poderdo ter
contribuido para os resultados obtidos.

No rio Mira, Rojo Mattos (1995) refere os copépodes como o grupo
zooplancénico mais abundante. Aquele autor refere, ainda, a ocorréncia de grandes
concentracdes da hidromedusa Blackfordjia virginica entre Julho e Outubro. No
presente trabalho, estes macrozooplanctontes também ocorreram em densidades
bastante aprecidveis nas estacdes intermédias e constituiram um taxa relativamente
abundante nas colheitas espaciais (~44% da abundéancia total). Chicharo (1996) indica
os sifonéforos e outras hidromedusas (~88% da abundancia total) e os quetognatos
(7,5%) como os grupos mais abundantes num transecto realizado
perpendicularmente a costa ao largo do rio Guadiana em 1992. No estuério, os
cladéceros (Evadne spp. e Podon spp.), quetognatos (Sagitta friderici), larvaceos
(Oikopleura dioica) e particularmente os misidaceos (Mesopodopsis slabberi) sao
referidos como dominando a frac¢do zooplancténica (Chicharo et al., 1998c)

5.1.4. Ictioplancton

A distribuicao espacial e nictemeral dos ovos de peixe observada neste estudo
poderd reflectir o comportamento reprodutivo dos adultos (Smith, 1973) e a
influéncia de factores hidrolégicos do meio (Hewitt, 1981). As maiores abundéncias
registadas em alguns meses poderdo indicar épocas de desova de algumas das
espécies estudadas, designadamente no caso dos clupeiformes em que foi possivel
identificar os ovos com fiabilidade. Por outro lado, os resultados obtidos parecem
reflectir a distribuicdo nao-uniforme dos ovos nos estudrios dos rios Mira e
Guadiana. Com efeito, a distribuicdo agregada dos ovos promovera o
desenvolvimento do comportamento gregédrio das larvas, determinante para a
sobrevivéncia larvar (Hewitt, 1981). Neste estudo, as maiores abundéncias de ovos

de clupeiformes verificadas no rio Mira em Julho e Agosto, diferem dos resultados



publicados por Ré (1994) e poderdo relacionar-se com o inicio do periodo de
amostragem (Maio), ap6s o periodo de maxima actividade de desova, i.e. Abril (Ré,
1994). No rio Guadiana, as diferencas nas densidades relativas entre ovos de
sardinha e anchova, parecem reflectir a preferéncia pelo estudrio do Guadiana para a
desova de E. encrasicolus. Por outro lado, as estacbes em que se registaram os
méaximos de densidade de ovos de anchova, poderao indicar locais preferenciais de
desova da espécie, alids como verificaram Ré (1990, 1994) e Ré & Gongalves (1993),
para o rio Mira, e Chicharo (1988) para o rio Guadiana. Pelo contradrio, Antunes et al.
(1988) referem maiores abundancias de ovos de E. encrasicolus na ria de Alvor nas
estacOes mais exteriores (em Julho), que atribuiram as condig¢des hidrogréficas
daquele sistema.

A distribuigdo nictemeral da maioria dos ovos de peixe com a maré, observada
neste estudo, poderé reflectir a importancia dos factores hidrolégicos. A maioria dos
ovos de peixe recolhidos, eram de dimensdes relativamente reduzidas e com um
espaco perivitelino reduzido e, portanto, com dificuldades acrescidas em contrapor
as correntes de maré. No entanto, a variacao nictemeral da densidade dos ovos de
clupeideos e engraulideos parece reflectir estratégias especificas. As maiores
concentracdes de ovos de Sardina sp. registaram-se durante a preia-mar, o que pode
indicar uma dependéncia de factores hidrolégicos ou de processos de adveccdo, e
portanto uma utilizagdo ocasional do estudrio como nursery. Pelo contrario, as
maiores abundéancias de ovos de anchova durante a baixa-mar podem reflectir a
preferéncia pelas condicOes estuarinas para o desenvolvimento embrionario e larvar,
o que parece confirmado pela abundancia relativa das duas espécies nos estuarios
estudados. Dindmica semelhante é referida por Antunes et al. (1988) para ovos de
sardinha na ria de Alvor.

Considerando conjuntamente as variagdes espacial e nictemeral parecem existir
estratégias de retencdo dos ovos de anchova em determinadas zonas dos estudrios,
mais proximas do limite superior de intrusdo salina e propagacao da maré (Ré, 1987,
1990). Pelo contrario, a distribuicdo dos ovos de sardinha nos estuarios parece
principalmente sujeita a influéncia de fenémenos fisicos. Estes transportam os ovos
da zona costeira adjacente para o interior dos estudrios, possivelmente como
estratégia de sobrevivéncia. Quanto aos restantes ovos colhidos, a influéncia da maré

parece evidente, particularmente em Junho. Os ovos de gobideos, blenideos e



aterinideos sdo demersais, geralmente adesivos, e com dimensdes e espaco
perivitelino estreito (Russel, 1976; Fives, 1979; Palmer & Culley, 1984; Santos, 1989),
cacracteristicas que facilitam estratégias de retencdo no estuario e que poderao ser
responsaveis pela permanéncia das espécies no estudrio durante todo o seu ciclo de
vida.

As larvas de gobideos e blenideos ocorreram regularmente e constituiram os
taxa mais representados nas colheitas. O facto de serem espécies residentes nos
estuarios, completando ai o seu ciclo de vida (Costa et al., 1987), poderéd explicar a
predomindncia destes faxa. A ocorréncia relativas das larvas de clupeiformes
dependeu das caracteristicas da postura e do desenvolvimento larvar. Ré (1984) e Ré
et al. (1990) referem como zonas principais de desova de clupeideos, as costas
Noroeste e Sul de Portugal. Posteriormente, a distribuicdo dos ovos e das larvas
parece depender de processos de adveccdo. Pelo contrario, a anchova utiliza os
estuarios (Ré, 1984; Chicharo, 1988; Ré & Gongalves, 1993; Ré, 1994) e as rias
(Antunes et al., 1988) da Peninsula Ibérica como locais preferenciais de desova.

A densidade de ictioplanctontes foi substancialmente superior no rio Guadiana.
As maiores dimensdes deste rio e as suas caracteristicas hidrolégicas, que promovem
a existéncia de um maior namero e diversidade de habitats, poderdo explicar aquele
resultado. Espacialmente, as densidades de larvas de peixe foram relativamente
reduzidas, <35 ind./100m® no rio Mira e <55 ind./100m’ no rio Guadiana, quando
comparadas com outros estudos realizados naqueles estuarios (Chicharo, 1988; Ré,
1994). As alteracdes ambientais que decorreu entre os periodos de recolha
considerados nesses trabalhos e Marco-Setembro de 1997 poderao explicar, pelo
menos em parte, as diferengas observadas. Por outro lado, parece evidente em alguns
trabalhos (e.g. Ré, 1994) que a abundancia do ictioplancton tem decrescido ao longo
dos anos.

A distribuicdo espacial das larvas de peixe reflecte o tipo de utilizacdo que os
varios taxa fazem dos estudrios. Por um lado, os clupeideos ocorreram junto a foz
(Sardina sp.) e em estacdes mais a montante (Alosa spp.). No caso das larvas de
sardinha, a sua distribui¢do horizontal parece depender de fenémenos de advecgao
(Ré, 1984; Ré et al., 1990) e reflectir a utilizacdo dos estuarios como zonas de nursery
para as formas larvares e juvenis da espécie. Pelo contrario, as larvas de Alosa

resultam de posturas efectuadas no limite de intrusdo da maré ou em zonas



dulcaquicolas (Quignard & Douchement, 1991). Por outro, as larvas de anchova
foram colhidas em maior numero nas estagcdoes amostradas no estuario
inferior/médio. A postura de anchova ocorre nos estudrios, geralmente em zonas
localizadas para montante da foz, e parecem existir mecanismos de retengdo das
larvas no estudrio durante os periodos iniciais da ontegenia. Quanto as restantes
familias, o facto de constituirem espécies residentes nos estudrios e de apresentarem
estratégias de retencdo contra o movimento predominante em direccdo as aguas
costeiras adjacentes, podera explicar a sua ocorréncia em maior nimero nas estagdes
estuarinas (estagdes #0 - 3). A metodologia de colheita e particularmente as elevadas
concentracoes de hidromedusas observadas nas estacdes intermédias do rio Mira
poderao ser responsaveis pela auséncia de ictioplanctontes nas estacdes intermédias.
As larvas colhidas nas estagcdes mais a montante, integram concerteza a comunidade
dulgaquicola dos rios estudados.

Nictemeralmente, a distribuicdo das larvas observada neste estudo podera
resultar ou relacionar-se com: 1) eventuais migracdes verticais das larvas, que
procuram os estratos com maiores densidades das potenciais presas. Por isso, as
larvas deslocam-se para a superficie durante a noite de forma a estarem em zonas
iluminadas quando se alimentarem, uma vez que as larvas sdo predadores visuais
(Houde, 1982). As variagdes diarias na distribuicdo vertical das larvas poderao
influenciar decisivamente a deriva das larvas e, por conseguinte, a distribuicado
horizontal e a estrutura dos agregados (Houde, 1982). Esta parece ter sido a
estratégia no rio Guadiana, especialmente em Junho; 2) a influéncia da maré,
designadamente no caso dos clupeideos colhidos no rio Mira. Contudo, a
distribuicdo horaria da maioria dos taxa ndo parece relacionar-se com a maré; e/ou 3)
com estratégias de retencdo especificas, evidenciadas pelos ritmos circadianos dos
gobideos e blenideos independentes do periodo do dia e da maré. A variabilidade da
abundancia e distribuicdo das larvas reflectem um padrdo adaptativo da estratégia
de sobrevivéncia das fases iniciais da ontogenia (Hewitt, 1981). A densidade de
engraulideos e aterinideos ndo permitiu discurtinar variacoes circadianas especificas
nos rios Mira e Guadiana, apesar de serem referidas na literatura estratégias de
retencao das larvas, com objectivo de utilizar os estudrios como zonas de nursery (Ré,
1994). No entanto, os mecanismos de retencdo referidos anteriormente podem ser

explicados apenas por processos mecdnicos, que eliminam as suposi¢des acerca do



comportamento das larvas, e.g. fototaxia ou actividade natatéria estimulada pelas

marés (Wolf, 1973, 1974 in Ré, 1994).

5.2. AssociacOes entre larvas de peixes e parametros abioticos e bidticos

5.2.1. Hidrologia

A temperatura e salinidade constituiram os parametros abidticos mais
determinantes na distribuicdo dos ictioplanctontes, correlacionando-se de forma
bastante significativa (p<0,005) com ovos e larvas de peixe. Pelo contrério, a turbidez
e maré apenas foram importantes para a distribuicdo dos ovos de peixe. Os factores
fisico-quimicos podem influenciar decisivamente os estados larvares dos peixes, uma
vez que as larvas sdo meroplancténicas e, portanto, estdo sujeitas a fenémenos de
adveccdo que ocorrem num meio estruturalmente diverso (Rothschild & Rooth,
1982). Entre outras, a temperatura, a salinidade, a velocidade da corrente e a maré
sdo varidveis estruturantes dos estudrios (Bain et al., 1988; Thiel et al., 1995),
determinando habitats e condicionando o comportamento dos organismos. Os
organismos marinhos tendem a concentrar-se em zonas de transicdo, como por
exemplo a termoclina, a haloclina, as frentes, a superficie ou o fundo, que possuem
fortes gradientes ou propriedades especificas, escalares (e.g. salinidade, temperatura)
ou vectoriais (e.. direccdo ou velocidade da corrente) (Rothschild & Rooth, 1982).
Assim, a falta de mobilidade dos ovos de peixe, podera ser responsavel pela
associacao verificada com alguns pardmetros (designadamente a salinidade e maré) e
pelos padrées de distribuigdo observados. Quanto as larvas de peixe, a influéncia da
temperatura sobre a abundancia larvar é referida na literatura como estando
relacionada com taxas de mortalidade dependentes da temperatura (Frank &
Leggett, 1985), com a ecologia das fases larvares (Turner et al.,, 1994), com o ciclo
reprodutivo dos adultos e a desova (Holmes & Henderson, 1990; Palomera &
Sabatés, 1990; Palomera, 1992) ou com os ciclos de produgao plancténica primaéria e
secunddria (Buskey, 1993). Pelo contrario, ndo se obtiveram correlacdes significativas
entre a maré e a distribuicao das larvas, sendo, no entanto, de admitir a ocorréncia de
estratégias de retencgao, alids como observou Ré (1994) para larvas de anchova no rio
Mira. Por outro lado, a menor importancia da turbidez sobre a distribuicdo larvar

observada neste estudo podera relacionar-se com o namero reduzido de casos em



que foi possivel cruzar a informacao. A turbidez podera constituir uma desvantagem
para a alimentacdo de algumas espécies, uma vez que as larvas sdo predadores
visuais (Houde, 1982). No entanto, as larvas podem escolher locais mais "trbidos"
como forma de se protegerem dos predadores, em virtude da menor intensidade
luminosa (Cyrus & Blader, 1987).

Vérios estudos tém confrontado as abundéancias dos estados larvares e
parametros hidrolégicos do meio. Heufelder et al. (1982) verificou que eventos de
ressurgimento no Lago Michigan (EUA) reduziam a densidade de larvas de Alosa
pseudoharengus. Aqueles autores indicam a diminuicdo da profundidade da
termoclina, e portanto do habitat ocupado pelas larvas, a mortalidade por choque
térmico, ou movimentos das larvas e dos adultos em desova, como os factores
responsaveis pela diminuicdo das densidades das larvas. Crecco & Savoy (1984,
1985), Robinson & Bain (1989), Turner et al. (1994) e Thiel et al. (1995) obtiveram
correlagdes significativas entre alguns parametros fisico-quimicos e a abundancia de
larvas de peixe em alguns estudrios dos EUA e Alemanha. Pelo contrario, Buskey
(1993) nao obteve relagdes claras entre a abundancia de micro- e mesozooplancton e a
temperatura, a salinidade ou a concentracdo em clorofila a no estudrio de Nueces
(Texas, EUA)._

O estudo das relagdes entre alguns parametros abiéticos do meio e a
abundancia de ictioplactontes parece mais simples no caso dos ovos, em virtude sua
incapacidade de contrap6r os movimentos das massas de 4gua em que se encontram,
do que nas larvas que apresentam alguma capacidade de activamente se deslocarem
em funcdo de uma série de factores. Isso mesmo verificaram Ross et al. (1993) quando
avaliaram o ajuste de um indice de adequacdo do habitat (Stier & Crance, 1985 in Ross
et al., 1993) a distribuicdo de ovos e larvas de Alosa sapidissima no rio Delaware

(EUA).

5.2.2. Presas potenciais

A ocorréncia simultanea de ovos de peixe e de nauplii de copépodes, de
copepoditos, de nauplii de cirripedes e de decdpodes, indicada pelas correlacdes
positivas obtidas neste estudo, podera estar relacionada com a falta de mobilidade

dos organismos e, consequentemente, com a dificuldade em contrapdr os



movimentos das massas de d4gua. No caso em que a abundancia das larvas de peixe e
microzooplanctontes se correlacionaram significativamente, estes corresponderam
aos taxa descritos na literatura como presas de larvas de peixe, e.g. nauplii de
copépodes, copepoditos, larvas de bivalves, gastrépodes, nauplii de cirripedes
(Crecco & Blake, 1983; Conway et al., 1991; Ferreira & Ré, 1993; Chicharo, 1996). Estas
relagdes podem resultar da busca activa pelas larvas de maiores concentracdes de
alimento (Hunter, 1976) que favorecem a alimentacao larvar (Laurence, 1982). Com
efeito, quando integradas em agregados de presas, as larvas de peixe tendem a
diminuir a actividade natatéria (Wyatt, 1972, Hunter & Thomas, 1974),
comportamento que lhes permite permanecer nesse agregado (Wyatt, 1972). Por
outro lado, os agregados de presas aumentam a probabilidade de "encontros" entre
as larvas e o alimento e favorecem o sucesso alimentar, uma vez que a distancia a que
as presas sdo "percebidas" pelas larvas de peixe é reduzida [em clupeiformes, por
exemplo, ndo excede um comprimento-padrdo larvar. Blaxter & Hunter (1982)] e o
volume de 4gua que podem efectivamente procurar nao excede 10 litros/dia (Houde,
1982). A concordancia entre resultados da andlise espacial e temporal parece
confirmar a preferéncia das larvas de peixe por determinado taxon (neste caso: nauplii
de copépodes), pois significa que as larvas efectuam migracdes verticais ou
horizontais em funcdo da distribuicdos desse(s) taxon(a) e tendem, por isso, a
acumular-se nos estratos em que a concentracdo de alimento é maior (Fortier &
Leggett, 1984).

No rio James (EUA), Burbridge (1974) também obteve correlacdes positivas e
significativas (r=0,84) entre a abundancia de Alosa aestivalis (idade 0+) e de
zooplancontes. Recentemente, DeVries & Stein (1992) e Stein et al. (1995), com base
nas distribui¢des coincidentes de larvas e presas, introduziram o conceito de
“middle-out control” para descrever a importancia do clupeideo Dorossoma
cepedianum na regulacdo da comunidade zooplacténica de lagos artificiais nos EUA.
Contudo, a correspondéncia entre as distribui¢des das larvas e das potenciais presas
pode resultar, apenas, de mortalidade diferencial, relacionada com diferengas na
disponibilidade de alimento (Hunter, 1976). Fortier & Leggett (1984), utlizando a
analise de espectros, verificaram que a magnitude da co-variabilidade entre larvas e
presas difere consoante as espécies, profundidades, dimensdo das larvas e escala

espacio-temporal considerada. Sinclair & Iles (1985) e Taggart & Leggett (1987)



referem distribuicdes espaciais e temporais independentes entre larvas de Clupea
harengus e Mallotus villosus e de potenciais presas plancténicas. Purcell & Grover
(1990) minimizaram a importancia da disponibilidade de alimento sobre a
mortalidade larvar de C. harengus. Recentemente, Hugie & Dill (1994) desenvolveram
um modelo de seleccdo de habitats e verificaram que os predadores parecem
distribuir-se em funcdo da produtividade de determinados locais e ndo em fungdo da
distribuicdo de potenciais presas.

De acordo com Fortier & Leggett (1984), o estudo das relacdes entre larvas de
peixe e presas potenciais através de correlacdo simples ndo é suficiente para isolar os
factores que as determinam. Neste estudo, pretendia-se obter informagao
complementar acerca das relacdes larvas de peixe/presas sem prejuizo da andlise de
condicdo nutricional (ver Seccdo 5.4.3.) pelo que se optou por uma andlise de
correlagdo preliminar. Por outro lado, Frank (1988) aponta os enviesamentos da
amostragem de alguns dos trabalhos mencionados, que podem mascarar eventuais
relacdes bioldgicas, designadamente a utilizacdo duma tnica rede de colheita para
amostrar micro- e ictioplancton. No presente trabalho, a colheita de amostras foi
realizada com redes diferentes consoante a fraccao-alvo do zooplancton (cf. Seccao

3.1.), de modo a minimizar a influéncia dos erros referidos por aquele autor.

5.2.3. Potenciais predadores/competidores

As relacdes entre os ictioplanctontes e os grupos de predadores potenciais
variaram de grau de ajuste e significdncia consoante os taxa considerados e a
estratégia de amostragem. A abundancia dos ictioplanctontes correlacionou-se com
um conjunto de faxa referidos na literatura como predadores de ovos e larvas de
peixe e.g. medusas, ctenéforos, quetognatos, copépodes, misidaceos, eufasidceos,
anfipodes, decdpodes, apendiculérios, e larvas de peixes planctivoros (Hunter &
Kimbrell, 1980; Frank & Leggett, 1985; Bailey & Houde, 1989; Matsakis & Conover,
1991; Pepin et al., 1992; Bamstedt et al., 1994; Margonski & Horbowa, 1994, 1995,
1996). Destes grupos, as larvas de peixe correlacionaram-se mais significativamente
com os quetognatos, misidaceos e apendicularios (r>0,50) na estratégia espacial e
com os cladoceros, ostracodes, decapodes (zoea/mysis), apendicularios e larvas de

outras espécies de peixe (r>0,50) na estratégia nictemeral. A ocorréncia simultanea de



larvas e predadores potenciais, indicada pela maioria de correlagdes positivas,
poderé constituir uma vantagem tréfica dos predadores relacionada com o potencial
aumento da eficiéncia predadora sobre as larvas de peixe (Frank & Leggett, 1982;
Purcell & Grover, 1990). No entanto, alguns autores (e.g. Moller, 1984, 1985; Suthers
& Frank, 1990) basearam-se nas rela¢des inversas da dindmica populacional de larvas
de peixe e de crustaceos, de medusas e de ctenéforos, para evidenciar o potencial
predador destes taxa. Frank & Leggett (1985) criticam a evidéncia das correlacdes
negativas se ndo forem considerados outros factores abitdticos e referem que as
relagdes inversas podem, apenas, reflectir respostas adptativas das larvas ou dos
adultos a padrdes histéricos de predacao. Por outro lado, as correlacdes entre as
abundancias de larvas e predadores podem reflectir padrdoes semelhantes de busca
de alimento, comum aos dois grupos (Baier & Purcell, 1997) ou comensalismo
(Brodeur, 1998). Em algumas amostras formolizadas, foi possivel observar casos de
medusas a alimentarem-se de ovos e larvas de peixe, alids como referem Moller
(1984) ou Veer (1985), contudo nao é possivel excluir a hipétese de terem ocorrido no
copo colector com a amostra particularmente condensada.

As medusas e os quetognatos tém sido considerados como os principais agentes
reguladores das comunidades zooplancténicas em varios ecossistemas (Peterman &
Gatto, 1978; Moller, 1984, 1985; Frank & Leggett, 1985; Purcell, 1990; Purcell &
Grover, 1990; Matsakis & Conover, 1991, Bamstedt et al., 1994; Margonski &
Horbowa, 1994, 1995, 1996; Schneider & Behrends, 1994; Baier & Purcell, 1997;
Brodeur, 1998) e situagdes experimentais (Kuhlmann, 1977; Gamble & Hay, 1989). A
referéncia a outros grupos de predadores é bastante menos comum e diz respeito a
crustaceos (Moller, 1984, 1985) e peixes planctivoros (Pepin et al., 1992; Pepin &
Shears, 1995). Neste trabalho, ndo foi possivel obter coeficientes de correlacao
elevados (r<0,40) para as relagcdes entre as distribuicdes de abundancia de
hidromedusas e larvas de peixe como seria de esperar relativamente a outros
zooplanctontes, tendo em consideracdo o que vem referido na literatura e as
densidades aprecidveis observadas em algumas estacdes no rio Mira. A ocorréncia
massiva, e por vezes exclusiva, de hidromedusas em algumas colheitas, originou a
rapida colmatagdo da rede e contribuiu para a subestimagdo dos restantes

zooplanctontes, desse modo reduzindo o ntimero de correlacdes significativas.



5.2.4. Modelos empiricos

A temperatura e salinidade constituiram os parametros hidrolégicos mais
determinantes na distribuicdo, tanto espacial como nictemeral, da generalidade dos
ictioplanctontes (cf. TABELA 9), integrando a maioria dos modelos de regressao
obtidos. Contudo, no caso dos ovos de clupeiformes, a sua variagdo nictemeral no rio
Mira dependeu, em parte, da maré. No caso dos ovos de sardinha, a temperatura
influenciou positivamente a abundéncia, enquanto a densidade dos ovos de anchova
foi influenciada negativamente, alids como discutido anteriormente.

A maioria dos taxa envolvidos nas equagdes obtidas neste estudo para explicar
a abundancia dos ictioplanctontes correspondem a grupos de predadores potenciais
(cf. TABELA 9). Estes resultados sugerem que a predacado constitui o factor de maior
importancia na explicagdo da distribuicdo dos ovos e das larvas dos peixes, em
conjunto com alguns parametros hidrolégicos, e que podera constituir a principal
causa de mortalidade larvar. No entanto, serd necessario considerar, por um lado, a
similaridade entre metodologias de colheita das larvas e dos predadores potenciais e,
por outro, que as correlacdes entre a abundancia das larvas e dos predadores
poderao reflectir estratégias de predacao sobre presas comuns.

Dos grupos taxonémicos referidos na literatura como os mais importantes
predadores potenciais de larvas de peixe, as hidromedusas nado integraram os
modelos de regressdo calculados neste trabalho, apesar de constituirem um grupo
bastante representativo do mesozooplancton, especialmente no rio Mira. A maioria
das hidromedusas colhidas no rio Mira encontrava-se no intervalo de dimensao 2 - 5
cm, pelo que o seu impacte sobre o plancton deverd ser considerado. De acordo com
Schneider & Behrends (1994), apenas as hidromedusas com <8 cm consomem larvas
de peixe. Contudo, a ocorréncia daquele taxon e de larvas de peixe poderd ser
mutuamente exclusiva, i.e. podem reflectir respostas adaptativas das larvas que
evitam concentracdes de predadores, ou dos adultos a padrdes histéricos de
predagdo, procurando locais de desova sujeitos a um menor impacto dos predadores
(Frank & Leggett, 1985). Por outro lado, a rapida colmatagdo da rede durante as
colheitas podera originar subestimacao dos resultados referentes aos restantes taxa

zooplancténicos.



5.3. Comparacao de metodologias de quantificacio dos acidos

nucleicos

Este estudo reforca a ideia de que as razdes RNA/DNA calculadas para larvas
individualmente variam com o método de extraccao e de quantificacdo usado. Sem
meios que permitam determinar qual dos procedimentos laboratoriais de
quantificacdo dos acidos nucleicos é o mais adequado e correcto, é importante
estimar parametros de intercalibracdo que possibilitem comparar os resultados entre
laboratorios e técnicas.

A percentagem de recuperagdo dos &cidos nucleicos apds purificagdo dos
homogeneizados pelo método de Clemmesen (1988, 1993) adaptado por Chicharo
(1996) (CC) foi menor do que os resultados publicados por outros autores
(Clemmesen, 1993; Canino & Caldarone, 1995; Chicharo, 1998; Chicharo et al., 1998a).
A purificagdo dos acidos nucleicos proposta por Clemmesen (1988, 1993) pode: 1)
originar a perda de DNA e RNA (Caldarone & Buckley, 1991; Canino & Caldarone,
1995), no caso do RNA possivelmente devido ao menor peso molecular (Clemmesen,
1993); 2) conduzir a contaminacdo do homogeneizado pelos solventes organicos
utilizados (Grémare & Vétion, 1994); ou 3) resultar de actividade variavel da
ribonuclease (RNAse). No caso do procedimento proposto por Caldarone & Buckley
(1991) (CB), as percentagens de recuperacdo de RNA e DNA, assim como os
coeficientes de variacdo associados as determinacdes, encontram-se no intervalo de
valores referidos na literatura para aquele método (Canino & Caldarone, 1991;
Wagner et al., 1998). Pelo contrario, os coeficientes de variagdo associados as
determinacdes através de CC foram maiores do que os valores referidos por
Clemmesen (1988, 1993), Chicharo (1997, 1998) e Chicharo et al. (1998a, b). A
temperatura ambiente ndo deverd ter afectado os resultados ou os coeficientes de
variacdo obtidos, pois as andlises foram realizadas em ambientes de temperatura
controlada (+ 2°C) como refere Caldarone & Buckley (1991). Os limites de detecgao
da técnica encontram-se entre os valores publicados na literatura (Clemmesen, 1987b,
1988; Caldarone & Buckley, 1991; Canino & Caldarone, 1995; Chicharo et al., 1998a).

Os dois métodos estudados produziram resultados similares de Log(DNA) mas
diferentes de Log(RNA) e Log(RNA/DNA). Se, por um lado, a actividade da RNAse

poderé ser responsavel pelas diferencas obtidas entre métodos apenas para o RNA (e



por conseguinte para a relagdio RNA/DNA), por outro, a purificacdo dos
homogeneizados podera originar, por um lado, a perda de RNA, em virtude do seu
menor peso molecular ou, por outro, a contaminacdo do homogeneizado
(aumentando a fluorescéncia). O ajuste das metodologias as familias estudadas
variou com a populacdo larvar (factor Bacia x Familia), possivelmente em resposta a
dimensdao e fase ontogénica das larvas analisadas. McGurk & Kusser (1992)
analisaram as diferencas entre as concentracdes em d&cidos nucleicos e razdes
RNA/DNA obtidas por trés métodos fluorimétricos. Estes autores também
obtiveram diferencas significativas entre o contetdo em RNA, [RNA], e a razado
RNA/DNA, que atribuiram a interferéncia de outros compostos nos procedimentos
analiticos. De acordo com aqueles autores, estes compostos poderdo ter: 1) absorvido
parte da fluorescéncia; 2) contribuido para a fluorescéncia residual; ou 3) inibido a
cinética da RNAse. Mathers et al. (1994) compararam os métodos de Munro & Fleck
(1966) e Clemmesen (1988) para a quantificacdo dos acidos nucleicos (AN) e apenas
obtiveram diferengas nas conteidos em RNA em larvas com peso seco (PS) inferior a
200 pg. Para larvas com PS entre 200 - 800 pg, a modificacdo do método que
introduziram resolveu as dificuldades referidas por Buckley (1984) para a
quantificacdio de AN em larvas com PS inferior a 800 pg PS. As diferencas
significativas entre [RNA], [DNA] e RNA/DNA observadas por Grémare & Vétion
(1994), quando compararam sete métodos espectrofluorimétricos mostraram que: i) é
absolutamente necessaria a presenca de um detergente na solucdo-tampao usada na
homogeneizacdo das larvas e na extraccdo dos acidos nucleicos; ii) é essencial
centrifugar os homogeneizados; e iii) existem varios problemas associados a
purificagdo dos acidos nucleicos com fenol, cloroférmio e dalcool isoamilico,
designadamente, a influéncia sobre a linearidade da resposta dos flu6foros. Aqueles
autores propdem um protocolo alternativo, que incorpora esta recomendagdes.
Recentemente, Chicharo (1996) comparou duas técnicas de determinacdo de acidos
nucleicos, espectrofotométrica de Schmidt & Tannhauser (1945) e fluorimétrica de
Clemmesen (1988, 1990), para larvas de Sardina pilchardus e ndo obteve diferencas
significativas nas concentracdes de DNA e RNA, e nas relagcdes RNA/DNA.

A comparacao das concentracdes em &acidos nucleicos e a intercalibracdo das
metodologias através da andlise de regressdao linear providenciaram uma base

razoavel para a comparacdo, embora se tenham registado diferencas entre resultados.



Contudo, obtiveram-se modelos que, explicando uma parte da variabilidade,
permitem transformar os resultados (cf. FIGURAS). Canino & Caldarone (1995)
compararam um método automatizado de analise espectrofluorimétrica (FIA) com
um procedimento modificado da espectrofluorimetria convencional (CFA) através de
analise de regressao funcional (Tipo II), e obtiveram valores de correlagdo superiores.
Inesperadamente, aqueles autores obtiveram melhores ajustes para [RNA], que foi
indirectamente determinado a partir de [DNA+RNA] e [DNA]. McGurk & Kusser
(1992), Grémare & Vétion (1994) e Mathers et al. (1994) descriminaram diferencas
entre métodos mas ndo apresentam parametros para a intercalibracao de resultados.

Embora seja necessdrio utilizar factores de correcdo para comparar os
resultados obtidos pelos dois métodos testados, ambos os protocolos parecem
produzir valores biologicamente aceitaveis. Os métodos fluorimétricos mais sensiveis
(e.g. Clemmesen, 1993) requerem maior atencdo do operador e procedimentos de
extrac¢do mais morosos, restringindo desse modo o ntimero de amostras que podem
ser processadas durante um dia (Canino & Caldarone, 1995). No entanto, o protocolo
de Clemmesen (1988, 1993) é utilizado regularmente em muitos laboratérios. Os
métodos relativamente mais simples (e.g. Caldarone & Buckley, 1991) permitem, por
um lado, analisar mais rapidamente os contedtdos em RNA e DNA de larvas de
peixes, com grau razoavel de sensibilidade, e recuperar os otélitos para posterior
estudo da idade e crescimento, e por outro, eliminam a purificagdo dos
homogeneizados e facilitam a analise de um maior nimero de larvas de peixes
capturadas in situ (até um maximo de 100 larvas/dia).

Diferentes  metodologias  podem  produzir  diferentes  resultados,
impossibilitando a comparacdo directa de estimativas. A estandardizacdo e
intercalibragdo dos procedimentos analiticos tem sido encorajada (Clemmesen, 1993).
Varios autores tém comparado metodologias de extracdo e quantificagdo de acidos
nucleicos (McGurk & Kusser, 1992; Grémare & Vétion, 1994; Canino & Caldarone,
1995; Chicharo, 1996) e obtido diferencas significativas. Contudo a maioria nao
apresenta factores de correcdo dos resultados. Neste trabalho, apresentam-se
equagdes para a intercalibracdo de resultados entre métodos. A comparagao entre
metodologias ao nivel especifico, reduzira o intervalo de concentra¢cdes em &cidos
nucleicos e poderad confirmar os resultados obtidos neste estudo para os clupeideos,

blenideos, gobideos e aterinideos dos rios Mira e Guadiana.



54. Condicao nutricional das larvas de peixe vs. parametros

hidrolégicos e biolégicos

5.4.1. Indices de Condicio

De modo a descrever a condicao nutricional de larvas de peixe, utilizaram-se
indices compostos, elaborados a partir das concentragdes em acidos nucleicos e
proteinas, RNA/DNA, PROT/DNA, PROT/RNA ou Gpi. A simples quantificagdo
de macromoléculas, e.g. DNA/larva ou RNA/larva, ndo parecem adequadas para
comparagdes entre o estado nutricional de larvas com dimensdes diferentes
(Chicharo, 1996), uma vez que se verificou existirem relagdes (exponenciais ou
lineares) entre aquelas quantidades e o comprimento-padrao das larvas. A resposta
dos varios indices de condicdo calculados variou consoante as macromoléculas
consideradas, contudo a maioria correlacionou-se significativamente entre si. As
correlagdes sdo mais fortes quando se compararam indices calculados a partir de
informacao obtida com métodos similares (por exemplo RNA/DNA [CC] vs. Gpi ou
PROT/RNA vs. PROT/DNA, e vice-versa). As diferengas encontradas entre os varios
indices poderdo relacionar-se com a aplicabilidade dos indices de condicdo a
determinado taxon (cf. Seccdo 5.3.) ou com a resposta diferencial dos processos de
sintese das varias macromoléculas as condigdes do meio (Suthers, 1992; Suthers et al.,
1992). De acordo com Robinson & Ware (1988), as larvas podem atingir a taxa
maxima de crescimento para um nivel nao muito elevado da razao RNA/DNA.

De modo a ultrapassar a variabilidade dos resultados que obtiveram com
[AN]/larva e RNA/DNA em larvas de Solea solea ou em virtude das diferencas nas
respostas de indices mais comuns e os erros que podem incluir as metodologias de
determinacdo de RNA/DNA, Bergeron et al. (1991, 1997) e Suthers et al. (1992)
proposeram novos indices, DNA/Peso Seco, Ln[Res(RNA)+1] e DNA/[Carbono]
respectivamente, como métodos mais fidveis e sensiveis para determinar a condicao
nutricional de larvas de peixe. Contudo, e tendo em consideragdo os véarios aspectos
eco-fisiolégicos discutidos, a utilizacdo da razdo RNA/DNA, como sugerem
Clemmesen (1988, 1993) e Chicharo (1996), permite a comparagdo com um namero

apreciavel de trabalhos publicados sobre as espécies em questdo e outras afins. Por



outro lado, a metodologia empregue neste estudo possibilita o célculo de indices
complementares por forma a estudar aspectos particulares da resposta fisiologica das
larvas as condi¢coes do meio.

A anadlise individual das larvas de peixe permitiu recolher, para um mesmo
individuo, informagao relativa a varios indices bioquimicos, possibilitando analisar a
sua variabilidade e comparar a sua resposta as condi¢des observadas no meio, bem
como estudar os diferentes aspectos do impacte das condi¢cdes ambientais e

bioldgicas através de indices que equacionam outras varidveis (e.g. PROT/[AN]).

5.4.2. Condig¢do nutricional larvar

O ntmero de larvas de clupeiformes (<60 ind.) e restantes familias (~350 ind.)
analisadas impdem a consideracdo dos resultados como aproximativos. Quando
comparéveis, os valores de concentracdo em 4cidos nucleicos, proteinas e razdes
RNA/DNA obtidos para os clupeiformes encontram-se no intervalo de valores
publicados para Sardina sp. (Chicharo, 1996, 1997, 1998; Chicharo et al., 1998a, b),
para Engraulis sp. (Garcia et al., 1998) e Clupea spp. (Buckley, 1984; Robinson & Ware,
1988; Clemmesen, 1989, 1994; McGurk & Kusser, 1992; McGurk et al., 1992). Quanto
aos blenideos, gobiideos e aterinideos, o presente trabalho constitui a primeira
referéncia conhecida para estudos da andlise da condicdo nutricional baseada nos
conteidos em RNA e DNA. A concentracdo em acidos nucleicos, proteinas e indices
de condicdo proteinas/&cidos nucleicos parecem aumentar com o comprimento-
padrdo, alids como referem Buckley (1984), Robinson & Ware (1988), Shimizu et al.
(1989), McGurk & Kusser (1992), McGurk et al. (1992), Chicharo (1996), Chicharo et al.
(1998b) e Garcia et al. (1998) para clupeiformes, ou Canino et al. (1991), Bailey et al.
(1995), Rooker & Holt (1996) e Suthers et al. (1996) para outras espécies de peixe. Os
tipos de equagdes encontrados para as relagdes com o comprimento estardo,
concerteza, relacionados com estratégias especificas de crescimento das espécies
estudadas e reforcam a relacio entre a concentracdo das macromoléculas e a
dimensdo das larvas. A correlagio generalizada entre os indices do tipo
proteinas/acidos nucleicos e o comprimento-padrao coloca algumas reservas a sua
utilizagdo para a comparacao da condicdo nutricional de larvas de comprimentos

diferentes.



Os valores obtidos para a percentagem de larvas em inani¢do encontram-se
dentro do intervalo referido na literatura para larvas de clupeiformes (Robinson &
Ware, 1988; Clemmesen, 1989, 1994; McGurk et al., 1992; Mathers et al., 1994;
Chicharo, 1996, 1997, 1998; Chicharo et al., 1998a, b) e para outras espécies (Buckley,
1984; Buckley & Lough, 1987; McGurk et al., 1992). As diferencas entre os resultados
obtidos e os valores publicados por outros autores poderdo relacionar-se com a
influéncia de factores como a temperatura ou a abundancia relativa de algumas
presas e predadores potenciais, que tém sido apontados como determinantes para a
condicdo nutricional de larvas de peixe (Lasker, 1975; Buckley, 1982; Robinson &
Ware, 1988; Canino et al., 1991; Pepin, 1991; Mathers et al., 1993; Chicharo, 1996).
Curiosamente, as maiores percentagens de larvas de clupeideos e blenideos em
estado de inanicdo no rio Mira estdo associadas a maiores densidades de
microzooplanctontes, i.e. apesar da maior disponibilidade de alimento as larvas
encontram-se em piores condigdes. A ocorréncia de larvas em estado de inanicao
poderd indicar a presenca de larvas "anormais", que respondem a disponibilidade de
alimento de forma varidvel (em funcdo do desenvolvimento ontogénico das
capacidades natatorias e sensoriais) ou que ndo conseguiram aproveitar a quantidade
de alimento disponivel (McGurk et al., 1992). Nao obstante, estes resultados poderao
reflectir o impacto da predagdo sobre as populacdo larvares, designadamente por
remocao das larvas em piores condigdes. Com efeito, a densidade de predadores
potenciais foi relativamente superior no rio Mira (cf. Secgdo 4.1.), assim como se
verificou existirem relacoes de causa-efeito entre a distribuicdo e condicao das larvas
de peixe e a densidade de alguns taxa de predadores (cf. Seccoes 4.2.4 e 4.6.,
respectivamente). Por outro lado, as menores percentagens de inanicdo parecem
corresponder a valores de temperatura mais elevados, designadamente para
clupeideos e gobideos. A temperatura é um dos parametros que influencia a
distribuicdo e a condigdo nutricional das larvas, e neste trabalho integrou modelos de
regressao (cf. Seccdo 4.6.). Em alguns casos, designadamente nos blenideos, as
dimensdes reduzidas das larvas poderdo ser responsiveis pelas maiores
percentagens de larvas em estado de inanicdo relativamente as restantes familias,
uma vez que os limites de deteccdo dos protocolos de extrac¢dao e quantificacdo dos

acidos nucleicos poderao ser demasiado elevados.



A influéncia daqueles factores sobre o metabolismo das larvas, e
designadamente sobre a actividade do RNA e sintese proteica (ver Bergeron, 1997),
impoem algumas reservas a comparacao directa entre percentagens de larvas em
processo de inanicdo obtidas a partir da razao RNA/DNA. Assim, utilizou-se um
indice composto, Gpi, que afere os resultados da analise bioquimica (RNA/DNA) e
da temperatura, e que indirectamente indica o "nivel critico" de sobrevivéncia
(Buckley, 1984; Robinson & Ware, 1988). Os valores médios de Gpi obtidos neste
trabalho variaram entre 10,27 + 7,10 % /dia em blenideos do rio Mira e 46,01 + 43,11
%/dia em clupeideos do rio Guadiana e encontram-se no intervalo de valores
referidos na literatura (Buckley, 1984; Robinson & Ware, 1988; McGurk & Kusser,
1992; Chicharo 1996; Chicharo et al., 1998b). A variabilidade encontrada devera estar
relacionada com a influéncia das condicdes etremas que por vezes ocorrem em meio
natural (Chicharo, 1996). Por outro lado, e de acordo com Pepin (1989), o aumento da
variabilidade da taxa de crescimento proteico resulta do incremento do alimento.
Neste contexto, parece confirmar-se a importancia relativa da disponibilidade de
alimento na determinacdo da condigdo nutricional larvar. Comparativamente, os
valores obtidos para Sardina sp. colhidas no estudrio do rio Guadiana sdo superiores
aos referidos por Chicharo (1996) para larvas amostradas ao largo da foz do rio
Guadiana em 1992. As condigdes potencialmente favoraveis ao desenvolvimento das
larvas que se verificam no estuario do rio Guadiana, e que tém sido consideradas
como responsaveis pela escolha dos estuarios como zonas de nursery (e.g. Cabral,
1998), poderdo explicar as diferencas encontradas.

Quando comparaveis, as percentagens de larvas de peixe em estado de
inanigdo, quando se considerou Gpi <0, sdo relativamente semelhantes aos referidos
por McGurk et al. (1992) para larvas de Clupea e Ammodytes e por Chicharo et al.
(1998b) para larvas de Sardina. No entanto, os resultados da anélise da percentagem
de larvas em estado de inani¢do através do indice Gpi parecem confirmar
genericamente os obtidos com RNA/DNA <1,3 ou <1,0. As diferencas,
designadamente para os aterinideos, poderdo relacionar-se com o desajuste do valor
da razao RNA/DNA igual a 1,0 como indicador de inani¢do, uma vez que resulta de
trabalhos realizados con outras espécies (cf. Clemmesen, 1994). Por outro lado,

verificou-se que o valor critico da razdo RNA/DNA é relativamente superior no rio



Mira, o que poderd indicar as dificuldade de sobrevivéncia das larvas, que exigirao

condicdes ambientais (hidrolégicas e biologicas) mais favoraveis.

5.4.3. Condig¢do nutricional vs. parametros abiéticos e bidticos

A temperatura foi o inico parametro hidrolégico estudado que se correlacionou
com a condicdo nutricional larvar. A temperatura é um dos parametros que
influenciam a distribuicdo e abundéncia das larvas (Frank & Leggett, 1985; Holmes &
Henderson, 1990; Palomera & Sabatés, 1990; Palomera, 1992; Buskey, 1993; Turner et
al., 1994) e regula as taxas de crescimento e mortalidade das larvas de peixe (Crecco
& Savoy, 1984; Houde, 1989; Palomera & Lleonart, 1989; Battini et al.,, 1995). As
correlagdes com a temperatura, geralmente negativas, poderdo estar associadas a
diminuicao da actividade dos ribossomas quando a temperatura diminui, pelo que é
necessaria uma maior concentragio de RNA para assegurar o mesmo nivel de
actividade (Bulow, 1987) enquanto que o conteido em DNA, [DNA], se mantém
estavel. Pelo contrario, McGurk et al. (1992) verificaram-se ndo existirem relagdes
entre a razao RNA/DNA e as condi¢des ambientais do meio.

Por outro lado, a maioria das varidveis que integraram os modelos empiricos
obtidos sdo indicadores da abundadncia de presas potenciais. Estes resultados,
indicam uma relagdo mais préxima entre a alimentagdo e a condigao nutricional das
larvas de peixes. A quantidade e disponibilidade de alimento disponivel tém sido
referidas na literatura como condicionantes da sobrevivéncia, da condicao
nutricional e do crescimento larvar (Buckley, 1979; Buckley et al., 1984; Martin et al.,
1985; Setzler-Hamilton et al., 1987; Canino et al., 1991; Canino, 1994; Bailey et al., 1995;
Battini et al., 1995; Bergeron, 1997). A determinacdo da densidade de presas
potenciais necessita, entre outros aspectos, do conhecimento prévio do tipo de
organismos que as larvas ingerem, o que permitird a sua quantificacdo no meio
natural (Chicharo, 1996). Neste trabalho, utilizaram-se, entre outros, os trabalhos de
Hunter (1981), Blaxter et al. (1982), Crecco & Blake (1983), Ferreira & Ré (1993),
Chicharo (1996) e Pepin & Penney (1997) para estabelecer uma metodologia de
recolha compativel (cf. Seccao 3.1.). Potencialmente, o volume de agua filtrado
poderia: 1) ndo conter ntiimero suficiente de organismos, situacao que ocorreu poucas

vezes; ou 2) ndo representar a distribuigdo "real" dos microzooplanctontes, "erro" que



poderia ser ultrapassado com a amostragem integrada da coluna de agua. Frank
(1988) atirma que a realizacao de arrastos com a integracdo de toda a coluna de dgua
obscurece a existéncia de micro-agregados com elevadas densidades de presas. No
entanto, pretendia-se obter informagdo complementar a andlise de condicdo que
permitisse estimar a densidade "potencial" do alimento. Por outro lado, as
correlagdes significativas e os modelos matemaéticos obtidos parecem confirmar que a
metodologia escolhida para a colheita e analise do microzooplancton se adequou aos
objectivos do presente trabalho, e quantificou a disponibilidade de alimento para as
larvas de peixe. Uma outra questdo relacionada com o estudo da inani¢do em meio
natural, é a determinacdo da densidade de presas necessdria para assegurar a
sobrevivéncia das larvas. Viarios autores tém abordado esta questdo
laboratorialmente e tém verificado que as densidades limitantes para a sobrevivéncia
das larvas de peixe sdo superiores as registadas em meio natural. A distribuicdo
agregada das presas (Valiela, 1995), ndo reflectida pela densidade média e com CV
~100% (e.g. Buckley & Lough, 1987), e o comportamento condicionado das larvas
quando integradas naqueles agregrados (Wyatt, 1972; Hunter & Thomas, 1974; Frank
& Leggett, 1985), poderao explicar a discrepancia entre os resultados obtidos no
laboratorio e in situ.

Por fim, algumas varidveis relacionadas com a abundéancia de predadores
explicaram parte da variabilidade da condigdo nutricional das larvas de peixes.
Nestes casos, os predadores poderdo remover as larvas em piores condicdes, i.e. com
reduzida capacidade de fuga, ou superar as larvas na competicdo por itens
alimentares comuns, e, por conseguinte, acelerar o processo de inanicdo e morte das
larvas de peixe. Sao escassos os trabalhos sobre larvas de peixe que dediquem
simultdneamente alguma atencado aos potenciais predadores (Bailey & Houde, 1987).
A influéncia das condi¢des experimentais (Peterson & Black, 1994) e a dificuldade em
estudar in situ a mortalidade por predacdo, uma vez que predadores de varios taxa
podem actuar sobre as larvas e podem ndo ser capturados pelo(s) método(s) de
colheita usado(s), constituem as criticas mais frequentes as experiéncias de predacao
em situacdes controladas. Estes argumentos, tém incentivado a implementacao de
métodos indirectos com base na diferenca entre a mortalidade total e a mortalidade
por inanicdo. Estes métodos presupoem que as outras fontes de mortalidade sao

desprezaveis (Hewitt et al., 1985) ou que se podem subtrair as perdas por dispersao



(Fortier & Leggett, 1985). Por outro lado, Frank & Leggett (1985) constestam as
metodologias baseadas na recoha simultanea de larvas e predadores, alegando que a
estratégia de postura da maioria das espécie de peixe evita zonas de elevadas
abundéncias de predadores. Neste trabalho, a ocorréncia massiva e praticamente
exclusiva de hidromedusas no rio Mira podera constituir um exemplo desta
estratégia. No entanto, obtiveram-se correlacdes entre as distribuigdes de alguns
predadores potenciais e das larvas de peixe, assim como, se integraram algumas
varidveis relacionadas com a abundancia de predadores nos modelos empiricos que
pretendiam explicar a variabilidade da condicdo nutricional.

Buckley et al. (1984) apresentam uma série de equagdes que relacionam alguns
indices de condi¢do nutricional (RNA/DNA e Gpi) de larvas de Ammodytes
americanus cultivadas laboratorialmente com a temperatura, a idade de larvas e a
densidade de planctontes. McGurk et al. (1992) verificaram que a influéncia da
concentracdo de presas na variagdo da razao RNA/DNA era marginal ou inexistente,
e que possivelmente a predacdo constituiria um factor adicional (com carécter
sazonal) que explicava a variabilidade da razdo RNA/DNA. Chicharo (1996) obteve
relacdes significativas entre a condicdo nutricional e alguns parametros ambientais e
bioldgicos, designadamente a temperatura, a velocidade do vento, e as densidades de
nauplii de crustaceos e de quetognatos. Contudo, aquela autora apresenta um modelo
final polinomial que integra a temperatura e a densidade de quetognatos (r*=0,81,
n=17, p<0,001). Pelo contrario, Canino (1997) ndo obteve relacdes significativas entre
indices de condigdo e densidades de presas num estudo realizado no Alasca (EUA)
sobre larvas de Theragra chalcogramma. No presente trabalho, a variabilidade da
condicdo nutricional da condigdo nutricional larvar parece relacionada
principalmente com parametros indicadores da abundancia de presas potenciais,

integrando modelos mateméticos que explicaram <95% da varidncia da razdo

RNA/DNA.

5.4.4. Comparagdo entre bacias

Neste trabalho, as diferencas relativas entre os valores da temperatura e das
densidades de presas e de predadores entre rios, poderdo explicar as diferentes

percentagens de inanicdo. Em algumas familias, como por exemplo nos clupeideos, a



dependéncia da condicdo nutricional da disponibilidade alimentar reflecte-se na
maior percentagem de inanicdo observada no rio Mira, em que a abundéncia de
microzooplancontes é menor. Noutros casos (e.g. blenideos ou gobideos), a relagao da
condicdo das larvas com a abundéncia de predadores poderd explicar as maiores
percentagens de larvas em inanicdo verificadas no rio Guadiana. Os predadores
poderdo eliminar as larvas em piores condi¢des ou impedir a sua alimentacdo,
quando competem pelo mesmo alimento, contribuindo para aumentar a condigao
nutricional média das populagdes larvares. No entanto, apenas se obtiveram
diferencas significativas entre valores médios da razao RNA/DNA para gobideos.
Neste estudo, verificou-se que o periodo do dia (factor Noite/Dia, p=0,49) e o taxon
(factor Familia, p<0,01) influenciou a razao RNA/DNA das larvas de peixe. As
diferencas entre noite e dia na razdo RNA/DNA poderdo relacionar-se com
variagdes circadianas da condicdo nutricional das larvas. A periodicidade da
actividade enddcrina (Bates et al., 1989), que através de hormonas de crescimento
especificas influencia a sintese de proteinas e acidos nucleicos (Weatherley & Gill,
1987), sera responsavel por ritmos circadianos observados para aqueles indices
(Rooker & Holt, 1996). Buckley & Lough (1987) também obtiveram diferencas
significativas entre noite e dia (com valores superiores durante o dia) nos valores da
razdo RNA/DNA de larvas de Melanogrammus aeglefinus e Gadus morhua colhidas no
Banco Georges (América do Norte). Recentemente, Rooker & Holt (1996) verificaram
existirem diferencas circadianas na condicdo nutricional (RNA/DNA) de larvas
cultivadas de Sciaenops ocellatus que ndo dependiam da temperatura. Por outro lado,
a interacdo entre factores, designadamente Bacia x Familia e Noite/Dia x Familia,
mostram a importancia das caracteristicas populacionais dos taxa estudados sobre a
condicao nutricional larvar. Sera necessario considerar, por um lado, a aplicabilidade
dos protocolos a cada familia para a determinacdo dos &cidos nucleicos (cf. Secgao
3.1.) e, por outro, a resposta fisiolégica distinta das populagdes larvares as diferentes
condig¢des hidrolégicos e biol6gicas dos rios estudados.

Os vérios indices de condicao determinados neste trabalho parecem indicar
diferentes respostas das larvas as condi¢des do meio. As diferencas entre as bacias
dos valores médios das razdes RNA/DNA e PROT/[acidos nucleicos], de gobideos e
clupeideos respectivamente, poderdo estar relacionados com o impacte distinto da

disponibilidade de alimento e da abundancia de predadores sobre a condicdo



nutricional larvar. As razdes RNA/DNA de gobideos e clupeideos,
independentemente do método usado para determinar os acidos nucleicos, parecem
indicar larvas em melhores condicdes no rio Guadiana. A disponibilidade de
alimento similar (4,37 x 10° presas/100m’ vs. 4,25 x 10° presas/100m’) e a menor
densidade de predadores (5,59 x 10° ind./100m® wvs. 2,52 x 10° ind./100m?)
relativamente ao rio Mira, e as correlagdes observadas entre a densidade de presas e
a condicdo nutricional das larvas e entre a predacdo e a abundancia ictioplancténica
(cf. Secgao 4.6.), poderao explicar os resultados obtidos. Contudo, a variabilidade dos
resultados, designadamente das razdes PROT/[4acidos nucleicos], podera, por um
lado, mascarar a influencia dos varios factores estudados sobre a condicdo
nutricional larvar e, por outro, impedir a utilizagio daqueles indices para
comparagdes entre populacdes larvares (Bergeron & Boulhic, 1994). Assim, a
condicdo das larvas de peixe parece depender da disponibilidade de presas, alias
como também verificaram Buckley et al. (1984), Wright & Martin (1985), Bailey et al.
(1995) ou Canino (1997), sendo, no entanto, controlada pela predagao, através da sua
accdo sobre a mortalidade larvar, como sugerem Laurence (1982), Frank (1988),

Bailey & Houde (1989) e Matsuura & Hewitt (1995).



6. CONSIDERACOES FINAIS

e Os parametros hidrolégicos diferiram entre rios, especialmente quando se
compararam as variagdes circadianas da temperatura e salinidade. Nestes
casos, os valores no rio Guadiana sdo bastante mais varidveis. As
dimensoes relativas do rio Guadiana e a maior influencia da maré poderao
explicar os resultados obtidos.

e As comunidades zooplancténicas sdo substancianlmente diferentes entre os
rios. Os nauplii de copépodes dominaram a fraccdo microzooplancténica,
tanto espacial como nictemeralmente. Os copepoditos, no rio Mira, e as
larvas de bivalves, no rio Guadiana, constituiram os grupos
complementares mais importantes. Por outro lado, os hidrozoarios e os
misidaceos, no rio Mira, e os copépodes e os claddceros, no rio Guadiana,
dominaram a fraccdo mesozooplancténica em termos espaciais.
Nictemeralmente, os decdpodes (nauplii, zoea/mysis) e os copépodes foram
0s grupos mais importantes no rio Mira, enquanto no rio Guadiana, os
cladéceros e as fases zoea/mysis de decdpodes constituiram os taxa mais
abundantes.

e Os ovos e larvas de peixe foram relativamente pouco comuns. Os estados
larvares ocorreram geralmente em densidades inefriores a 100 ind./100m?,
excepto nos ciclos de e ocorreram de forma diferente a descrita na
literatura. A distribuicdo espacial e nictemeral dos ictioplanctontes pare
reflectir, por um lado, o comportamento reprodutivo dos adultos e, por
outro, a influencia de factores hidrolégicos. A anchova, os gobideos e os
blenideos parecem incluir-se no primeiro grupo, enquanto os clupeideos
integraram o segundo.

e Entre os parametros estudados, a temperatura e abundancia de alguns taxa
de predadores potenciais explicaram parte significativa da variabilidade
da densidade ictioplanctonica (R’<0.88). A temperatura constitui um factor
estruturante de habitats e biologicamente limitante, enquanto a predagao

determina a mortalidade larvar.



e Os resultados da comparacao de metodologias de quantificacdo de acidos
nucleicos confirmaram a ideia de que os valores obtidos variam com o
protocolo usado. Alguns aspectos das metodologias, designadamente a
interferéncia dos compostos utilizados para purificar os homogeneizados
ou a actividade varidvel da ribonuclease, poderao explicar as diferengas
encontradas. Por outro lado, verificou-se que os métodos se aplicam de
modo diferente as populacdes larvares estudadas. No entanto, calcularam-
se equagOes para intercalibracdo de resultados entre técnicas. Em fungao
dos aspectos metodolégicos discutidos neste estudo, o método de
Caldarone & Buckley (1991) apresentou vantagens importantes
(simplicidade, rapidez e maior niimero de larvas analisadas por periodo
de tempo) e que aconselham a sua utilizacdo para estudos de rotina da
condicdo nutricional larvar.

e Os varios indices de condicdo calculados neste trabalho correlacionaram-se
significativamente entre si. Contudo, a utilizacdo da raazao RNA/DNA
permitiu comparar os resultados deste estudo com um namero apreciavel
de trabalhos publicados. Por outro lado, a razao RNA/DNA ndo se
correlacionou com o comprimento larvar, situagdo que poderia colocar
reservas a sua utilizagdo para comparar a condi¢do nutricional de larvas
de comprimentos diferentes._

e Os valores dos indices de condi¢do dos clupeiformes encontram-se no
intervalo referido na literatura. Os valores obtidos para as restantes
familias constituem os primeiros resultados referidos na literatura. A
generalidade das larvas encontravam-se em boas condi¢des nutricionais,
sendo que as percentagens de larvas com RNA/DNA<1,3 ou 1,0 ndo
ultrapassaram 14% (11-13% nos blenideos e <7,1% nas restantes familias).
Os resultados da andlise das percentagens de larvas em estado de inanigao
através de Gpi<0% /dia confirmaram genericamente os referidos acima.

e A condicdo nutricional larvar correlacionou-se significativamente com a
temperatura e com maior nimero de variaveis indicadores da abudancia
de potenciais presas relativamente aos predadores potenciais (R’<0.95). A
temperatura influencia o metabolismo das larvas e a disponibilidade de

alimento condiciona a sobrevivéncia larvar.



e Apenas se obtiveram diferencgas significativas entre rios nos valores médios
da razdo RNA/DNA para gobideos. O ntimero de larvas analisadas, a
aplicabilidade das metodologias e o impacte distinto dos factores abitticos
e bidticos estudados poderdao explicar aqueles resultados. As maiores
percentagens de larvas em estado de inanicdo (=5,6%) verificaram-se no
rio Mira, designadamente em clupeideos e blenideos. Pelo contrério, os
gobideos e aterinideos encontravam-se em piores condi¢cbes no rio
Guadiana (22,9%). Tendo em consideragdo que a disponibilidade de
alimento foi relativamente semelhante nos dois rios, a temperatura e
abundancia de predadores parecem ter sido os factores mais
determinantes. A temperatura influencia a distribuicdo e a condicdo
nutricional larvar, através do seu efeito sobre as taxas de crescimento e
mortalidade, enquanto os predadores poderdo remover as larvas em
piores condigdes.

e Em conclusao, a distribuicao das larvas de peixe parece condicionada pela
temperatura e pela pressao da predacdo, enquanto a condicdo nutricional
parece depender da temperatura e da disponibilidade de alimento, sendo,
no entanto, controlada pela predacdo, através da sua accdo sobre a
mortalidade larvar. Os modelos empiricos obtidos para a distribuigao
(R’<0.88) e para andlise de condigdo larvar (R’<0.95) parecem confirmar
estas hipoteses.

e Os resultados deste trabalho levantaram algumas questdes, que nao foram
completamente respondidas, e permitem perspectivar novas linhas de
investigacdo, designadamente: 1) esclarecer as relacdes entre as condigdes
ambientais e biolégicas do meio e a abundéncia e condicdo nutricional dos
estados larvares dos peixes; para tal, serd necessdrio amostrar a fraccao
zooplancténica (incluindo o ictioplancton) de forma localizada e intensiva, o
que permitira, por um lado, colher um maior efectivo de larvas e, por outro,
consolidar as estimativas de densidades dos ictioplanctontes; assim como
obter informacdo acerca de outros parametros abiéticos ndo considerados
neste trabalho (e.g. oxigénio dissolvido, pluviosidade, caudal, poluentes); 2)

estudar a médio-prazo as alteragdes qualitativas e quantitativas no



recrutamento das espécies com maior interesse econémico resultantes das

modificagdes climéticas inter-anuais (e.g. pluviosidade, caudal, temperatura).
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8. ANEXOS




ANEXO I

Descricdo das estacoes amostradas

Bacia Estacdo n° Designacdo Dist. a foz (km)

Guadiana
0 “Pluma” 0
1 Vila Real Sto. Anténio 6
2 Sapal Castro Marim 11
3 Foz Odeleite 23
4 Alcoutim 39
5 Mértola 67
6 Pulo Lobo 80
7 Pedrogao 127
8 Estrela 159
9 Mourao 178

Mira
0 Vila Nova Milfontes 0,5
1 Moinho Asneira 3
2 Varzea Grande 6
3 Moinho Louraz 10
4 Casao D. Soeiro 13
5 Ribeira Torgal 19
6 Roncao 20
7 Odemira 25




ANEXO II

Preparacdo dos reagentes/solucoes

a. Tris-EDTA
- Dissolver 2,22g de Trizma®-Hydrochloride (Sigma) e 1,32g de Trizma®-Base
(Sigma) em 500mL de 4gua destilada. Corrigir a solucdo para pH=8,0.

b. Tris-NaCl
- Dissolver 0,635g de Trizma®-Hydrochloride (Sigma) e 0,118g de Trizma®-Base
(Sigma) em 500mL de dgua destilada. Corrigir a solucao para pH=7,5.

c. Sarcosina 1%
- Dissolver 0,5g de N-lauril-sarcosinato (Fluka) em 50 mL de Tris-NaCl.

d. Ribonuclease

- Dissolver 0,012g de Ribonuclease A (Boerhinger-Mannheim) em 1mL de Tris-NaCl
e aquecer em banho-maria a 100°C durante 15 minutos. Apods arrefecimento da
solugdo, preparar solucdes de trabalho adicionando 0,ImL da solucdo anterior a
0,9mL de Tris-NaCl. Conservar solucdes de trabalho congeladas a -20°C.

e. EB
- Dissolver 10mg de Brometo de Etidio (Sigma) em 100mL de dgua destilada.

f. Rectas-padroes DNA-EB

- Adicionar 60 uL da solucdo-padrao de A-DNA (0,25 ug/uL, Boerhinger-Mannheim)
a 540 uL de Tris-NaCl (pH=7,5), por forma a obter um solugdo de trabalho (0,025
ug/ul). A partir desta solugdo de trabalho preparar quadriplicados com
concentracdes crescentes como indicado na TABELA seguinte.

Volume Soluc¢éo Volume de Tris-NaCl = Volume de Brometo Concentracdo Final
Trabalho (uL) (uL) de Etidio (uL) (ugDNA/uL)
0 600 50 0.00
10 590 50 0.25
20 580 50 0.50
30 570 50 0.75
40 560 50 1.00
50 550 50 1.25

g. Padroes RNA

- Preparar solucdo de trabalho a partir de 10 uL de RNA (4 ug/uL, Boerhinger-
Mannheim) e 390 uL de Tris-NaCl (pH=7,5). Desta solugdo (0,1 ug/ul) preparar
quadripicados como descrito na Tabela seguinte.



Volume Solugéo Volume de Tris-NaCl = Volume de Brometo Concentracédo Final

Trabalho (uL) (ul) de Etidio (uL) (ugRNA/ul)
0 600 50 0,0
10 590 50 1,0
15 585 50 1,5
20 580 50 2,0
25 575 50 2,5
30 570 50 3,0

h. Tampao - NaCl 0.15M
- Diluir 8,766 g de NaCl (Merck) em 1000 ml de dgua destilada.

i. Reagente de Coomassie

- Adicionar a 50 mg de Azul Brilhante de Coomassie G - 250 (Sigma), 25 ml de etanol
a95% e 50 ml de acido ortofosférico 85% (w/v) (J.M.G.S. Lda.). Diluir até 500 ml em
solugdo tampao NaCl 0,15 M.

j- Rectas-padrao Albumina-Reagente de Coomassie

- Preparar solucdo de trabalho de Albumina Pura de Bovino (Sigma) diluindo 5 mg
daquele reagente em 1 ml de solugdo tampao NaCl 0,15 M. A partir desta solugao
preparar triplicados de concentracao crescente (Tabela seguinte).

Volume Solucgéo de Volume de Solucao Reagente Concentracao Final
Trabalho (uL) Tampado (ul) (ul) (ug PROT/mL)
0 200 900 0,00
5 195 900 2,09
10 190 900 4,09
15 185 900 6,18
20 180 900 8,27
25 175 900 10,36

1. Acido nitrico (60% v/v)
- Adicionar 73,9mL de 4cido nitrico 65% (Riedel-de Haen) a 6,1mL de agua destilada.



ANEXO III

Resultados da andlise de correlacdo

Coeficientes de correlacdo de Spearman significativos (p>0,0001) obtidos para a
analise das relagdes entre a condicdo larvar e alguns parametros
hidrolégicos e biolégicos. T - temperatura, (a) Caldarone & Buckley (1991)
e (b) Clemmesen (1988, 1993) adaptado por Chicharo (1996).

Ictiopldncton Bacia Indice Pardmetro/Taxon R
Clupeidae Mira RNA/DNA (b) Cirripedia (>500 pm) 0,67
Amphipoda 0,67
Gpi Annelida -0,71
Cirripedia -0,81
Copepoditos -0,71
Cirripedia (>500 pm) 0,66
Cladocera (>500 pm) -0,66
Guadiana RNA/DNA (a) nauplii Copepoda 0,53
Polychaeta (>500 um) 0,56
Cumacea (>500 um) 0,63
Mysidacea (>500 pm) 0,70
Amphipoda (>500 pm) 0,52
RNA/DNA (b) T -0,50
Copepoditos 0,56
Gastropoda 0,64
Cirripedia (>500 pm) 0,49
Amphipoda 0,58
Isopoda 0,47
nauplii Decapoda 0,46
Pelecypoda (>500 um) 0,48
PROT/DNA (a) nauplii Copepoda 0,62
Cumacea 0,66
Pelecypoda (>500 um) -0,70
PROT/DNA (b) nauplii Copepoda 0,68
Cumacea 0,65
Pelecypoda (>500 um) -0,65
PROT/RNA (b) nauplii Copepoda 0,60
Cumacea 0,60
Pelecypoda (>500 um) -0,70
Gpi Copepoditos 0,51
Gastropoda 0,55
Amphipoda 0,55
nauplii Decapoda -0,47
Pelecypoda (>500 um) 0,48
Blennidae Mira PROT/RNA (a) Siphonophora -0,73
Euphasiacea -0,73
nauplii Decapoda -0,71
PROT/DNA (b) Temperatura -0,65
Guadiana RNA/DNA (a) Dinoflagellata 0,44
Annelida -0,39
nauplii Copepoda 0,55
Pelecypoda -0,40
Hidrozoa (>500 pm) 0,62
Siphonophora 0,53
Cladocera (>500 pm) 0,39
Cumacea 0,56
Amphipoda 0,63
nauplii Decapoda -0,46
Decapoda 0,60
RNA/DNA (b) Ciliata 0,41
Annelida -0,62
Ostracoda 0,70
Pelecypoda -0,63
Chaetgnata -0,46
Cladocera (>500 pm) 0,50
Mysidacea -0,45

Isopoda -0,42



(continuacgdo)

Gobiidae

Mira

Guadiana

PROT/RNA (b)
Gpi

PROT/RNA (a)
PROT/RNA (b)

PROT/DNA (a)

Gpi

RNA/DNA (a)

RNA/DNA (b)

PROT/DNA (a)

PROT/DNA (b)

PROT/RNA (a)
PROT/RNA (b)

Gpi

nauplii Decapoda
Pelecypoda (>500 pm)
Copepoda

T

Ciliata

Annelida

Ostracoda
Pelecypoda
Chaetognata
Cladocera
Mysidacea
Amphipoda
Isopoda

nauplii Decapoda
Pelecypoda (>500 um)
Gastropoda
Gastropoda
Hidrozoa (>500 pum)
Cumacea
Foraminifera
Copepoditos
Gastropoda
Hydrozoa (>500 pm)
Ostracoda

Cumacea

nauplii Copepoda
Cumacea
Gastropoda
Polychaeta (>500 pm)
Cirripedia (>500 pm)
Annelida
Copepoditos
Pelecypoda
Siphonophora
Bryozoa (>500 pm)
Cladocera

nauplii Decapoda
Pelecypoda (>500 pm)
Gastropoda (>500 pm)
Annelida

nauplii Copepoda
Hydrozoa (>500 um)
Isopoda

Decapoda

T

Annelida

nauplii Copepoda
Hydrozoa (>500 um)
Copepoda

Isopoda

Decapoda
Siphonophora
Annelida

nauplii Copepoda
Copepoditos
Pelecypoda
Siphonophora
Bryozoa
Amphipoda

nauplii Decapoda
Decapoda
Gastropoda (>500 pm)
Annelida
Copepoditos
Pelecypoda
Siphonophora
Bryozoa (>500 um)
Cladocera (>500 um)

(cont.)

-0,58
0,63
0,38
0,40
0,41
-0,66
0,71
-0,69
-0,45
0,49
-0,45
0,40
-0,42
-0,53
0,62
0,39
0,46
0,40
043
-0,38
-0,37
0,55
0,42
0,44
0,42
-0,51
-0,42
0,48
-0,37
-0,38
-0,41
-0,50
-0,50
-0,44
-0,46
-0,44
-0,49
-0,38
-0,51
0,45
0,41
-0,48
-0,42
-0,45
-0,42
0,45
0,42
-0,54
-0,39
-0,48
-0,52
0,41
0,64
0,54
0,48
0,53
0,41
0,52
-0,46
0,41
-0,44
0,44
-0,40
-0,51
-0,49
-0,40
-0,49
-0,37
(cont.)



(continuacdo)

Atherinidae

Mira
Guadiana

PROT/DNA (a)

PROT/DNA (b)

PROT/RNA (a)

PROT/RNA (b)

nauplii Decapoda
Pelecypoda (>500 pum)
Gastropoda (>500 pm)

T

nauplii Copepoda
Bryozoa (>500 um)
Gastropoda (>500 pm)
T

Bryozoa

Chaetognata
Gastropoda (>500 pm)
T

Bryozoa

Chaetognata
Cirripedia (>500 pm)
Copepoda

Decapoda
Gastropoda (>500 pm)
T

Bryozoa (>500 pm)
Chaetognata
Copepoda

Decapoda
Gastropoda (>500 um)

-0,76
0,77
-0,73
0,72
-0,75
0,75
-0,71
0,55
-0,56
-0,58
0,70
-0,79
0,75
-0,77
-0,58
-0,59
0,69
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