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“0 estudo do plankton tem hoje uma importancia capital, desde que se
reconheceu a influencia que a proporgdo e natureza das especies que 0
compdéem téem sobre a marcha das especies ichthyologicas emigrantes;
parecendo depender a variagdo d’essas especies de certas condigoes
chimicas e physicas do oceano, combinadas com factores
meteorologicos” In Yacht Amelia, Campanha Oceanografica de 18967,
Rei D. Carlos.
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RESUMO

Este trabalho pretendeu descrever a dieta alimentar da sardinha (Sardina
pilchardus, Walbaum,1792) em duas zonas da costa continental portuguesa (Peniche e
Portimdo) na época de alimentagdo e no final da época de desova e relacionar a
condigio nutricional das fémeas adultas com os oocitos por si produzidos. A
contribuicdo das presas para a alimentagdo foi calculada por observagdo dos contetdos
estomacais através dos métodos numérico e volumétrico e foi utilizada a fluorimetria
como método adicional para calcular a contribuigdo dos itens alimentares
fitoautotroficos. A condi¢do nutricional das fémeas e qualidade dos odcitos foi estimada
através do indice RNA/DNA.

Houve uma grande variabilidade nos pardmetros alimentares entre individuos da
mesma amostra, nomeadamente no peso de conteiido, nimero de itens alimentares e
quantidade de pigmentos fotossintéticos por estomago. Nao foi encontrado nenhum
estdmago vazio. Os conteidos estomacais variaram entre 0.04 e 1.22 g, representando
entre 0.1 € 2.1% do peso total dos individuos. O nimero de itens por estomago variou
entre 42 e 67822, tendo o seu comprimento médio variado entre cerca de 100 pm no
Verdo e 60 um na Primavera. O fitoplancton foi o grupo numericamente mais
abundante nos estdmagos, dominado por espécies de Dinophysis, Protoperidinium ¢
varias espécies de diatomaceas em cadela, enquanto em (ermos de biovolume o
zooplancton foi o grupo dominante, principalmente representado por copépodes
(dominando os Harpacticoida € Oncaea spp.) e estadios do seu desenvolvimento. O
ntiimero de itens por estdmago foi superior em Peniche, bem como a proporgdo de itens
fitoplancténicos e o nimero de pigmentos fotossintéticos enquanto a proporgdo de itens
zooplancténicos foi superior em Portimdo, bem como o biovolume médio de itens por
estdmago. Todos os pardmetros alimentares analisados foram superiores na Primavera
do que no Verdo. Os itens alimentares da Primavera foram comparados com amostras
de plancton da superficie, verificando-se que a alimentagdo da sardinha se baseou
essencialmente em espécies de natureza bentOnica. A quantidade de pigmentos
fotossintéticos (Clorofila a e feopigmentos a) esteve correlacionada com o nimero de
itens fitoplanctonicos no mesmo estdmago. Nao existiram diferengas claras na
quantidade de pigmentos fotossintéticos entre individuos de diferentes classes de
comprimento.

A condigio nutricional das fémeas em pre-desova, medida pela razdo
RNA/DNA no musculo, nio apresentou uma relagdo directa com a razao RNA/DNA
dos oécitos, provavelmente devido a uma mobilizagdo numa fase anterior das proteinas
do masculo para a gonada.

Estes resultados evidenciam a necessidade de realizar um ciclo anual de
alimentacio da sardinha para definir a época principalmente responsavel pela
recuperagdo energética do recurso apos a longa época de desova. Permitem também
considerar a fluorimetria como uma alternativa ao método numeérico para estimar a
contribuicdo do fitoplancton na dieta de peixes planctivoros € sugerem 4 utilizagdo de
um método adicional para determinar a importdncia de cada grupo de presas que
quantifique o valor calorico ou energético dos itens alimentares.
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ABSTRACT

Sardine (Sardina pilchardus, Walbaum, 1792) diet was analysed by the
observation of stomach contents of individuals collected in two areas of the Portuguese
continental coast (Peniche and Portimio) in the summer and at the end of the spawning
period (spring). The prey's significance in feeding was determined through numeric and
volumetric methods. Fluorometry was used as an additional method to estimate the
contribution of phytoautotrophic preys.

There was a high varability in the number of preys, content weight and
photosynthetic pigments per stomach between individuals of the same sample. No
empty stomachs were found, stomach content weights ranged from 0.04 to 1.22 g,
representing between 0.1 and 2.1% of the individual total weight. The number of items
per stomach varied between 42 and 67822, and the prey's average length was 100 pm n
the summer and 60 pum in the spring. Phytoplankton was the most abundant group in all
samples except for Portimdo during the summer, although in terms of volume,
zooplankton, predominantly copepods, dominated. The number of items per stomach
was higher in Peniche, as well as the proportion of phytoplankton items and the number
of photosynthetic pigments. Zooplankton proportion was higher in Portiméo, as well as
the average biovolume per stomach. All feeding parameters were higher in spring.
Digestion rate was slightly higher in summer samples and in those collected with
commercial vessels. The number of photosynthetic pigments was related to the number
of phytoplankton cells in stomachs. There were no clear differences in photosynthetic
pigment content between individuals of different length classes. Early spring stomach
contents were compared with plankton samples collected at the surface, showing that
sardine ingested essentially species of benthic nature in both areas.

The results reveal the need to study the annual feeding cycle of sardine to define
the most important time for the energetic recovery of the individuals after the long
spawning season, allow us to consider fluorimetry as un alternative to estimate the
phytoautotrophic preys of planctivours fish and suggest an additional method to
attribute the importance of preys that quantifies their caloric content. Finally, according
to the results obtained from the RNA/DNA ratio, pre-spawning female nutritional
condition showed no relation with oocyte quality determined by the same ratio,
suggesting that the transfer of proteins from the muscle to the gonad may have
happened prior to the spawning season.
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1-INTRODUCAO

A sardinha (Sardina pilchardus, Walbaum, 1792) ¢ um pequeno peixe
pelagico de ciclo de vida relativamente curto que se distribui no sistema de
afloramento do Atlintico Nordeste desde o Mar do Norte a Mauritdnia. Esta
igualmente distribuida no Mediterraneo € mares adjacentes e nos Arquipélagos da
Madeira, Acores e Canarias. Na costa portuguesa, a sardinha representa cerca de
metade do volume de pescado desembarcado anualmente, sendo importante para o
pais quer a nivel econdomico quer a nivel social (Pestana,1989). A abunddncia deste
recurso tem sofrido grandes oscilagdes e desde 1985 que se verifica uma tendéncia
decrescente nos desembarques em Portugal e Espanha. Com excepgao do ano 2000 e
junto a costa norte de Portugal, o recrutamento pesqueiro dos tltimos anos esta abaixo

do valor médio desde 1993,

Varias hipoteses sdo propostas para explicar as flutuagoes de abundéncia e do
recrutamento da sardinha, relacionadas fundamentalmente com variagdes na biomassa
do "stock" reprodutor e com factores ambientais. A alimentagio dos adultos,
dependente dos factores ambientais, € apontada como um possivel factor determinante
na abundincia e distribuicio dos pequenos pelagicos (e.g. Parrish et al., 1981,
Mathisen et al., 1978, Schwartzlose et al., 1999), embora a escassez de estudos sobre
a alimentagio de Sardina pilchardus ndo permitam avaliar 0 seu impacte na dindmica

deste recurso.

Os unicos trabalhos disponiveis sobre alimentagio da sardinha ao largo da
costa Portuguesa (Pinto, 1951 e Silva, 1954) sugerem que a sua dieta é composta por
organismos fito e zooplanctonicos, em proporgdes muito diferentes consoante a area
de amostragem. A costa ocidental de Portugal, sujeita a um sistema de afloramento
costeiro sazonal e, em regra, COm uma maior biomassa planctonica na costa noroeste
(Cunha, 2002, Moita, 2001), devera proporcionar condi¢des de composigao €
abundancia de alimento bastante diferentes da costa Sul. No entanto, ndo se conhece a
variabilidade geografica da dieta desta espécie nem o seu comportamento alimentar.
Para que se possa avaliar o impacte da alimentagdo na abundéncia e distribuigdo do

recurso ao largo da costa continental portuguesa € necessario, em primeiro lugar,



caracterizar a dieta alimentar dos adultos, a sua variagdo geografica e sazonal € o seu

comportamento alimentar.

Varios estudos sugerem que a disponibilidade alimentar para os adultos pode
afectar igualmente a viabilidade dos descendentes (e.g. Scott ef al, 1999, Kjesbu et
al., 1996 Chambers, et al. 1996, em Gadus morhua). No Unico trabalho realizado
sobre os efeitos parentais na viabilidade dos descendentes em Sardina pilchardus
(Riveiro et al, 2000) ficou demonstrado que a viabilidade das larvas depende da
qualidade dos ovos produzidos, o que sera provavelmente determinado pela condi¢do
nutricional das fémeas na altura da desova ou numa fase de pré-desova. Estudos
efectuados no Japio (Morimoto, 1991), na espécie Sardinops melanostictus,
demonstram que a condigdo nutricional das fémeas adultas, em particular a
acumulagdo de lipidos na época de alimentagdo, influencia a quantidade e qualidade
de ovos produzidos. As experiéncias de Watanabe et al. (1985) em Pagrus major
revelaram que a qualidade nutricional das dietas fornecidas aos adultos (de peixes que
se alimentam durante o periodo da desova) tém uma grande influéncia na qualidade
dos ovos produzidos. O estudo da relagdo entre a qualidade nutricional das fémeas e a
viabilidade dos descendentes ajudara a compreender de que forma a dieta alimentar da
sardinha no periodo de alimentagdo e/ou no periodo da desova influencia o

recrutamento da espécie.

O primeiro objectivo do presente trabalho é descrever a dieta alimentar da
sardinha em duas zonas da costa continental portuguesa e estudar o seu
comportamento alimentar. Assim, serd caracterizada a dieta alimentar da sardinha na
costa oeste e sul de Portugal continental (Peniche e Portimdo) na época de Verdo,
denominada época de alimentagdo, e no final da época de desova (Primavera). O
segundo objectivo deste trabalho ¢ relacionar a condigdo nutricional das fémeas com a
qualidade dos ovécitos por si produzidos. Assim, sera utilizado o indice RNA/DNA
para determinar a condigdo nutricional das fémeas adultas em desova € a qualidade

dos o6citos hidratados por si produzidos.
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7 - MATERIAL E METODOS
2.1) Material

Para a analise dos conte(idos estomacais foram recolhidas amostras de sardinha
da costa oeste (Peniche) e sul (Portiméo) de Portugal (Figura 1) durante o Verdo de
2001 e Primavera de 2002. Realizaram-se 3 amostragens por zona, uma durante oS
meses de Verdo (Agosto/Setembro) e duas na Primavera (Fevereiro/Margo e
Margo/Abril). |

As amostras de Agosto/Setembro e de Fevereiro/Margo foram recolhidas em
portos comerciais, e fazem parte da amostragem regular do IPIMAR para
monitoriza¢io dos recursos de pesca na costa portuguesa. Estas amostras provéem de
captura por cerco, em lances realizadas durante a noite até ao alvor e desembarcadas
durante a manhi. As embarcagdes de Peniche operam geralmente desde a Ericeira até
3 Nazaré e as embarcacdes de Portimdo no Barlavento. As amostras de Margo/Abril
foram recolhidas por arrasto pelagico durante uma campanha de investigagdo a bordo
do navio “Noruega” durante a tarde; a de Portimdo as 17.32 ha 44 m de profundidade
e a de Peniche as 1608 h a 30 m de profundidade. Durante esta campanha
recolheram-se ainda amostras de plancton da agua a 3 m de profundidade através do
amostrador CUFES, nos mesmos locais onde se obtiveram as amostras de sardinha.

Para a analise da proporgdo de acidos nucleicos foram analisadas fémeas com
obcitos hidratados recolhidas numa campanha de investigagdo durante 0 més de
Novembro de 2001 ao largo da costa continental portuguesa e em Cadiz. No total
reuniram-se 82 fémeas das quais se retirou uma porgdo do musculo na zona dorsal e
uma porgio do ovéario com oodcitos hidratados. Os tecidos foram conservados a bordo
em azoto liquido. Para estas fémeas recolheram-se tambem 0s dados biologicos na
amostragem regular do IPIMAR. Os locais de amostragem estdo representados na

Figura 1.
2.2) Amostragem Bioldgica

A amostragem regular de sardinha do TPIMAR € composta por cerca de 100

individuos, aos quais se recolhe a seguinte informagao biologica:

(PN )
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Figura 1 - Mapa da zona de estudo.
A zona de pesca de Peniche e Portiméo esta delimitada, de grosso modo, por rectangulos.
Os tridngulos representam os locais das amostras da campanha de investigagao para o
estudo da alimentagdo e os circulos os locais da campanha onde se recolheram fémeas
em pre-desova.



- comprimento, peso total e eviscerado, sexo, estado de maturagdo (escala
macroscopica de 7 niveis), grau de gordura (escala macroscopica de 4 niveis)
e peso das gonadas.

No inicio da Primavera, ou seja, nas amostras de Fevereiro/Margo de ambas as
zonas, foram pesados todos os estdmagos da amostra do [PIMAR (93 individuos no
caso de Portimdo e 114 no caso de Peniche) apos a recolha dos dados biologicos.

Com o objectivo de descrever a dieta alimentar dos individuos, procedeu-se ao
estudo dos contetidos estomacais dos individuos seleccionados através de dois tipos
de analise:

Andlise individual: Esta analise teve como objectivo conhecer a variabilidade da

dieta entre individuos da mesma amostra e comparar os resultados obtidos entre a
contagem de itens fitoplancténicos e a determinagdo de pigmentos fotossintéticos no
mesmo estdmago. Assim, em cada estdmago da analise individual os itens alimentares
foram identificados e quantificados em grandes grupos e foi também determinada a
quantidade de pigmentos fotossintéticos por fluorimetria. Para esta analise
seleccionaram-se 25 individuos no Verdo e 25 na Primavera (12 de Fevereiro/Margo e
13 de Marco/Abril) com aproximadamente 20 cm de comprimento em cada zona (no
total, 100 individuos). Nas duas amostras recolhidas durante © cruzeiro de
Margo/Abril foram também recolhidos os dados biologicos dos 10 individuos por
amostra com o menor comprimento e foram quantificados os pigmentos
fotossintéticos, para comparagdo com as sardinhas maiores. Todos 0s estdmagos
foram congelados entre a recolha de dados biologicos € a posterior analise.

Andlise de conjuntos: Formou-se também um conjunto por amostra de varios

conteados estomacais com o objectivo de classificar mais detalhadamente 0s itens
alimentares presentes em cada amostra e proceder a sua medi¢do, para estabelecer um
biovolume médio de cada grupo de itens alimentares. Para este conjunto reuniram-se
fracgBes de cerca de 25% dos estdmagos da analise individual e outros estdmagos do
mesmo arrasto, formando, no total, conjuntos de 15 a 40 conteidos estomacais por
amostra. Estes estdmagos foram também congelados entre a recolha € a analise.

Os estdmagos de cada amostra que nao foram utilizados para nenhuma das
analises anteriores foram conservados em formalina (4%) no caso do Verdo e
congelados no caso da Primavera. Apos uma analise preliminar dos contetados
estomacais conservados em formol e congelados, optou-se por analisar apenas oS

estdmagos congelados. Esta opgdo foi tomada por duas razdes; para possibilitar a

s



analise espectrofluorimétrica e para facilitar a diluigdo do conteido estomacal,
garantindo que a maioria deste se libertou das paredes do estomago, ao contrario da
conservacdo em formol em que o estdmago e o contetido enrijecem, dificultando a sua
dissolugdo.

Para os estdmagos congelados efectuou-se o seguinte procedimento: deixando
descongelar o menos possivel, pesou-se o estdmago cheio e depois vazio e também 0
conteado numa balanca de precisdo. O conteudo estomacal foi entdo homogeneizado
sem diluicdo numa placa de petri, separando cerca de 50% para a quantificagdo dos
itens da andlise individual, cerca de 25% para andlise de conjuntos por amostra €
entre 25 e 10% para a analise espectrofluorimétrica (quantificagdo dos pigmentos

fotossintéticos). Estas fracgdes voltaram a ser congeladas até proceder & sua analise.

2.3) Identificagiio e quantificacio dos itens alimentares

A fracgio dos conteudos estomacais destinados a andalise individual foi
colocada numa placa de petri, sendo entdo diluida em agua destilada e fragmentada
com a ajuda de uma agulha. Apos esta diluigdo inicial, o conteido foi passado por um
crivo de 200 pm para separar o micro do mesoplancton. Procedeu-se a contagem dos
itens alimentares com a ajuda de um microscopio estereoscopio (80x), no caso da
fraccio de mesoplancton, ou também atraves de um microscopio de inversdo Zeiss IM
35 (400x) no caso da fracgdo de microplancton.

Pela dificuldade em fixar uma determinada fracgdio de estdmago destinada a
contagem, devido 4 grande variagdgo do numero de itens alimentares entre estomagos,
optou-se por fixar um nimero médio de itens alimentares contados. No caso da
analise individual dos estdmagos contou-se cerca de 100 itens alimentares por cada
fraccdo, que foram classificados em grandes grupos, geralmente 2o nivel da Ordem ou
Classe. No caso das fracgdes de estdmagos associadas num conjunto por amostra,
foram contados e medidos cerca de 300 a 400 organismos por fracgdo, identificados
a0 nivel taxonomico mais baixo possivel, de acordo com o que permitia o estado de

digestdo dos itens alimentares.



2.4) Graus de digestio

Os itens alimentares zoo e ictioplanctonicos foram classificados numa escala de
1 a5 de acordo com o seu grau de digestdo, adaptada de Sigurdsson & Astthorsson
(1991). Esta escala esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Graus de digestdo dos itens alimentares zooplanctonicos (adaptada

de Sigurdsson & Astthorsson, 1991).

Grau de digestiao Descricio

1 [tem intacto, aparentemente ndo digerido

2 Item praticamente intacto

3 Item com digestdo limitada, facilmente
identificavel ao nivel taxonomico pretendido

4 [tem muito digerido, apresentando algumas
dificuldades de identificagdo

B Item quase irreconhecivel ou presente apenas
parte deste

Do fitoplancton presente nos estomagos apenas as diatomaceas foram
classificadas quanto ao grau de digestdo, ja que oS dinoflagelados identificados
apresentaram em todas as amostras um bom estado de conservagdo. Ao contrario, as
diatomaceas presentes 1n0s estdmagos variaram entre um estado de conservagao
semelhante ao encontrado nas amostras de 4gua e uma ruptura total da estrutura
siliciosa, chegando a encontrar-se as duas valvas separadas, o que dificultou a sua
identificacdo. As diatomaceas foram classificadas numa escala de 1 a 3 semelhante a

anterior, de acordo com os graus de digestdo (Tabela 2).

Tabela 2 — Graus de digestdo das diatomaceas presentes nos estomagos.

Grau de digestao Descri¢io

1 ltem intacto, aparentemente ndo digerido

2 [tem parcialmente digerido, identificando-se
apenas a estrutura de silica, esvaziada

3 [tem identificavel ao nivel taxonomico pretendido
com bastante dificuldade, aparentemente
esvaziado e com a estrutura de silica parcialmente
digerida ou danificada

2.5) Determinacio do Biovolume dos itens alimentares

No caso da analise dos conjuntos mediram-se 0S Organismos apos a sua

identificagio e contagem. Os primeiros 100 organismos da fracg@o maior de 200 um,



observados ao microscdpio estereoscopico, foram fotografados com a ajuda do
“software” IM 500 (Leica). Mediram-se os organismos pelas fotografias (didmetro
para 0s organismos aproximadamente estéricos, comprimento malor € menor para os
individuos de forma eliptica), aproximando a forma do organismo inteiro quando este
se encontrou parcialmente digerido. Como o objectivo € o calculo de biovolumes, no
caso dos copépodes, por exemplo, mediu-se apenas o abdomen, excluindo-se o
comprimento de patas e antenas.
0O calculo dos biovolumes realizou-se de acordo com as seguintes formulas:
_ 4 R A
v=—*g*(a*b*c)
)
em que:
v=volume de um elipsoide (um?), a,b,c =3 semi-eixos do elipsoide (um). Visto terem
sido medidos 0 eixo maior e um eixo menor, assume-se que O Erceiro eixo, para o
elipsoide, é idéntico ao semi-eixo menor (b=c).
No caso dos organismos aproximadamente esféricos, em que foi medido o didmetro

da circunferéncia (d), foi calculado:

T¥r

4 3
p=—*
5 |

J
em que:

v=volume de um organismo esferico (pum’), 7= raio (um). Com base nos biovolumes
médios dos itens alimentares do respectivo conjunto, estimou-se o biovolume de cada

item presente nos estdmagos analisados individualmente.
2.6) Analise do plancton na agua

As analises ao plancton foram efectuadas em amostras obtidas pelo amostrador
CUFES (Checkley et al. 1997) a 3 m de profundidade, filtrando 10 litros de agua
através de um crivo de 20 um, recolhidas a superficie nos mesmos locais das amostras
de sardinha. As amostras foram conservadas em formalina (4%). A contagem dos
organismos observados nas amostras de plancton da agua seguiram o procedimento
descrito anteriormente para os itens alimentares presentes nos conjuntos, classificando
0s organismos ao nivel taxondmico mais baixo possivel. No caso da fracgdo de
microplancton da 4gua, menos concentrada do que a dos estdmagos, seguiu-se 2

técnica de Utermehl para quantificar a amostra (Hasle, 1978).



2.7) Espectrofluorometria para quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos

A andlise espectrofluorimétrica teve por objectivo a quantificagao dos
pigmentos fotossintéticos presentes nos estémagos, adaptando o método de Holm-
Hansen et al (1965). Utilizou-se para os estomagos de Verdo cerca de 25% do peso do
conteudo estomacal, embora se tenha optado por uma fracgdo menor nos contetdos de
Primavera, ja que estes, sendo mais pesados e com maior quantidade de pigmentos
fotossintéticos, facilmente atingiriam o limite de detecgdo do espectrofluorimetro.

As fracgBes do contetdo estomacal congelado destinadas a analise de pigmentos
fotossintéticos foram colocadas em tubos de centrifugadora e trituradas (Politron) com
uma solugdo de 4 ml de acetona a 90%, juntando-se mais 4 ml desta solugdo depois da
trituragdo. Apos um intervalo de 24 horas no frio (4°C), os tubos foram centrifugados
durante 10 minutos a 3000 rpm. Determinou-se em seguida o espectro de emissdo do
sobrenadante, com comprimento de onda de excitagdo de 425nm e comprimento de
onda de emissio de 668nm, num espectrofluorimetro Perkin-Elmer Mod 204-A. Apds
a leitura no espectrofluorimetro procedeu-se a acidificagdo do extracto, adicionando 2
gotas de HCl a 5%, realizando-se posteriormente nova leitura. A concentragao de
pigmentos totais no estomago foi calculada atraves das equagdes adaptadas de

Strickland & Parson (1968):

Clora =F: -T%(R,, ~R)*v* E: ]

[ S—

[P

lp

[U—

Feopig a =F; —T—I(Rb -R )*v*
‘r-.

—_

em que:

Clor.a - Quantidade de clorofila a por estdmago (1g)

Feopig a — Quantidade de feopigmentos a por estomago (ng)
F? - Factor de porta corrigido (pg/l)

R, - Valor da fluorescéncia da amostra antes da acidificagdo
R, - Valor da fluorescéncia da amostra apos a acidificagao

7 - Raziio de acidifica¢io (RA/RA,) maxima na calibragio
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p — peso de amostra utilizada na extracgdo (g)
P - peso total do estdmago (g

v - volume total de amostra diluida em acetona a 90% (0.008 1)

Para estimar a quantidade total de pigmentos na amostra (Clorofila a e
Feopigmentos a) somaram-se entdo os resultados das anteriores equagoes. Ao longo
da tese sera utilizado a denomina

O espectrofluorimetro foi calibrado com solugdes de clorofila a pura da Sigma.
Uma solucdo de clorofila a foi depois acidificada, dando origem a uma solugdo de
feofitina a, utilizada como padrdo secundario de calibragdo, uma vez que permanece
inalterada por um longo periodo de tempo (Pissarra & Cavaco, 1984). A utilizagdo da
solugdo feofitina a ¢ um padrdo secundario de calibragdo que permite um melhor

ajustamento da sensibilidade do espectrofluorimetro, no dia da analise das amostras.

Em consequéncia, F; ("Factor de Porta") associado ao fotomultiplicador e

amplificador, ¢ calculado através da equagdo (Pissarra & Cavaco, 1984):

a ofi
oy :Fdf—

em que:
F? - Factor de correcgdo da sensibilidade das portas na data da analise das amostras

F?- Factor de porta corrigido de uma determinada escala, na data da calibragdo
principal

f - Fluorescéncia da solugdo de feofitina a (padrao secundario) numa escala
intermédia, na data da calibrag@o

f, — Fluorescéncia da solugio de feofitina a (padrio secundario) numa escala

intermédia, na data da analise das amostras
2.8) Analise fluorimétrica para determinagio da propor¢io RNA/DNA

Para determinar a condigdo das fémeas adultas e a qualidade dos o6citos por si
produzidos usou-se a propor¢do RNA/DNA presente nos oocitos e nos tecidos das
fameas, através de técnicas fluorimétricas descritas por Clemmesen, (1990) e Esteves
et al., (2000) e aplicadas ja na determinacdo do estado nutricional de larvas de

sardinha  (Chicharo, 1998a; Chicharo, 1998b). Em cada fémea classificada
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macroscopicamente em estadio 4, i.e. em desova (com o0citos hidratados), foi retirada

uma porgio do musculo na regido dorsal e uma porgao das gonadas
(aproximadamente de 100 a 500 odcitos). Os dois tecidos foram colocados em
“eppendorfs” de cores diferentes com 0 mesmo numero € conservados em azoto
liquido. Recolheram-se tecidos de 82 fémeas em estadio 4, as quais foram tambem
classificadas com os seguintes dados biologicos: comprimento (cm), peso total (g),
peso eviscerado (g), gordura e peso das gonadas. Em 18 destas 82 amostras ndo foi
possivel fazer corresponder os dados biologicos aos musculos e respectivos 00citos
devido a um erro de amostragem.

Utilizou-se cerca de 0.06 g de peso de musculo para realizar a extracgao dos
acidos nucleicos e cerca de 0.004 g de peso de oocitos. Os cerca de 0.004 g de oocitos
por cada gonada utilizados para a analise correspondem a cerca de 5 a 10 oocitos,
aproximadamente, como foi observado no microscopio estereoscopico. Para isolar os
obcitos das restantes células da gonada foi utilizado um crivo de 200 um, passando-os

por agua destilada.

Utilizaram-se para a determinagdo dos acidos nucleicos técnicas fluorimétricas
diferentes para cada tecido, 1) baseada em Chicharo et al. (2001) para os oocitos € 2)
baseado em Clemmesen (1990) para o musculo. Os protocolos encontram-se em
anexo (Anexo I e II, respectivamente). Inicialmente experimentou-se em ambos 0s
tecidos o protocolo 1. No entanto, os resultados obtidos para o musculo de sardinha
ndo foram satisfatorios (obtendo-se na maioria dos casos valores de concentragio de
RNA negativos). A técnica fluorimétrica utilizada para o musculo acrescentou, em
relagdo a técnica utilizada para os 00citos, dois passos de extracgdo com solugdes de
Fenol, Cloroformio e Alcool Isoamilico. As técnicas fluorimétricas utilizadas para a

extraccdo dos 4acidos nucleicos dos odcitos do masculo sdo comparaveis entre si

(Esteves et al., 2000).

Antes da analise dos tecidos foi construida uma curva de calibragdo com
amostras padrio de DNA e RNA, para a fazer corresponder aos posteriores valores de
fluorometria uma determinada concentragio de acidos nucleicos. Este procedimento
foi repetido no inicio de cada semana de analise devido a sensibilidade da técnica as
condicdes ambientais. Para a determinagio da quantidade de RNA e DNA no musculo
e nos oocitos as amostras foram retiradas do azoto liquido e colocadas em gelo

picado. Inicialmente foram testados varios pesos dos tecidos, usando para isso 5
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amostras de oocitos e de musculos incluidos no grupo de 18 com problemas de
amostragem, tentando atingir um valor dentro dos valores estabelecidos pela recta de
calibracao.

Os obcitos foram extraidos em 0.15 ml de sarcosina 1% num tampio de Tris-
EDTA congelado. Apos sonicar, agitar e centrifugar (Smin, 2500x g, 0-4°C),
diluiram-se as amostras em Tris-EDTA congelado para chegar a uma concentragdo
final de 0.1%. Determinaram-se entdo os valores de fluorescéncia usando brometo de
etideo (EB), um fluorocromo especifico dos acidos nucleicos que se liga as bases
citosina-guanina que existem no DNA e no RNA. Determinou-se especificamente a
fluorescéncia de RNA + DNA, ou seja, de acidos nucleicos totais e de DNA atraves
de um tratamento com ribonuclease A (incubagdo por 30 minutos a 37°C). A
fluorescéncia ou quantidade de RNA foi estimada pela diferenca entre 0 valor de
RNA + DNA e de DNA.

No caso do musculo, a extracgdo dos 4cidos nucleicos seguiu 0s mesmOs passos
do procedimento anterior até & dilui¢do em Tris-EDTA, ao qual se seguiram mais dois
passos de extracgdo, © primeiro em 0.6 ml de uma solugdo de
Fenol:Cloroformio: Acido Isoamilico e o segundo em 0.3 ml de uma solugao de
Cloroformio e Acido Isoamilico. Os valores de fluorescéncia foram determinados
utilizando o fluorocromo do protocolo antenor.

As rectas de calibragdo realizadas no dia das experiéncias e construidas atraves
dos padrdes de DNA e RNA estdo representadas na Figura 2. Estas rectas permitem
relacionar a concentragdo de acidos nucleicos com as unidades de fluorescéncia lidas

no fluorimetro.

Figura 2: Rectas de calibragdo do DNA e RNA padr@o.
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2.9) Tratamento de dados

Os graficos e a maior parte do tratamento estatistico deste trabalho foram
realizados no programa de estatistica R, versdo 1.5. Foram realizadas regressoes entre
varios parimetros alimentares e entre o indice RNA/DNA do musculo e odcitos das
fémeas adultas e testes-t para a comparagdo das médias dos pardmetros alimentares
entre areas e épocas. Estes procedimentos seguiram a metodologia estatistica descrita
por Zar (1996).

A anilise dos dados organizados em tabelas de contingéncia para analisar a
distribuigio dos itens alimentares nos varios graus de digestdo seguiram a

metodologia estatistica descrita em Everitt (1977) para tabelas multidimensionais.
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3 - RESULTADOS

3.1) Variaveis Biologicas

As variaveis biologicas dos 100 individuos destinados & andlise individual dos
conteiidos estomacais estio resumidas na Tabela 3. Seleccionaram-se em cada
amostra individuos com aproximadamente 20 cm de comprimento (coeficiente de
dispersdo amostral para o comprimento igual a 0.01), o que corresponde a uma idade
igual ou superior a dois anos. Para estes individuos o peso varia entre as estagdes do
ano amostradas, sendo maior no Verdo do que na Primavera, tanto em Peniche como
em Portimdo (cerca de mais 28% de peso médio no Verdo). O mesmo se observa no
indice de gordura (classificado macroscopicamente de | a 4 em ordem crescente de
gordura), que diminui consideravelmente do Verdo até a Primavera. O peso das
gonadas é maior na Primavera (época de desova) do que no Verdo nas duas zonas,
diminuindo, no entanto, no final da Primavera (amostra de Margo/Abril) em Peniche
(indicando provavelmente o final da época de desova para os individuos desta zona).

O peso do conteudo estomacal representou entre 0.05 e 2.3% do peso
eviscerado do individuo (entre 0.05 e 2.08% se considerado o peso total do
individuo), variando entre 0.04 g registado em dois estdmagos do Verdo (Peniche e
Portimdo) ¢ 1.22 g de um estdmago encontrado em Peniche no final da Primavera
(coeficiente de dispersdo amostral igual a 1.05). O peso dos conteados € menor nas
amostras de Verdo e ¢ especialmente elevado no final da Primavera, quando existem
varios estdmagos com pesos de conteudos em redor de 1g.

O peso das paredes do estdmago aumentou com o peso dos individuos (peso
eviscerado). A proporgio de peso das paredes do estomago em relagdo ao peso
eviscerado do individuo foi, no entanto, diferente para os trés conjuntos de amostras,
sendo cerca de 0.41% no Verdo, 0.54% no inicio da Primavera e 0.93% no final da
Primavera. O peso das paredes do estomago esteve tambem positivamente
correlacionado com o peso dos conteudos estomacais (r*=0.739). Todavia, existe uma
diferenga de aproximadamente 0.2 g (cerca de 40%) entre 0 peso das paredes dos
estomagos do final da Primavera (significativamente mais cheios) e os restantes deste

estudo.
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Tabela 3 - Variaveis bioldgicas dos individuos seleccionados para a analise individual dos estdmagos.

Variaveis Portimie Peniche Portimio Peniche Portimiio Peniche
Ago/Set Ago/Set Fev/Mar Fev/Mar Mar/Abr Mar/Abr
min. 20.0 200 20.0 20.0 - 20.0 20.0
Comprimento (cm) mediana 205 20.3 20.5 20.5 205 20.4
média 20.7 20.4 20.5 20.5 20.5 20.4
mix. 22.6 7215 20.8 20.8 21.0 20.9
min. 732 70.6 55.3 502 46.9 50.5
Peso (g) mediana 837 75.4 61.2 56.1 60.2 59.7
média 87.4 | 61.3 56.2 58.6 59.9
mix. 110.0 91.7 65.4 59.3 65.0 69.4
min. 63.1 62.7 49.2 47.3 43.1 46.3
Peso eviscerado (g) mediana 75.3 67.4 548 50.9 533 52.3
média 76.1 69.0 54.8 50.6 52.5 52.8
mix. 97.4 87.4 37.6 52.9 580 61.6
Sexo M 12 13 ) 8 8 4
F 13 12 7 4 5 9
min. 1 1 3 3 4 2
Estado de maturacio moda 5 5 6 6 6 5
mie 6 6 6 6 6 6
Indice de Gordura moda 4 3 1 1 1 1
mix 4 1 1 1 1
min. 0.0 0.0 0.9 1.0 0.2 0.4
Peso das gonadas (g) mediana 1.0 2.0 2.0 1.9 1.5 22
média L.6 1.6 1.9 1.6 1.0 1.8
mix 9.0 3.0 30 3.3 4.5 5.1
min. 0.50 0.28 0.40 0.33 0.69 0.79
Peso do estomago cheio (g) | mediana 0.64 0.40 0.50 0.44 0.94 1.15
média 0.65 0.39 0.53 0.44 1.01 1.80
mix. 0.89 0.54 0.91 0.66 1.44 1.82
min. 0.23 0.20 0.21 0.21 0.32 0.40
Peso do estdmago vazio (g) | mediana 0.30 0.31 0.28 0.30 0.47 0.49
médin 0.31 0.29 0.28 0.29 0.48 0.50
max. 0.44 0.34 0.35 0.37 0.64 0.60
min. 0.04 0.04 0.05 0.11 0.24 0.38
Peso do conteido (g) mediana 0.10 0.08 0.09 0.15 0.54 0.66
média 0.10 0.08 0.11 0.17 0.53 0.67
méx. 0.19 0.15 0.27 0.31 1.02 1.22




Nas amostras de Fevereiro/Margo de ambas as zonas foram analisados os
dados bioldgicos e peso dos estdmagos de todos os individuos da amostra do TPIMAR
(cerca de 100 para cada zona). Na amostra de Portimdo o comprimento variou de 14.3
a 23 cm, sendo em média 18.7 cm, enquanto em Peniche variou de 16 a 22 cm, sendo
em média 18.9 cm. Tal como ocorreu para os estdmagos de todas as amostras
analisadas, existe também uma correlagdo entre o peso das paredes do estomago € o
peso eviscerado dos individuos (r* = 0.58), como se pode observar na Figura 3. A
correlagio entre o peso das paredes dos estdmagos e o peso do conteido estomacal
dos individuos da Primavera (Figura 4) é menos evidente quando comparados do que
entre todas as amostras, embora seja significativa, o que deverd ser consequéncia da
menor variagio no peso dos contendos e das paredes do estomago entre 08 individuos

da mesma amostra.
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Figura 3 - Relagdo entre o peso das paredes do estomago (g) € 0 peso eviscerado dos
individuos (g) das amostras do inicio da Primavera. Recta de regressdo linear:
y=0.02+0.005x (*=58%, p<2*10™'°.
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Figura 4 - Relagdo entre o peso das paredes do estomago (g) e o peso do contetdo (g)
dos individuos das amostras do inicio da Primavera. Excluiram-se 3 valores de peso do
conteudo superior a 0.5. Recta de regressdo linear: y=0.19+0.36x (r’=13%, p = L.4*10

0)
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3.2) Analise qualitativa da dieta alimentar (amostras conjuntas)

Nas Tabelas 4 e 5 esta representada a frequéncia relativa dos itens alimentares
nos estdmagos analisados, em termos de numero de individuos e de biovolume para
cada zona e periodo de amostragem. A Tabela 6 apresenta um resumo das listagens
anteriores, descriminando os taxa mais abundantes dentro de cada um dos grandes
grupos (fito, zoo e ictioplancton). Em anexo encontram-se as tabelas referentes ao
nimero médio de individuos por estdmago (Anexo III) e o biovolume total (Anexo
IV) e médio (Anexo V) dos organismos em cada uma das amostras.

A excepgdo da zona de Portimdo no Verdo, o fitoplncton foi sempre o grupo
mais abundante nos estdmagos analisados, chegando a representar no inicio da
Primavera mais de 80% do nimero de itens alimentares. A maior abundincia relativa
do zooplancton nos estdmagos ocorreu no Verdo, principalmente na zona de
Portimdo. Esta zona, alias, teve sempre maior numero de itens zooplanctonicos,
quando comparadas as mesmas datas de Peniche, enquanto o fitoplancton foi sempre
mais abundante em Peniche. O ictioplancton esteve apenas representado nos
estdmagos de Peniche durante o Verdo e no inicio da Primavera, numa frequéncia de
cerca de um ovo de peixe por estomago.

No que respeita aos organismos fitoplanctonicos, os dinoflagelados ocorreram
em todos os conjuntos de estdmagos, ao contrario das diatomaceas, praticamente
ausentes nos estdmagos de Verdo. Os dinoflagelados dominam assim claramente no
Verdo, sendo principalmente representados pelos géneros Dinophysis spp. e
Protoperidinium spp., enquanto nos meses de Primavera dominaram as diatomaceas
em cadela em ambas as zonas. Ao contrario, em termos de biovolume, os
dinoflagelados foram sempre mais importantes do que as diatomaceas, principalmente
devido ao maior tamanho das espécies de Protoperidinium em relagao aos restantes
organismos fitoplanctonicos. Um terceiro grupo fitoplanctonico denominado
“fitoplancton ndo identificado” e representado maioritariamente por células esféricas
autotréficas é também muito abundante nos meses de Primavera em ambas as zonas
(representando cerca de 20% do nimero total de itens nos estdmagos) embora em
termos de biovolume contribuam apenas em cerca de 2%.

Em todos os conjuntos de estdmagos a principal contribuigdo do zooplancton,
quer em termos de namero de individuos quer em termos de biovolume, € por parte

dos copépodes (incluindo adultos e outros estadios de desenvolvimento), embora em
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Tabela 4 - Frequéncia relativa (%) do niimero de itens alimentares por estdmago em cada amostra
Zero corresponde a <0.1 e auséncias estio em branco.

Individuos Ago/Set (n=215) Fav/Mar (n=15) Mar/Abr (n=15)
F.ral.{n® inds/astom) Portimdo Panicha Portimdo Paniche Portimdo Peniche
Frtoplancton
Fiteplancton n.i. 26.1 232 1.4 18.0
Dinoflagelados {Dinephyceaa)
Dinoflagelados n.l. 16.8 7.2 2.8 0.3 RE:] 1.3
Oinophysis spp. Q.7
Dinophysis acuta 08 25 0.3 04
Dinophysis caudata 9.5 338 17 0.4
Dinophysis tripes 0.5
Dinophysis rotundata 1.4
Protoperidinium spp. 1.7 5.4 4.8 2.1 1.4
Protoperidinium divergens 0.2 2.0 Q.8 38
Protoperidinium depressum 2.9 57 1.1 a3 1.3 08
Protoperidinium claudicans 1.3
Pratoperidinium diabolum 0.8 02
Protoperidinium globulum 0.2
Scripsiella spp. 0.8
Caratium spp 27 0.2 11 1.0 1.3 21
Proraocentrum micans 0.4 1.0
Quisto dinoflagelado 0.z 1.0 1.3
Diatomaceas (Bacillariophyceae)
Diatomaceas n.i. 2.8 31 25 2.5
Diatomdceas cadeia 1.7 1.3
Coscinodlscus spp 0.8 1.1 2.4 13
Thalassiosira spp. 0.2 ] 4.2 . 25 24
Dictyoneis spp. 0.8
Diploneis spp. 23 1.3 8.7
Navicula spp. 3.4 07 42
Pleurosigma/Gyrosigma 0.8 03 25
Paralia suicata 250 453 12.7 8.4
Rhizosolenia spp. 1.4 0.3
Surirella spo. 1.7
Triceratium spp. 0.8 0.4
Trachyneis spp. 2.8
Qdentella spp. 1.3
Thalassionema spp. 2.1 8.3
Pseudo-nitzschia spp. .7 14.2
Planktionella sol 0.3
Nitzschia spp Q.3
Pinulada 1.7 24
Zoopladncton
Crustacea
Crustaceo n.i. 2 08
avo de crustaceo 0.8 1.7 39 0.4 109
Copepoda
Ovo de copépode 327 26.1 28 5.1 a7
nauplio de copepode 2.9 22 28 2.4 18.5 25
Copepaodes n.l. 7.1 5.3 3.4 0.2 238 12
Euterpina spp. 0.4 0.2 08 0.2 03
Harpacticoida n.i. 1.1 0.1 0.8 0.0 33 0.1
Microsetella spp. 0.1 04 0.0 a1
Oncaea spp. 3.2 32 27 02 28 0.3
Oithona spp. 0.8 1.0 2.8 0.0
Corycaeus spp. 0.3 0.0
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 0.1 0.0 0.0 0.1
Temora spp 03 0.2
Temora longicornis 0.1 0.2
Centropages spp. 0.8 0.4 0.0 0.0
Centropages chierchiae 0.8
Acarthia spp. 0.1
Pleurommama spp. 0.0 0.0
Candacia spp. 0.0
Cirripedia 1.3
Cladacero 0.0
Penilla spp. 0.1
Decapoda 0.0 00 0.0
Ostracoda 00 a1 0.2 0.0
Mollusca 0.0 0aQ
Gastropoda 00 0.0
Tintinnoinea 0.2 0.3 0.8 03 25
Appandicularia 1.3 0.0
Ictioplincton
ovo peixe 0.0 0.0
Escama de peixa 0.0 04 04
Quisto mucilaginoseo 27 1.7 2.4 3.8 0.8
Grio da polen 0.2 11 1.3 29
Células esféricas n.i. | 7.4
total 100 100 100 100 100 100
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Tabela 5 - Frequéncia relativa (%) do biovolume dos itens alimentares por estdmago em cada amosira

Zero corresponde a <0.1 ¢ auséncias estdo em brance.

Individuos Ago/Set (n=25) Fav/Mar (n=15) Mar/Abr (n=15)
Freq.ral.biovol® n®spp/estom. Portimia Paniche Portimao Peniche Partimda Paniche
Fitopldncton
Fitopldncton n.i1. 1 16 1.2 2;5
Dinoflagalades (Dinophyceaa)
Dinoflagelados n.l. Q.3 08 0.5 Q.2 a7 0.1
Dinophysis spp. 04
Dinophysis acuta 0.0 0.3 0.2 02
Dinophysis caudata 0.3 3.4 0.3 0.3
Dinophysis tripes 0.0
Dinophysis rotundata 0.0
Proteperidinium spp. Q0.3 30 9 1.7 33
Protoperidinium divergens 0.1 0.9 34 57
Protoperidinium depressum 0.8 45 0.9 23 1.8 5.1
Protoperidinium claudicans 0.5
Pratogeridinium diabolum 0.0 a1
Protoperidimium globulum 0.0
Scripsieila spp. 0.0
Ceratum spp 0.1 0.0 0.8 0.8 0.2 18
Prorocentrum micans 0.0 0.1
Quisto dinoflagelado 00 c.0 oo
Diatoméceas (Bacillariophyceaa)
Diatomdceas n.i. 0.9 0.0 Q7 0.8
Diatomaceas cadeia 0.1 00
Coscinodiscus spp 0.1 1.2 1.8 1.3
Thalassiosira spp. 0.0 a1 0.3 0.0 0.5
Dictyoners spp. 0.0
Diploneis spp. 0.1 0.0 a1
Navicula spp. 01 0.0 04
Pleuresigma/Gyrosigma a1 a1 0.5
Paralia sulcata a1 0.3 0.0 a1
Rhizosafenia spp. 0.0 0.0
* Surireila soo. 0.1
Triceratium spp. 0.1 0.2
Trachyneis spp. 1.0
Odontella spp. 02
Thalassionema spp. 0.0 0.0
Pseude-nitzschia spp. 0.0 Q.1
Planktionella sol 0.0
Nitzschia spp 1.2
Pinulada 0.0 0.0
Zoopldncton
Crustacea
Crustacec n.i. 2.8
ova de crustaceo 03 1 72 a1 17.3
Copeapoda
Qvo de copépade 1.5 8.8 1.7 1.0 78
naupllo de copepode 0.5 0.9 5.3 2.6 a2 8.0
Copepodes n.l. 10.3 20.2 14.5 4.8 Q.7 202
Euterping spp. 05 1.3 15.4 8.2 9.8
Harpacticoida n.i. 23 0.3 a7 10 13.4 2.8
Microsetella spp, 04 06 0.4 1.0
Oncaea spp. 4.0 137 208 51 125 10.5
Oithona spp. 0.8 28 1.0 2.4
Corycaeus spp. 15.9 0.8
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 88 0.2 32 29
Temora spp 133 g2
Tamora longicornis 13 9.2
Centropages spp. 7.8 8.8 23 2.3
Cantropages chierchiae 48.7
Acarthia spp. a7
Pleurommama spp. 0.5 14
Candacia spp. 0.4
Cirripadia 8.3
Cladocero 0.4
Penilla spp. a3
Decapada 0.4 0.2 0.2
QOstracoda 1.4 52 5.3 1.5
Mollusca 0.1 0.0 0.4
Gastropoda 1.8 34
Tintinnoines 0.0 0.1 0.4 o] 0.2
Appandicularia 0.1 0.3
Ictiopldncton
ova peixe 12.7 48.2
Escama de peixe 99 0.0 0.0
Quisto mucilaginoso 0.0 0.8 0.1 a3 a1
Grio da polen 0.0 0.7 a.1 5.2
Células esféricas n.i. 0.1
total 100 100 100 100 100 100
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Tabela 6 - Frequéncia relativa (FR) do numero e biovolume dos grandes grupos de itens alimentares por estdmago em cada

amostra. Zero representa auséncia ou uma frequéncia relativa inferiora 1%

Ago/Set (n=25 cada)

i Fev/Mar (n=15 cada)| Mar/Abr (n=15 cada)
Variavel Snpas Portimao Peniche | Portimdac Peniche Portima3o __ Peniche

Fitoplancton 39 60 82 87 57 74
Dinoflagelados {Dinophyceae) 38 60 12 4 24 5

Dinophysis spp. 12 38 2 0 0 1

Proteperidinium spp. 6 13 6 2 18 1

FR Diatomaceas (Bacillariophyceae) 1 0 44 60 22 51
n°individuos Zooplancton 50 39 15 10 38 22
Crustacea 50 39 14 10 34 22

Copepoda 49 39 11 6 34 11

outro zooplancton 0 1 0 4 0 0

Ictiopldncton 0 0 0 0 0 0

Fitoplancton 2 13 14 10 14 14
Dinoflagelados {Dinophyceae) 2 13 9 5 12 7

Dinophysis spp. 0 4 0 0 0 0

Protoperidinium spp. 1 3 7 4 11 5

FR Diatomaceas (Bacillariophyceae) 0 0 4 4 1 4
biovolume Zooplancton a8 74 84 41 85 81
Crustacea 97 74 a4 40 85 77

Copepoda 97 74 72 27 79 58

outro zooplancton 0 0 0 2 0 4

Ictiopldncton 0 13 0 48 0 0

Tabela 7 - Frequéncia relativa do micro ¢ mesopldncton nos estdmagos por amostra

Variavel Fracgao Ago/Set (n=25 cada) | Fev/Mar (n=15 cada)] Mar/Abr (n=15 cada)
Portimao Peniche | Portimdo Peniche Portimdao  Peniche
F. rel.n®individuos microplancton (<200 pm) 88 85 96 99 g1 99
mesoplancton (>200 pym) 12 18 4 1 g 1
F. rel. biovolume micropldncton (<200 pm) 68 18 38 19 19 54
mesopldncton (>200 ym) 32 a2 52 81 B1 46
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termos de nimero de itens dominem os ovos de copépodes e em termos de biovolume
dominem os copépodes adultos. Destacam pela sua abundancia Oncaea spp. e
Harpacticoida, embora em termos de biovolume varios Calandides passem tambem
estar entre 0s mais representativos. Para além dos copépodes, outros crustaceos como
Cirripedos, Cladéceros, Decapodes e Ostracodes estiveram presentes nos estomagos
analisados, embora com uma baixa frequéncia relativa. Com menor abundéncia no
zoopldncton surgiram também Moluscos, Tintinideos e Apendiculz’m'ds.

Apesar da frequéncia em nimero consideravelmente baixa do ictioplancton
nas duas amostras em que ocorTe, atinge quase metade do biovolume total dos itens
alimentares nos estdmagos de Fevereiro/Margo, onde em numero de individuos
tinham dominado as diatoméiceas em cadeia. Para calcular o biovolume dos ovos
utilizou-se o didmetro total da capsula, que tem um biovolume superior as
diatomaceas encontrados em cerca de 4 ordens de grandeza.

Comparando a contribuigio das fracgdes de micro e mesoplancton (Tabela 7),
separadas a 200 pm, a fracgdo de microplincton domina em todas as amostras com
mais de 85% do nGmero total de itens nos estdmagos, embora em termos de
biovolume a fracgdo de mesopldncton domine em todos os conjuntos excepto em
Peniche no final da Primavera, quando os ovos de crustaceos e estadios iniciais de
desenvolvimento de copépodes foram muito abundantes.

O espectro do comprimento maior (ou didmetro, no caso dos itens
aproximadamente esféricos) dos itens alimentares variou desde 18.8 um das células
de Paralia sulcata e do grupo de fitoplancton ndo identificado, ambos ocorrendo nas
duas zonas durante a Primavera, até 1560 um do copépode Centropages chierchiae,
encontrado no final da Primavera em Portimdo. O comprimento médio dos itens de
Verdo foi de 116 pm para Peniche e 109 pm para Portimdo, sendo em média menor
nos meses de Primavera, quando a abundéncia de fitoplancton foi maior. Os itens
alimentares de Peniche tiveram em média um comprimento maior de 46.7 pm no
inicio da Primavera e em Portimdo para a mesma data 68.8 um. No final da Primavera

o comprimento médio foi de 68.3 pm para Peniche e 122.9 pm para Portiméo.

22



3.3) Anilise quantitativa da dieta alimentar

3.3.1) Namero de itens e biovolume
3.3.1.1) Diferencas entre a an:lise de conjuntos e de estomagos individuais

Por forma a examinar se o numero de itens por estdmago estimado atraves da
andlise individual e da andlise de conjuntos produz rtesultados semelhantes,
compararam-se os valores obtidos pelos dois métodos, em termos de numero total de
itens por estdmago e da propor¢do de grandes grupos (fito, zoo e ictioplancton).
Comparou-se o nimero de itens obtido através da andlise dos conjuntos com 2 média

de itens presentes nos estdmagos individuais por amostra (Tabela 8).

Tabela 8 - Diferengas no nimero e biovolume (mm3) de itens alimentares por

estdmago entre a anélise de conjuntos e de estdmagos individuais.

Variavel Horronlbeny Total items Fitopiincton Zooplincton Lctioplancton
Individual Conjunto| Individual Conjunto| Individual Conjunto Individual Conjunto
Portimido 3291 3226 1693 1263 1583 1629 5 0
Ago-Set
Peniche 2515 2628 1627 1588 886 1036 4 0
Portimio 2255 3518 1358 2898 776 519 4 1
N itens Fev-Mar
Peniche 3850 3264 2964 2847 732 338 13 1
Portimio 3896 4265 1522 2430 2202 1618 89 0
Mar-Abr
Peniche 33352 24732 26843 18334 5735 5465 2 0
Portimao 3.6 8.5 03 0.2 2:2 8.2 1.1 0.0
Ago-Set
Peniche 15 26 0.4 03 a5 2.0 0.7 0.0
Portimao 21 1.3 041 0.2 1.4 1.1 0.4 0.4
Biovolume| Fev-Mar
Peniche 1.8 09 0.1 0.1 1.5 0.4 0.4 0.0
Portimio 43.8 6.0 0.6 0.9 14.2 5.1 338 0.3
Mar-Abr
Peniche 29 4.2 09 0.6 1.3 3.4 0.6 0.0

Em termos do nimero total de itens por estdmago, a diferenca entre oS
resultados obtidos através da analise individual e dos conjuntos ¢ relativamente baixa
na maioria das amostras (entre 2 ¢ 15%), 4 excepgdo de Peniche no final da Primavera
(26%) e Portimdo no inicio da Primavera (36%). O namero total de organismos
fitoplancténicos obtido através dos dois métodos de contagem ¢ semelhante em
Peniche no Verdo e inicio da Primavera (2% e 4% de diferenga). Em Portimdo no

Verdo e em ambas as zonas no final da Primavera o nimero de individuos contados
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através de estdmagos individuais € cerca de 30% maior. Em Portimdo durante a
Primavera as contagens nos conjuntos foi mais de 50% maior do que nos estdmagos
individuais. O total de itens de zooplancton estimado através das duas medigdes €
razoavelmente semelhante durante o Verdo e final da Primavera em Peniche (entre 2 e
14%), sendo cerca de 30 % maior a estimagdo individual na zona de Portimao durante
a Primavera. A maior diferenga entre estimagdes de zoopldncton ocorre no inicio da
Primavera em Peniche, com cerca de 50% mais zoopldncton estimado através das
contagens individuais.

A diferenga mais importante ocorre no ictioplancton. Em todos os casos as
comtagens em estdmagos individuais estimaram uma maior quantidade de
ictioplancton do que a contagem dos conmjuntos. Trata-se de um grupo pouco
abundante, comparativamente aos dois anteriores, cujo e€rro associado a sub-
amostragem ¢ maior. Nos conjuntos este grupo apenas foi contabilizado no inicio da
Primavera nas duas zonas, numa propor¢do de | ovo por estdmago enquanto na
contagem individual varia entre 2 e 5 na maioria das zonas, 0 que, em relacdo ao
nimero total de itens representa uma diferenca consideravelmente pequena. No
entanto, na zona de Portimdo em Fevereiro-Margo este grupo aumentou para cerca de
90 individuos por estdmago pela contagem individual, enquanto na estimagdo por
conjunto nenhum ovo de peixe foi contabilizado.

As Figuras 5.1 e 5.2 representam a variagdo dos pardmetros alimentares dos
estdmagos da anilise individual (caixas com bigodes) de cada amostra em
comparagdo com os valores obtidos para os mesmos parametros na analise dos
conjuntos. Em termos de nimero de itens (Fig. 5.1), a média das duas analises foi
muito aproximada, excepto na amostra de Portimdo do inicio da Primavera, em que a
analise dos conjuntos estimou um niimero total de presas fitoplanctonicas superior. A
média de presas zoo e ictioplanctonicas foi semelhante entre os dois métodos para
todas as amostras. Em termos de biovolume médio de itens por estomago (Fig.5.2)
existe um afastamento maior entre os valores estimados pelos dois métodos, sendo
desta vez o biovolume de fitoplancton o que mais se aproximou na estimagdo pelos
dois métodos. A Unica amostra em que o biovolume estimado através dos conjuntos
ndo esta dentro dos valores da analise individual foi a de Peniche do Verdo, em que a
analise dos conjuntos estimou um biovolume de zooplancton superior.

Em termos de proporgdo de fito e zooplancton, os valores obtidos sdo

aproximados nas duas analises, embora haja uma tendéncia para o fitoplancton ser
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de itens ictioplanctonicos) estimados através da analise individual (caixas com bigodes)
e da analise dos conjuntos (+). Os circulos representam outliers.
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subestimado e o zooplancton sobrestimado. Comparou-se também a nivel qualitativo
os resultados obtidos pelas duas andlises e os resultados sdo muito semelhantes,
principalmente para os grupos mais abundantes (e.g. copepodes, diatomaceas,
dinoflagelados). A diferenga mais significativa ocorre com os ovos de copépodes
durante o Verdo, que ultrapassam os 700 por estdmago em ambas as amostras no que
respeita a analise dos conjuntos embora em termos individuais se aproxime de 200
por estomago.

Nos conjuntos foram utilizados outros conteados para além das fracgdes de
conteados da andlise individual. Utilizaram-se para os conjuntos mais 2 estomagos
completos na Primavera, mais 5 para o conjunto de Portimdo durante o Verdo e mais
12 para Peniche em Agosto-Setembro. O facto de se ter utilizado outros estomagos da
mesma amostra ndo parece ter interferido cofn os resultados gerais, ja que no Verdo o

resultado obtido com as duas contagens € 0 mais proximo.

Tabela 9 - Fraccio (%) do peso dos contetidos estomacais utilizada para a

contagem dos itens alimentares na analise individual e dos conjuntos.

R — micropliancton mesoplincton
Individual Conjunto | Individual Conjunto
Portimiio 5 3
Ago-Set 79 0.5 23.7 3.1
Peniche Tl 0.4 213 29
Portimio 5
Fev-Mar 15 0.3 41.3 10.5
Peniche 6.3 0.6 48.1 246
Portimiio 4.5
Ny 4.5 0.1 12.3 38
Peniche 1.0 0.1 37.2 29

Nio parece haver uma tendéncia para que uma analise estime mais itens do
que outra, excepto no caso do nimero de itens ictioplanctonicos. Seria menos grave
um método estimar sempre mais do que outrb se a diferenca fosse muito baixa do que
existirem, como se passa nalguns casos deste estudo, diferengas superiores a 50% de
maior namero de itens totais estimados por um dos métodos. A principal razao para
esta grande diferenga parece ser o facto da fracgdo de estomagos cujos itens foram
realmente contabilizados foi diferente entre os dois processos de contagem, sendo
sempre maior no caso das contagens em estdmagos individuais e na fraccdo de
mesoplancton (Tabela 9). A percentagem de peso de estdmago analisado em termos

de microplancton foi também menor ji que estes individuos foram mais abundantes.
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Nas amostras de inicio da Primavera a fracgdo de mesoplancton contabilizada foi
superior as restantes amostras ja que estas tém menos mesoplancton, o que tornou
necessario contar uma maior fracgio de contetdo para atingir a contagem de 300 itens
definida a partida para as contagens dos conjuntos. Tendo em conta que a analise
individual dos estdmagos contou uma maior propor¢do dos estdmagos devera ser mais

aproximada ao valor real do que a contagem nos conjuntos de estomagos.
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3.3.1.2) Varia¢io entre individuos da mesma amostra

Pretendeu-se analisar a variabilidade dos pardmetros alimentares entre
individuos da mesma amostra. Utilizou-se o coeficiente de dispersio amostral ou
coeficiente de variacdo, que divide o desvio padrdo pela média (Tabela 10).

Em geral, a variabilidade entre estdmagos da mesma amostra € muito grande.
O Biovolume total de itens alimentares nos estdmagos € o parametro em que O
coeficiente de dispersio é maior, enquanto o peso do conteudo tem a menor
variabilidade entre estdmagos da mesma amostra. O coeficiente de vanag@o do peso
do contetido é sempre menor em Peniche do que em Portimdo, o que ndo ocorre na
variagdo do nimero de itens por estomago.

Ao contréario do que acontece com as amostras de Verdo e inicio da Primavera,
provenientes de portos comerciais, os individuos das amostras de Margo-Abril sdo
provenientes do mesmo arrasto pelagico, pelo que se poderia esperar que entre estes
individuos exista uma menor diferenca nos parimetros alimentares estimados, no caso
dos individuos dos portos comerciais terem sido capturados em mais do que um cerco.
Se isto parece ocorrer no caso da amostra de Peniche, em que o coeficiente de
variagdo é sempre menor do que nas outras amostras (ainda que por vezes com pouca
diferenca), o mesmo ndo se passa com a amostra de Portimdo, em que este coeficiente

¢ quase sempre maior do que nas restantes amostras.

Tabela 10 - Coeficiente de dispersdo amostral de estdmagos da mesma amostra para

varios pardmetros alimentares.

(T‘oef. d_e Pes'f) NFlmerﬂ Fitoplincton | Zooplincton | Biovolume | % Fito. % Zoo.

dispersio conteado itens

Fortimio | 0.40 0.80 0.84 1.09 1.17 033 0.44
erao

P“j“'i"“ 033 0.85 1.02 0.84 1.52 0.39 0.19
erao

Fortimao 0.50 0.50 0.76 0.53 0.76 0.24 0.19

Fev/Mar

Deilie 0.35 0.60 0.70 0.64 0.89 0.64 0.21

Fev/Mar

Portimio j ¥ C

MaslALe 0.40 1.10 1.34 121 1.92 0.15 0.24

Peniche ) ;

Safihr 0.32 0.40 0.46 0.47 0.65 0.19 0.05 J

A proporgdo de itens fito e zooplanctonicos nos estdmagos (0-100%) variou

relativamente pouco nos conteudos da mesma amostra, excepto na amostra de Peniche
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no inicio da Primavera. Mais uma vez os estdmagos que apresentaram maior
semelhanga entre si na proporgio de itens por grande grupo foram os individuos

recolhidos em Peniche no final da Primavera.
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3.3.1.3) Diferencgas entre amostras

O ntmero de itens alimentares por cada estdmago analisado individualmente
variou entre 42 registados na zona de Portimio durante o Verdo e 67822 registados no
final da Primavera na zona de Peniche. Os copépodes e os dinoflagelados sdo 0s
(nicos grupos de organismos que estiveram — presentes em todos os estdmagos
analisados. Os copépodes ocorreram em maior numero por estdmago em Portimdo no
Verdo e no final da Primavera, representando em média nessas datas 41 e 31% do
total de itens alimentares, respectivamente. Os dinoflagelados ocorreram em maior
nmero por estdmago em Peniche na amostra de Margo-Abril e no Verdo nas duas
zonas. No entanto, em termos de frequéncia relativa media, representam apenas 6%
dos itens alimentares da amostra de final da Primavera de Peniche e no Verdo
representam 64 e 41% dos itens alimentares de Peniche e Portimdo, respectivamente.

Na Figura 6.1 esta representada a variagdo do peso do contetido e numero de
itens alimentares em cada amostra. O peso dos contendos estomacais foi largamente
superior no final da Primavera em relagdo as restantes amostras, 0 que no caso de
Peniche parece ser consequéncia do maior niimero de itens fito e zooplanctonicos e
em Portimao devido ao maior nimero de itens zoo e ictioplanctonicos. Em particular,
a amostra do final da Primavera em Peniche destaca-se pelo numero total de itens,
superior numa ordem de grandeza as restantes amostras. O numero médio de
organismos fitoplancténicos ronda os 1500 por estdmago em todas as amostras
éxcepto em Portimio durante a Primavera, com cerca de 3000 presas em Fevereiro-
Margo e quase 27000 no final da Primavera em Peniche. O ictioplancton € sempre
pouco frequente (hd poucos estomagos com OvOs de peixes, raramente ultrapassando
os 15 ovos por estdmago quando ocorrem), excepto no final da Primavera em
Portimdo, em que a maioria dos estdmagos tém mais de 20 ovos de peixe. Os itens
zooplancténicos sdo o dobro em Portimao no Verdo em relagdo a Peniche na mesma
data (cerca de 1600 e 900, respectivamente). No inicio da Primavera a quantidade de
itens zooplanctonicos é relativamente baixa nas duas zonas, rondando os 750 itens,
aumentando nas amostras do final da Primavera, particularmente em Peniche.

Na Figura 6.2 esta representada a variagdo do biovolume dos itens alimentares
por estdmago em cada amostra O biovolume total de itens alimentares por estomago
variou entre 0.03 mm’ registados em Peniche durante o Verdo e 147.7 mm’ de um

estdmago de Portimdo do final da Primavera. Apesar da amostra de Peniche do final
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a) Biovolume total de itens b) Biovolume total de fitoplancton
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da Primavera ter significativamente mais itens alimentares por estdmago do que as
restantes amostras deste estudo, esta abundancia ndo se reflecte no biovolume total de
itens alimentares por estdmago, ja que nesta amostra dominam diatomaceas com
biovolumes muito reduzidos. O biovolume total de itens nos estdmagos €
especialmente elevado na amostra de Portimdo de Margo-Abril. A principal razio
para esta amostra apresentar um biovolume tio elevado € o facto dos ovos de peixes
ocorrerem numa média de 89 por estdbmago, o que corresponde a 33.9 mm’ em termos
de biovolume, enquanto as restantes amostras variaram entre 2 e 13 ovos por
estomago. Para além disto, o biovolume de zooplancton ¢ também maximo nesta
amostra (14.2 mm’), embora o nimero de presas zooplanctonicas desta amostra seja
bastante menor do que em Peniche na mesma data (2202 e 5735, respectivamente).
Isto acontece porque cerca de 95% do zooplancton presente na amostra de Peniche foi
encontrado na fracgdo menor de 200 um (mais de 3000 itens sdo ovos de crustaceos e
nauplios de copépodes), apenas cerca de 300 itens zooplanctonicos sdo da fracgdo
maior de 200 um. Ao contrario, na amostra de Portimdo em que mais de metade dos
itens tém mais de 200 um sendo cerca de 1000 copépodes adultos.

Apesar dos itens fitoplanctonicos serem quase sempre mais abundantes nos
estdmagos do que os zooplanctonicos, a sua contribuigdo para o biovolume total ¢
relativamente baixa, sempre inferior a de zooplancton, o que € justificado pela grande
diferenga de tamanhos médios entre estes grupos de organismos. |

O numero de itens presentes nos estdmagos esteve correlacionado com 0 peso
do contetido (r* = 20%), como se pode observar na Figura 7 a). A correlagdo entre 0
biovolume e o peso do contetido (Figura 7 b) € menor do que em termos de namero de
individuos (r* = 21%). Apesar destes resultados, tanto o nimero de itens como 0
biovolume foram calculados tendo em conta o peso do contetido (ja os itens foram
contados em cerca de metade do conteudo sendo entdo estimado o nimero total de
itens no conteido total) o que condiciona parte da relagio entre os pardmetros
analisados. A Figura 8 representa a relagdo entre o nimero e biovolume dos itens
alimentares por estdmago. O biovolume total de itens nos estomagos nao esta
correlacionado com o nimero de itens alimentares (p = 0.08), o que sera
provavelmente devido 4 grande amplitude de tamanho dos itens alimentares.

Para analisar se existem diferencas entre zonas e estagdes no que diz respeito
aos diferentes parametros alimentares, realizou-se um teste estatistico cujos resultados

estio resumidos no Anexo VI. Nio existem diferencas significativas no peso do
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conteido entre as duas zonas nas amostras analisadas, embora existam diferengas ao
nivel do niimero de itens alimentares por estdmago, que em média foi superior em
Peniche. O numero de itens fitoplancténicos é estatisticamente diferente nas duas
zonas, sendo superior em Peniche, ao contrario do nimero de itens zooplanctonicos,
para 0s quais ndo existiram diferencas significativas entre as duas zonas. Em termos
do biovolume médio de itens alimentares por estdmago, ha diferencas significativas
entre as duas areas, bem como em termos de biovolume de fito e zooplancton. O
biovolume total dos itens em Portimdo é superior do que em Peniche. Analisou-se
também a proporgdo de fito e zooplancton nos estdmagos em relagio ao total de itens,
j4 que a maior abundancia relativa de zoopldncton em Portimdo ¢ mascarada pelo
facto de, em média, existirem menos itens no total nos estGmagos. Assim, a
percentagem de itens fitoplanctonicas € significativamente superior em Peniche ¢ a
percentagem de itens zooplanctonicos ¢ significativamente superior em Portimo.
Todos os parimetros alimentares dos estdmagos de Verdo e Primavera
analisados mostraram diferencas significativas entre as duas estagdes do ano
amostradas. O peso médio dos contetidos foi significativamente maior na Primavera,
bem como o nimero total de itens por estdmago, o nimero de itens fitoplanctonicos, o
nmero de itens zooplanctonicos e o biovolume total dos itens alimentares. Foi mais
uma vez comparada a percentagem de itens fito e zooplanctonicos em relagdo ao total
de itens. Nesse caso, a percentagem de itens fitoplanctonicos continua a ser superior
na Primavera embora a percentagem de presas zooplanctonicas por estomago em

relagio ao total de itens seja significativamente superior no Verdo.
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3.3.2) Pigmentos fotossintéticos
3.3.2.1) Diferencas entre individuos da mesma amostra
Foi comparada a quantidade de pigmentos fotossintéticos (Clorofila a e
Feofitina a) entre estdmagos provenientes da mesma amostra tendo-se utilizado o

Coeficiente de dispersdo amostral ou coeficiente de variacdo (Tabela 11).

Tabela 11 - Coeficiente de dispersdo amostral de estdmagos da mesma amostra para

o niimero total de pigmentos fotossintéticos € o numero de pigmentos por grama de

estdmago.
Eurotiras : C?et'. de vm:ia(;:'m
Pigmentos totais Pigmentos/g estdmago

Portimio - Yerio 0.80 0.76

Peniche — Verio 0.59 0.56

Portimdo — Fev/Mar 0.98 _ 0.98

Peniche — Fev/Mar 0.58 0.49

Portimdo — Mar/Abr - 0.72 0.65

Peniche — Mar/Abr 0.78 0.84

Tal como ocorreu no caso do peso dos conteados e numero de itens por
estdmago, existe uma grande variabilidade na quantidade de pigmentos totais entre
estdmagos da mesma amostra, sendo o coeficiente de variagdo sempre superior a
50%. Como a quantidade total de pigmentos por estomago esta dependente do seu
grau de enchimento, que também foi varidvel entre individuos da mesma amostra,
optou-se por comparar o coeficiente de variagao da quantidade de pigmentos
fotossintéticos por grama de estomago (Tabela 11). A variabilidade é também muito
grande neste caso, sendo apenas ligeiramente inferior a observada para 0s pigmentos

totais presentes nos estdmagos.
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3.3.2.2) Diferencas entre amostras

A maioria dos pigmentos fotossintéticos encontrados nos estomagos, tal como
esperado, encontraram-se numa alta taxa de degradag@o, ou seja, a maioria encontrou-se
sob a forma de feopigmentos. Na Figura 9 podem observar-se os resultados relativos a
quantidade total de pigmentos fotossintéticos (a) e de pigmentos por grama de estomago
(b) em cada amostra. Os pigmentos fotossintéticos totais por estomago variaram entre
0.24 pg registados num estdmago da amostra de Portimdo de Verdo e 549.85 pg de um
estdmago da mesma zona no final da Primavera. A quantidade de pigmentos por grama
de estdmago variou entre 2.8 e 1044 ug, ambas registadas no Verdo na zona de Peniche.
A quantidade de pigmentos por grama de estdmago € superior nas amostras de
Primavera. A zona de Peniche durante a Primavera registou a maior quantidade de
pigmentos totais por estdmago, seguida da amostra do inicio da Primavera para a
mesma zona, A concentragio de pigmentos no estdmago (Fig. 9 b) € superior nas
amostras do inicio da Primavera e no final desta estagdo em Peniche, sendo menor nas
amostras de Verdo e no final da Primavera em Portiméo.

Para analisar se existem diferencgas entre zonas e estagdes no que diz respeito a
quantidade de pigmentos fotossintéticos por estdmago realizou-se um teste estatistico
cujos resultados estdo resumidos no Anexo VII. Existem diferengas significativas no
total de pigmentos fotossintéticos por estdmago e por grama de estomago entre as duas
zonas, sendo em média superior em Peniche. As diferengas sdo particularmente
significativas no que respeita & comparagio do total de pigmentos nos estomagos
comparando estagdes do ano, sendo em média superior na Primavera (70.7 ug) do que
no Verdo (5.05 pg). A quantidade de pigmentos por grama de estdmago ¢ também
significativamente superior na Primavera.

Pretendeu-se calcular de uma forma aproximada quanto volume de agua a
sardinha necessitaria de filtrar para concentrar a quantidade de pigmentos fotossintéticos
presente nos estdmagos observados. Usou-se o valor médio de 1 mg/m’ de pigmentos
fotossintéticos nas aguas ao largo da costa continental portuguesa encontrado na
bibliografia (Cunha, M.E, com. pess.). Assim, a sardinha teria de filtrar entre 0.24 |
(correspondente ao minimo de pigmentos encontrado nos estdbmagos) e 550 1
(correspondente ao maximo de pigmentos encontrados no estdmago). Mediu-se a area

da boca de uma sardinha de 20 cm de comprimento e obteve-se o valor de 62.8 mm’,
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pelo que, para que a sardinha filtre 0 volume de agua anteriormente calculado teria de

deslocar-se (admitindo a inexisténcia de correntes) entre 3 m e 8 Km.
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3.3.3) Relagdo entre a quantidade de pigmentos fotossintéticos e abundéincia de

presas fitoplancténicas

Pretendeu-se comparar a contribuigdo dos itens fitoplanctonicos através dos
resultados obtidos pela contagem de individuos (método numeérico) e o seu biovolume
(método volumétrico) e pela quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos através da
fluorimetria. Para isso usaram-se os estdmagos da andlise individual. O numero de itens
pertencente ao grupo Protoperidinium spp., abundante em muitos estdmagos deste
estudo, ndo foi considerado para esta comparagdo, ja que se trata de uma espécie
heterotrofica, sem pigmentos fotossintéticos.

A variacio da quantidade de itens fitoautotroficos por amostra esta representada
na Figura 10. O numero de itens fitoautotroficos ¢ muito superior na amostra de Peniche
do final da Primavera do que nas restantes amostras, variando entre 0s 7000 e os 53000
itens fitoautotroficos por estdmago. A amostra do inicio da Primavera para a mesma
sona tem também um numero de presas fitoplanctonicas superior as restantes amostras.
A zona de Peniche tem sempre maior nimero de itens fitoautotroficos quando
comparadas as mesmas datas de Portimao. Ao comparar a variagdo da quantidade total
de pigmentos (Fig. 9 a) com a variagio do numero de itens fitoautotroficos por
estdmago em cada amostra (Fig. 10), verifica-se que os resultados sdo semelhantes no
que diz respeito as amostras de Peniche da Primavera, bem como da menor diferenga
entre as amostras de Verdo e Portimdo na Primavera, com valores de pigmentos e
nimero de itens fitoautotroficos mais aproximados.

A figura 11.1 relaciona a quantidade total de pigmentos fotossintéticos € 0O
ntmero de itens fitoautotroficos por estdmago. Existe uma relagdo entre a quantidade de
pigmentos fotossintéticos € 0 numero de itens fitoautotroficos contados nos estémagos
(’* = 39%, p=5*10"%). No entanto, como 0s pigmentos € o numero de itens foram
contados apenas numa fracgdo do conteudo, foram estimadas para o peso do contetido
total, pelo que parte desta relagio pode dever-se ao calculo para todo o contetido. Para
evitar esse enviusamento, determinou-se a relagdo entre O namero de itens
fitoautotréficos por g de estdmago e a concentragdo de pigmentos no estomago (Figura
11.2). Continua a existir uma relagdo entre o nimero de itens e a concentragdo de
pigmentos nos estdmagos ( 12 = 9%, p = 0.002). No entanto, esta relagdo ndo toi

observada quando considerados apenas os estomagos da mesma amostra (Figura 12).
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Figura 11.1 - Relagdo entre o logaritmo da quantidade total de pigmentos
fotossintéticos (pg) e o logaritmo do numero de itens fitoautotroficos por estdmago.
Recta de regressio linear: y = -2.09+0.62x
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Figura 11.2 - Relagdo entre o logaritmo da quantidade de pigmentos fotossintéticos por
g de estdmago (pg/g) e o logaritmo do niimero de itens fitoautotroficos por estdmago.
Recta de regressdo linear: y = 1.64+0.69x
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A relagdo entre 0 numero de pigmentos fotossintéticos e o biovolume total de
itens fitoplanctonicos (excepto o biovolume do Protoperidinium spp.) para cada
estdmago (Figura 13) foi menor do que a observada quando considerado o numero de '
itens fitoautotroficos, obtendo-se um 1° de 13% e um valor de p = 0.0001. A relagdo
entre estas variaveis para os estdmagos de cada amostra separadamente (Figura 14) ndo
foi significativa excepto em duas amostras de Portimao, provavelmente pelas mesmas

razdes apresentadas no caso do numero de presas fitoplanctonicas.
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3.4) Grau de digestdo dos itens alimentares

Os itens alimentares zoo e ictioplanctonicos presentes em cada um dos 100
estdmagos analisados individualmente foram classificados de acordo com O seu grau
de digestdo, numa escala de 1 a 5 descrita na Tabela 1. Do fitopldncton, apenas as
diatomaceas que ocorreram na Primavera foram classificadas de acordo com o grau de
digestio (Tabela 2). A comparagio do grau de digestdo entre amostras incluiu a
digestio do total de itens classificados, a digestdo das diatomaceas e a digestdo do
grupo constituido por copépodes adultos e copepoditos, que ocorreu em todos 0s
estdmagos analisados. Esta UGltima comparagdo fol usada para minimizar a
variabilidade causada pela diferenga qualitativa dos itens alimentares, ja que
diferentes organismos terdo diferentes resisténcias a digestao.

No total, atribuiu-se um grau de digestdo a 2877 diatomaceas e 12248 itens
zoo e ictioplancténicos, dos quais 9762 eram copépodes. De uma forma geral, 0s
organismos apresentaram graus de digestdo muito variados, embora alguns grupos
ocorram sempre num grau de digestdo muito avangado, ao contrario de outros,
aparentemente inalterados. Por exemplo, o grupo constituido por copépodes €
copepoditos esteve quase sempre muito digerido, havendo uma grande quantidade de
patas e antenas isoladas nas amostras. Os individuos do género Oncaea representaram
o grupo de copépodes mais resistente a digestdo, ao contrario dos Calanodides, que
ocorreram maioritariamente num grau de digestdo avangado. No caso do fitoplancton,
os dinoflagelados encontrados apresentaram, de uma forma geral, pouca digestdo,
sendo possivel na sua maioria distinguir os cloroplastos intactos no interior. Ao
contrario, dentro das diatoméceas, apenas os individuos do género Diploneis
pareceram oferecer uma boa resisténcia a digestao, ao contrario de espécies como as
Pseudo-nitzschias, quase sempre esvaziadas e muitas vezes com as duas valvas
separadas, o que dificultou grandemente a sua identificagao. Os ovos de peixes foram
encontrados em diferentes graus de digestdo, sendo possivel nalguns distinguir a larva
enquanto de outros se encontraram apenas as capsulas vazias e achatadas. Nenhum
dos ovos de peixe encontrados num grau de digestdao que permitiu a identificagdo da
espécie eram de sardinha.

Construiram-se tabelas de contingéncia multidimensionais com as variaveis
“area”, “estacdo ou data” e os graus de digestdo, nas quais cada célula representa 0

nimero de itens encontrados em cada um dos graus de digestdo para cada amostra
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estudada (Tabela 12). Aplicou-se o Teste de Independéncia de Qui-Quadrado para
verificar se existem diferengas entre amostras no grau de digestdo dos itens
alimentares (Anexo VIII). Rejeitou-se a hipotese nula de independéncia das variaveis,
tanto no caso do total de itens alimentares quanto no caso dos copépodes e das
diatomaceas. Testou-se a hipotese de independéncia parcial, ou seja, que duas das
variaveis tém um determinado grau de associagdo enquanto uma terceira seria
completamente independente. Escolheu-se a varidvel “area” para testar a
independéncia, ja que através dos valores percentuais parece ser a que menos
influencia a distribuigdo nos diferentes graus de digestdo. Rejeitou as hipoteses nulas
para a independéncia parcial da variavel “area”, quer para o total de itens, copépodes
e diatomaceas. Ha entdo diferengas nos graus de digestdo dos itens alimentares entre

amostras, parecendo existir um efeito “area” e um efeito “estagdo”.

Tabela 12 - N.° de presas em cada grau de digestdo por amostra para o Total de
itens, Copépodes e Diatomaceas (C=Peniche, S=Portimao, Estagdo 1= Ago/Set,
2=Fev/Mar, 3= Mar/Abr)

. . . Digestio
Variavel Area | Estagao ] 2 3 3 5
1 43 56 94 495 1821
c 2 37 92 89 215 364
Total 3 65 207 239 415 560
1 124 143 365 1160 2769
S 2 27 259 161 269 305
3 38 105 175 536 1020
1 8 41 71 436 1714
c 2 15 75 s 147 274
. 3 39 185 205 242 . 376
Copépodes 1 33 122 293 912 2169
S 2 21 246 146 197 218
3 18 89 155 435 805
. 2 779 380 18 < -
Diatomaceas i 327 784 29 ) =
5 2 122 184 42 - -
3 99 81 32 - -

Para visualizar as principais diferengas nos graus de digestdo dos itens entre
arrastos, foram observados os valores percentuais da quantidade relativa de itens
alimentares em cada grau de digestdo para cada amostra, ja que € desaconselhado
aplicar novos testes de independéncia somando véarios niveis das variaveis (Everitt,

1977). Analisaram-se as diferengas entre Peniche e Portimdo, entre o Verdo e

30



Primavera e entre a captura por cerco e por arrasto pelagico. Assim, de acordo com 0
quadro percentual construido a partir da Tabela 12 e representado no Anexo IX,
nalguns casos as diferengas ndo parecem ser muito acentuadas, particularmente,
quando comparadas as reas de estudo, cujas frequéncias percentuais em cada grau de
digestdo sdo muito idénticas para os itens estudados.

Os resultados obtidos para o grau de digestdo do total de itens ictio o
zooplanctonicos € muito semelhante ao resultado obtido exclusivamente para os
copépodes. Em todos os casos o total de presas zoo e ictioplanctonicos foi
proporcionalmente maior nas classes mais digeridas e mais dificeis de identificar. Ao
contrario, as diatoméaceas foram classificadas em maior nimero nas classes pouco ou
ndo digeridas. Existe uma maior propor¢do de itens mais digeridos no Verdo em
relagio 4 Primavera e também existe um maior nimero de itens em elevado grau de
digestdo por cerco do que por arrasto pelagico. Ainda assim, embora o teste estatistico
aplicado aponte para uma dependéncia da variavel “graus de digestdo” em relagéo as
variaveis “area” e “estagio ou data”, as diferengas entre amostras ndo parecem ser,
em termos percentuais, muito contrastantes. A diferenga no grau de digestdo de itens
alimentares de estdbmagos provindos de arrastos ou amostras diferentes pode, no

entanto, introduzir um erro nas contagens.



3.5) Variagio da dieta alimentar com o comprimento dos individuos

Pretendeu-se comparar a dieta de individuos de comprimentos diferentes,
particularmente no acesso aos itens mais pequenos, representados maioritariamente
por espécies fitoplanctonicas. Para isso analisaram-se 08 estdmagos das 10 sardinhas
menores das amostragens de Peniche e Portimio do inicio da Primavera e das
sardinhas de aproximadamente 20 cm de comprimento das mesmas amostras e
utilizadas na analise individual. Assume-se que as sardinhas pertencem as mesmas
areas de distribuicdo e portanto tiveram acesso a mesma (uantidade e variedade de
alimento. Compararam-se os dados biologicos destes individuos, inclusivamente o
peso dos estémagos e a quantidade de organismos fitoplancténicos, estimada a partir
da quantidade de pigmentos fotossintéticos por fluorimetria. Os dados biologicos
destes individuos estdo descritos na Tabela 13.

O comprimento médio das classes de comprimento menores foi semelhante
para as duas zonas (aproximadamente 16 cm). O peso destes individuos € cerca de
metade do peso das sardinhas de 20 cm da mesma zona, sendo o peso das gonadas
entre 60 ¢ 70% menor para os individuos menores. Enquanto a maioria dos individuos
de Portimio e os maiores de Peniche estdo em estado de maturagio 6 (0 que significa
que ainda irdo desovar durante a mesma época de desova), a maioria dos individuos
de Peniche pertencentes a menor classe de comprimento estdo na escala de maturacao
em estado 5, ou seja, ndo irdo desovar novamente durante a decorrente época de
desova, tendo portanto um peso das gonadas inferior aos individuos da mesma classe
de comprimento da zona de Portimdo. O indice de gordura € idéntico entre todos 0s
individuos. Enquanto o peso dos conteudos estomacais de Portimdo é, em média,
cerca de metade para as sardinhas de menor comprimento em relacdo as de 20 cm, em
Peniche a diferenca ¢ de apenas 10% menos peso de conteudo para oS individuos
menores. A quantidade ou peso de estdmago usada para a analise fluorimétrica foi
semelhante em ambos 0s casos.

Para verificar se as sardinhas maiores retém proporcionalmente mais
fitoplincton do que as sardinhas de menor comprimento calculou-se o valor de
pigmentos fotossintéticos por grama de contetdo. A figura 15 compara a quantidade
de pigmentos fotossintéticos totais (Fig. 15 a) e por grama de estomago (Fig. 15 b)
dos individuos menores que 20 cm (classe 1) e de comprimento igual a 20 cm (classe

2) para a zona de Portimdo e Peniche. Foi realizado um teste t bilateral com o = 0.05
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Tabela 13 - Variaveis Biolégicas dos individuos de diferentes comprimentos seleccionados
para a comparag¢io da quantidade de pigmentos fotossintéticos por estdmago.

Fev/Mar
Variaveis Portimio | Portimio | Peniche Peniche
20 cm <20 cm 20 cm <20 cm
min. 20.0 16.0 20.0 143
Comprimento mediana 20.5 16.2 20.5 16.1
média 20.5 16.3 20.5 15.75
MAX. 20.8 16.7 20.8 16.5
min. 333 26.6 50.2 204
Peso mediana 61.2 28.7 36.1 293
média 61.3 28.2 56.2 27.532
max. 65.4 31.3 593 313
min. 49.2 239 4735 18.6
Peso eviscerado mediana 54 8 26.1 309 24.94
média 54.8 26.1 50.6 26.65
max. 57.6 28.6 52.9 28.3
Sexo | M 5 6 8 7
F 7 4 3
min. 3 5 5 1
Estado de maturacio moda 6 6 6 5
max. 6 6
min. 1 1 1 1
Indice de Gordura moda 1 1 1 1
mAX. 1 1 1 1
min. 0.9 0.25 1.0 0.04
Peso das gonadas mediana 2.0 0.79 1.9 0.44
meédia 1.9 0.80 1.6 0.43
MAX. 3.0 L.51 33 1.11
min. 0.40 0.18 0.33 0.29
Peso do estomago cheio | mediana 0.50 0.27 0.44 0.39
média 0.53 0.25 0.44 0.39
méx, 0.91 0.57 0.66 0.48
min. 0.21 0.13 0.21 0.13
Peso do estdmago vazio | mediana 0.28 0.17 0.30 0.18
média 0.28 0.17 0.29 0.17
MAX. 0.33 0.21 0.37 0.26
min. 0.05 0.02 0.11 0.09
Peso do conteado mediana 0.09 0.07 0.15 0.15
média 0.11 0.04 0.17 0.13
méx. 027 0.27 0.31 0.23
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a) Pigmentos totais nos estdmagos por comprimento e por area
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Figura 15 - Pigmentos fotossintéticos a) Totais por estdmago (ng) e b) por grama de
estdmago (pg/g) dos individuos de Peniche (C) e de Portimédo (5) com menos (peq) e
com mais (grand) de 20 cm de comprimento.



para testar a hipotese nula “ndo existem diferengas significativas entre a quantidade de
pigmentos por grama de estomago em sardinhas de diferentes classes de
comprimento”. Os resultados obtidos foram diferentes para as duas zonas. No caso de
Portimdo rejeitou-se a hipotese nula com um valor de p = 0.006, indicando que
existem diferencas significativas entre os valores de pigmentos fotossintéticos por
grama de estdmago, sendo menor para os individuos menores. No caso de Peniche
aceitou-se a hipotese nula com um valor de p igual a 0.077. Calculou-se a poténcia de
teste & posteriori, admitindo através da tabela de Cohen uma probabilidade de 80% de
estar a cometer um erro do tipo 11, ou seja, ndo rejeitar a hipotese nula e esta ser falsa.

Se observarmos as caixas com bigodes do numero total de pigmentos
fotossintéticos em estdmagos de sardinhas com comprimentos diferentes (Figura 15
a), os resultados voltam a ser diferentes para as duas zonas. Em Portim&o, onde o peso
dos contetdos estomacais das sardinhas menores sdo quase metade das de 20 cm, a
diferenca entre os dois acentua-se, sendo claramente maior nas sardinhas maiores, ao
passo que em Peniche, onde se observaram pesos dos conteidos estomacais
semelhantes para as duas classes de comprimento, a média de pigmentos €

inclusivamente maior no caso dos individuos menores.
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6) Alimentacio da sardinha e disponibilidade alimentar

Na Tabela 15 estdo representados os itens alimentares presentes nos
estdmagos das amostras de Margo-Abril de Portimdo e Peniche em comparagdo com
as amostras recolhidas da 4gua 4 superficie no mesmos locais e a0 mesmo tempo. No
Anexo XX apresenta-se os numeros absolutos por estémago e por litro de agua. Na

Tabela 14 esta resumido o quadro anterior em termos de grandes grupos.

Tabela 14 - Frequéncia relativa de grandes grupos planctonicos nos

estdmagos e na agua das amostras de Margo/Abril. (Zero igual a auséncia ou frequéncia

relativa inferior a 1%).

G Portimio Peniche
STUpos x ‘ a {
Estomago Agua Estbmago Agua

Fitoplincton 57 68 74 929
Dinoflagelados (Dinophyceae) 24 22 5 14
Diatomaceas (Bacillariophyceae) 22 41 51 85
Zooplincion 38 31 22 1
Copepoda 34 2 11 0
Tintinoines| 3 28 0 0

Nio existe uma correspondéncia clara entre os itens encontrados na agua e nos
estdmagos. A domindncia do fitoplincton em termos de nimero de itens € clara em
ambos os tipos de amostras mas mais acentuada nas amostras de agua. Para esta
dominancia contribuem alias espécies diferentes.

As principais diferengas entre as amostras de estdmagos e de agua, comuns
aos dois pares de amostras, sio a grande diversidade e abundancia de espécies de
diatoméaceas de afloramento (e.g. Rhizosolenia, Detonula, Skeleionema costatum,
Guinardia striata, Leptocylindricus e Chaetoceros) nas amostras de agua, estando a
maioria completamente ausente nos estémagos. Da mesma forma, os tintinideos, que
em Portimdo representam a grande maioria de espécies zooplanctonicas na agua, estao
ausentes ou em baixa frequéncia nos conteidos estomacais. No caso dos copépodes,
os grupos Poecilomastoida e Harpacticoida, que representam a maioria dos copépodes
ingeridos pelas sardinhas deste estudo, ndo foram encontrados nas amostras de agua,
onde dominam varios géneros de Calanodides.

No caso de Portimdo, a frequéncia relativa dos dinoflagelados é semelhante
em ambas as amostras, embora nos estdmagos os Protoperidinium spp. sejam 0 grupo

mais abundante enquanto na agua as espécies enquistadas e ndo identificadas, bem



Tabela 15 - Frequéncia relativa dos organismos planctonicos presentes nos

estomagos e na agua nas amostras de Portiméo e Peniche de Margo/Abril.
Zero ¢ igual a uma frequéncia inferior a 1%.

Portimao Peniche
Individuos Estémago Agua Estémago Agua
Fitapldncton 11 5 18 0
Dinoflagelados 4 5 1 0
Dinophysis acuta 0 0 0
Dinophysis caudata 0 Q
Protoperidinium spp. 1 3 0
Protoperidiniurn divergens 4
Protoperidinium depressum 1 0 1
Protoperidinium claudicans 1
Protoperidinium diabolum 1 0
Caratium spp 1 4 2 0
Prorocentrum micans 0
Quisto dinoflagelado 1 5}
Noctiluca spp. o]
Goniodoma poliedrico 2
Diatomaceas 3 9 3 2
Diatomaceas cadeia 1
Coscinodiscus spp 1 1 0
Thalassiossira spp. 3 1 74 0
Dictioneis spp.
Diploneis spp. 1 7
Navicuia spp. Q 4
Pleurosigma/Girosigma 0 3
Pinulada o} 2 0
Paralia sulcata 13 1 8 0
Rhizoselenia spp. 1 13
Surinella spp.
Triceratium spp. 1
Trachineis spp.
Odontella spp. 1
Thalassionema spp. 2 6 1
Pseudo-nitzchia spp. 3 14 24
Planktionella sol 0
Nitzchia spp
Detonula spp. 14 20
Asterolampra spp. 0

Eucampia spp. 0
Guinardia striata 3
Leptocylindricus spp. 2 12
Chaetoceros spp. 1
Dichthiocha fibula 1
Skeletonema costalum 1
Zooplancton

Crustaceos
ovo de crustaceo 0 o} 1" o}
Copepoda 2 o] 1
Ovo de copépode 5 7 0
nauplio de copepode 16 1 3 0
Harpacticoida n.i. 3 0 0 0
Euterpina spp. 0
Microsetella spp. Q a
Oncaea spp. 3 0 9]
Oithona spp. 3 o} a
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 0 0 Q
Temora spp 0
Centropages spp. 0 o] 0
Corycaeus spp. 0 0
Pleurommama spp. Q
Acarthia spp. o} o]
Candacia spp.
Cirripedia
Decapoda 0] 0 0
Ostracoda Q 0
Molusca
Gastropoda a
Tintinoinea 3 28 0
Apendicularia 1 0 0 0
Polichaeta 0
Ictioplancton
QOvo peixe Q
Escama de peixe 0 0
Quisto mucilaginoso 4 1 1 0
Grao de polen 1 3
total 100 100 100 100



como as espécies do género Ceratium sdo tambem abundantes. Quanto as
diatoméceas desta zona, a espécie Paralia sulcata domina no caso dos estomagos, ao
contrario da amostra de agua, com uma diversidade de diatoméaceas muito maior e
com uma dominancia clara do género Detonula, ausente nos estdmagos. Em Peniche,
a diversidade e abundancia das diatomaceas ¢ significativamente diferente, ja que nos
estdmagos dominam as diatomaceas pinuladas, praticamente ausentes na amostra de
agua, enquanto das espécies abundantes na agua, apenas as Pseudo-nitzschias
ocorrem também com uma abundancia relativamente alta nos estomagos, enquanto as
espécies de afloramento anteriormente referidas, que em conjunto compreendem cerca
de 71% da frequéncia total de organismos planctonicos, estiveram ausentes dos
estdbmagos. Os dinoflagelados em Peniche, tanto nos estdbmagos quanto na agua,
ocorreram em baixas frequéncias relativas e sdo maioritariamente representados por
espécies do género Dinophysis e Protoperidinium.

Os ovos de copépodes e de outros crusticeos foram os itens zooplanctonicos
mais abundantes nos estomagos de Peniche, enquanto nos estomagos de Portimao
dominaram os nauplios de copépode. Os ovos de crustaceos e copépodes em
particular existiram em muito menor abundincia relativa na agua, enquanto 0S
nauplios foram também muito menos abundantes na amostra de 4gua de Portim&o mas
tiveram uma abundincia semelhante no caso de Peniche. A abundéncia relativa muito
baixa dos restantes grupos zooplanctonicos nas amostras de 4gua de Portimdo €

reflexo da clara domindncia dos tintinideos.
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3.7) Condi¢iio nutricional das fémeas e qualidade dos odcitos

As fémeas em estado de pré-desova seleccionadas para comparar a condigao
nutricional do muisculo com os ovocitos hidratados presentes nas gonadas foram
recolhidas em  arrastos realizados na costa continental portuguesa até Cadiz (Figura 1).
Na Tabela 16 estdo representadas as variaveis biologicas destas fémeas. O comprimento
das fémeas variou entre 13.8 e 21 cm e o peso total entre 21 e 89 g. O indice de gordura
atribuido macroscopicamente foi bastante baixo, apesar de ser no inicio da época de
desova. O peso das gonadas variou entre 2 ¢ 13 g.

O indice RNA/DNA deve ser independente do peso de tecido usado para a
analise, ja que o aumento de DNA devera ser proporcional ao aumento de peso,
realcando a quantidade de RNA por célula. De facto, como se pode observar na F igura
16, ndo ha relagdo aparente no caso do musculo, embora no caso do obcito esta relagdo
exista (p= 5.9% 10”), embora com um coeficiente de regressdo relativamente baixo (7 =
0.24).

Foi comparado o total de acidos nucleicos nos odcitos ndo isolados com os
isolados através de um crivo, com o objectivo de verificar se este procedimento € eficaz
no isolamento dos oécitos de células maternas que existem nas gonadas (Figura 17). O
teste t emparelhado para um a = 0.05 indica que tanto a quantidade de DNA quanto de
RNA ¢ significativamente diferente entre os odcitos isolados e ndo isolados (p=9.5*10
5 e p= 0.0007, respectivamente), sendo o DNA ligeiramente superior nos 00citos nao
isolados e o RNA superior nos oocitos isolados. Assim, a diferenga no indice
RNA/DNA obtida para os oocitos isolados ¢ também significativamente diferente (p=
1*10™"). 0 que parece indicar que o isolamento dos odcitos através de um crivo ¢ eficaz.

Os resultados dos acidos nucleicos das fémeas capturadas na regido Sul e Norte
de Portugal (dividindo as zonas sensivelmente na latitude de Lisboa) foram analisados
em separado. Na Figura 18 estd representada a quantidade de acidos nucleicos no
misculo e oocitos isolados para o total das duas zonas. A quantidade de 4cidos
nucleicos por mg de peso himido foi largamente superior nos oo6citos do que no
musculo, quer na quantidade de DNA quer na quantidade de RNA, sendo superior em
duas ordens de grandeza em ambos os casos. O indice RNA/DNA ¢ também
significativamente superior nos 00Citos em comparagao com 0 musculo. Nio existem
diferengas significativas no indice RNA/DNA dos musculos entre as fémeas do norte ¢

do sul. No entanto, existe uma diferenga estatistica (p=0.017, aplicando um teste t para

39



Tabela 16 - Variaveis Biologicas das fémeas em pré-desova

Varidveis Fémeas 4
min. 13.8
Comprimento (cm) mediana 17.0
média 17.1
max. 21.9
min, 21.0
Peso (g) mediana 40.5
média 43.4
max. 89.0
min. 17.0
Peso eviscerado (g) mediana 34.0
média 35.6
max, 70.0
min. 1
Indice de Gordura moda 1
max. 3
min. 2.0
Peso das gonadas (g) mediana 5.0
média 5.1
mAax. 13.0
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um a = 0.05) entre o indice RNA/DNA dos odcitos das duas zonas, sendo ligetramente
superior na regido Sul. Esta diferenca resulta do facto de existir menor quantidade
média de RNA por mg de peso no caso da regido norte € maior quantidade média de
DNA por mg de peso na mesma regido. Apesar da semelhanga dos valores do indice no
caso do musculo, a quantidade de DNA por mg de peso humido ¢ estatisticamente
diferente nas duas zonas (p=0.01), embora com uma ligeira diferenga.

Na Figura 19.1 esta representada a relagio da quantidade de 4cidos nucleicos € ©
‘ndice RNA/DNA no musculo e odcitos com o peso eviscerado e na Figura 19.2 com o
comprimento dos individuos. O indice RNA/DNA e a quantidade de DNA ndo estdo
relacionados com o peso eviscerado nem com o comprimento dos individuos, enquanto
a quantidade de RNA no musculo estdo relacionada com ambas as variaveis, embora
com um factor de correlagio baixo. A quantidade de DNA e RNA nos obcitos esta
relacionada com o peso eviscerado e comprimento dos individuos com valores de
correlacdo muito semelhantes para ambas as variaveis. O indice RNA/DNA do odbcito
esteve também correlacionado com o peso eviscerado dos individuos mas ndo com 0
comprimento destes. Todas estas relagOes descritas entre a quantidade de acidos
nucleicos e o peso e comprimento dos individuos foram inversas (quanto maior O peso
ou comprimento dos individuos, menos a quantidade de 4cidos nucleicos ou do indice
RNA/DNA).

Foram comparados os valores do indice RNA/DNA entre o musculo e obcitos de
cada fémea (Figura 20) para as duas zonas, excluindo os 3 valores no musculo de indice
superior a 10 considerados "outliers". Nao existe nenhuma relagio clara entre os valores
do indice de condicdio RNA/DNA entre o musculo da fémea ¢ a qualidade dos oocitos
por si produzidos, quer para o total de individuos (p=0.8) quer para os individuos de
cada uma das zonas (p=0.7 para o Sul e p=0.1 para o Norte). No entanto, a Fig.20 indica
que a maioria dos individuos do Sul t8m valores de RNA/DNA no musculo bastante
baixos correspondentes a valores de RNA/DNA do o6Ccito muito variavels, enquanto 0s
individuos de Norte tém valores de RNA/DNA no musculo mais variaveis

correspondentes a valores do mesmo indice no o6cito mais constantes e intermedios.

64



MOSCULO

—

(=1} a o

2 . o P

=} ° N e

S o ° o L]

\% 8 = ? o: 8 o8 °

£ - g o °g o 2

| 84 oy °

wy
% 99 0 e @ c'o 2
G o o o o
o - P ] @
T T T T T T
20 30 40 S0 60 70
Peso aviscerado dos individuos (g)

=

=

e

§ &

~3

E

2 g

£ o

Z -

T T T T T

RNADNL do misculo (Ug)
0 10 20 30 40 SO

20 30 40 50 60 70
Feso eviscerado dos individuos (g)
o
a
s
o <

wofa 0 B B o4, oBoooe % o o0
T T T T T T
20 30 40 a0 60 70

Peso eviscerado dos individuos (g)

Figura 19.1 - Relagdo entre a quantidade de acidos nucleicos (pg/g) e do indice
RNA/DNA com o peso eviscerado dos individuos. Recta de regressao do RNA do
musculo e do peso: y = 1344 - 12.1x, com p = 0.014 ¢ =
DNA do odcito e do peso: y = 13722 - 88.3x, com p
regressio do RNA do odcito e do peso: y = 63794 - 595x, com p =
Recta de regressio do RNA/DNA do oocito e do peso: y = 57-0.04x, comp=0.041¢

1‘2 = T7%.

DL do odeito (ug)

RNA do odcito (ug)

RMAMDNA do odcito (ug)

15000 25000

5000

40000 80000

0

00CITO
)
@ o -]
o 8 5 °3 o,
- ‘“’Do o ooy o 33 4 s 5 @
= oo
T T T T T T
20 30 41 S0 60 70
Peso eviscerado dos individuos (9)
9
1. N
oy HE ¥
o Sl o® 8 2 9 @
L)
T ° 48 4708 o :o 2
o° ° 8 o 4
] . . 5
2 o
T T T T T T
20 30 40 50 60 70
Pesa evisceraco dos individuos (g)
=]
- o
@ °
b o® :9 =3 30 & g A% 9 *
. 8o
) o (] b4
\a‘g‘:‘?;\:‘ﬁ\\
- L o® 4 ° )
o
i o 2
T T T T T T
20 30 40 50 60 70

Peso eviscerado dos individuos (g)

10%. Recta de regressdo do
= 0.047 e 1* = 7%. Recta de
0.002 e 1’ = 14%.



MOSCULO

Comprimento dos individuos (cm)

Figura 19.2 - Relagdo entre a quantidade de acidos nucleicos (ug/g) e do indice
RNA/DNA com comprimento dos individuos. Recta de regressao do RNA do musculo e
do comprimento: y = 2545 - 92.28x, com p = 0.
DNA do obcito e do comprimento: y = 20562 - 52
regressio do RNA do odcito e do comprimento: y = 109769 - 391

= 14%.

S 4]
o a
13 — 2 3 o 20 o
% o @ °¢: @
Q =1 L] @
a 9 4 @ e o o
5 © o o0 © °
E - @ ° uo « o° L3 ° °
- 8 . © 9 C
4 B a o ° o
= T
(=P s o 2o
T T T T T
14 16 18 20 22
Comprimento dos individuos {cm)
— — @
(=]
=
2 8
§ &
<3 o
E & o & 5 e
- 8 e® q:U
= o 4 & o? 3 2o a
= a & o
r - o 9 03;3 % 0 g,0 owﬂ [}
T T T T T
14 16 18 20 232
Comprimento dos individuos (cm)
G
2 2 °
2 o
B
7]
a o
E ©
3 2 o
Z o #
Q = L)
é = % 30 4 iwgae@c&nqocp s oo B L
¥ T T T T T
14 16 18 20 22

RMNA do odcito (ug) DNA do oocito (ug)

RMADNA do odcito (ug)

66

15000 25000

5000

40000 80000

0

00CITO
9
o o o

o °o“° e . e
% 9 -:-o e oW, ;o‘“n -2 > °

o o @
T T T T
14 18 18 20 22

Comprimento dos individuos (cm)

14 16 18 20 22

Comprimento dos individuos {cm)

o )
o
o °
0 ¢ %0 o ©° p @ ¢ 0
o Waw O o a
oo T 4 .o
° a2% U go
- o
o o s o
o
& °
T T T T T
14 16 18 20 2

Comprinento dos individuos (cm)

042 e r* = 6%. Recta de regressdo do
8x, comp=0.049¢ r*=7%. Recta de
7%, com p =0.003 e r’



+
+
oo -
+
iy
+
o © 7 +
‘:‘u.. + +
32 ++ & i
o O0+g5 0o + *
<€
= + &
O b +
% T - * o ey (0 +
vd * 5 o a
o o
2 +
UD
ot
o & o
+ +
o o ¥ "
%
+
T T T T T I ]
1 2 3 4 5 6 7
RMNA/DMNA Musculo

Figura 20 - Relagdo entre o indice RNA/DNA do musculo e dos oocitos das fémeas em
pré-desova da regido Norte (0) e Sul (+).

67



4 - DISCUSSAO



4 - DISCUSSAO

Metodologias

A proporgio do peso das paredes do estdmago em relagdo ao peso eviscerado
¢ diferente nos 3 conjuntos de amostras, sendo 0.41% no Verdo, 0.54% no inicio da
Primavera e 0.93% no final da Primavera. Uma das razdes que pode explicar esta
diferenca sdo os diferentes niveis de gordura que existem em cada época. No Verao
h& muita gordura acumulada nos tecidos, que contribui significativamente para 0 peso
dos individuos. A quantidade de gordura vai diminuindo ao longo da época de desova,
o que explica a maior propor¢do do peso do estdmago para 0 peso total dos individuos
nas Gltimas amostras de Primavera. Para além disto, o peso das paredes dos estdmago
esteve correlacionado positivamente neste estudo com o peso do conteudo estomacal.
Duas hipoteses surgem para explicar esta relagdo. Os estomagos mais cheios ficam
mais irrigados e hidratados, aumentando o peso do saco estomacal. Para além disso, o
método de amostragem foi alterado do Verdo para a Primavera; enquanto no Verdo se
congelavam as visceras imediatamente apés a recolha dos dados biolégicos, na
Primavera optou-se por se isolarem e pesarem os estomagos no seguimento da recolha
destes dados. Como se trata de um processo demorado, foi necessario hidratar os
estOmagos para evitar que estes secassem, O (ue pode explicar 0 aumento de peso. No
entanto, esta alteragio foi efectuada em todas as amostras de Primavera e apenas nas
de Marco/Abril se observam maiores pesos das paredes.

Neste estudo foram comparados os resultados obtidos através de uma analise
individual de estdmagos da mesma amostra com os resultados obtidos através de
conjuntos de fracgdes dos estdmagos da mesma amostra. Para além da variabilidade
entre os estbmagos da mesma amostra, a diferente fracgdo de cada estdmago
realmente contabilizada nos conjuntos € na andlise individual pode ser a principal
causa das diferencas de resultados obtidas entre os dois métodos, particularmente nos
grupos pouco abundantes. No caso de se pretender uma perspectiva geral da dieta
desta espécie em varios locais ou épocas usando conjuntos de varios conteudos
estomacais por amostra, dever-se-a usar uma quantidade de conteados maior do que a
usada neste trabalho, principalmente para garantir a representatividade das presas

menos abundantes. Mesmo contabilizando uma maior fracgio de estdmagos nos

68



conjuntos, o tempo de analise ¢ significativamente menor do que a contagem dos itens
em estémagos individuais.

Van der Lingen (2002) encontrou diferengas minimas entre conteudos
estomacais de peixes do mesmo cardume no que diz respeito a frequéncias médias de
tamanhos das presas, embora as diferengas sejam significativas no que diz respeito ao
niumero de presas identificaveis. Como as medi¢des dos itens alimentares no presente
estudo foram realizadas em conjuntos formados pelas fracgBes de conteidos de cada
amostra, nio ¢ possivel concluir se as variagdes no tamanho das presas deste estudo
foram também pouco variaveis entre individuos da mesma amostra, mas OS
pardmetros alimentares analisados (peso dos conteudos, numero de itens por
estdbmago) foram também muito variaveis entre estdmagos da mesma amostra. Se
admitissemos uma baixa variabilidade entre estdmagos da mesma amostra, poder-se-
ia realizar um estudo mais detalhado (por exemplo, um ciclo sazonal) do regime
alimentar da espécie de uma forma mais expedita do que neste trabalho, agrupando
varios estdmagos da mesma amostra e observando apenas uma fracgio destes,
calculando depois a contribuigio de cada estomago para o total atraves dos pesos
individuais. Os resultados deste estudo sugerem, no entanto, uma grande variabilidade
nos parimetros alimentares entre individuos da mesma amostra, que devera ser
considerada num estudo deste género. Deve-se, assim, tentar escolher individuos das
mesmas classes de comprimento ja que poderdo existir diferencas na dieta alimentar
segundo o comprimento dos individuos, como foi referido anteriormente. A0 assumir
um valor médio para os pardmetros alimentares de uma determinada amostra ¢ de
esperar uma grande variabilidade nos itens alimentares entre oS estdmagos que a
compde, embora a propor¢ao geral de itens fito e zooplancténicos (e eventualmente
do tamanho dos itens alimentares) pareca ser relativamente constante.

O método numérico e o método volumétrico usados neste estudo apontam para
diferentes relacdes de importincia das presas na dieta alimentar da sardinha. De
acordo com o método numérico observa-se que em todas as amostras excepto uma
(Peniche no final da Primavera) o fitopldncton foi numericamente mais abundante do
que o zooplincton, chegando a representar cerca de 90% dos itens alimentares por
estdbmago. No entanto, os métodos numéricos sobrestimam a importancia das
pequenas presas (Hyslop, 1980) e € por esta razdo que, de acordo com van der Lingen
(2002), se assumiu inicialmente uma fitofagia obrigatéria dos clupeideos em

ecossistemas de afloramento, quando os métodos numéricos eram preferencialmente
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usados. Apesar disso, 0 método numérico reflecte o processo de aquisigdo de presas,
sendo util quando se estuda o comportamento alimentar (MacDonald ef al., 1983). De
acordo com Hyslop (1980), nenhum método de analise de conteidos estomacais
fornece um quadro completo da importancia da dieta, pelo que se devera utilizar um
método numérico e um método que estime o tamanho das presas, bem como registar o
grau de digestdo dos itens.

0 calculo do biovolume visou melhorar a estimativa da relevﬁncia das presas
para a alimentagio da sardinha, entrando em linha de conta com as dimensdes dos
organismos. O método volumétrico tem como principal problema o facto da agua
retida no interior dos itens poder causar graves erros de estimativa (Hyslop, 1980). O
biovolume médio dos grupos taxonémicos identificados em cada um dos conjuntos de
estdmagos ndo se alterou, por regra, entre amostras, principalmente em individuos
classificados ao nivel da espécie ou do género. No entanto, podem-se observar
algumas diferengas, das quais Importa justificar; os tamanhos dispares entre
copépodes devem-se ao facto de se terem medido no mesmo grupo os individuos
adultos e os copepoditos. Noutros casos; apesar de se tentar aproximar a forma do
individuo inteiro quando este se encontrou parcialmente destruido nem sempre foi
possivel. De acordo com van der Lingen (2002), apesar do método volumétrico ser
mais apropriado, ndo € ainda suficientemente preciso. De facto, o numero de itens
alimentares e o biovolume total destes ndo reflectem a sua biomassa, j& que nem uma
nem outra medi¢do estiveram correlacionadas com o peso dos conteudos estomacais.
Van der Lingen (2002) propde a utilizagao de conteidos em carbono e nitrogénio das
diferentes presas como forma de estimar o real valor nutritivo das presas.

Hyslop (1980) refere que a digestao diferencial causa erros na determinagao
da importancia alimentar, e Varela ef al.(1988) refere que o que se estuda ao observar
conteidos estomacais nio é exactamente o que ¢ comido mas sim o que resiste a
accdo digestiva. A ocorréncia relativa dos tipos de presas ¢ afectado pelas diferentes
taxas de digestdo (van der Lingen, 2002). Este autor refere ainda que o fitoplancton se
digere mais rapidamente do que o zooplancton, 0 que pode subestimar a contribui¢io
do fitoplancton. As diferengas no grau de digestdo entre amostras podem causar um
erro nas contagens dos itens alimentares dos estomagos, ja que a partir de um
determinado ponto a matéria orginica degrada-se até ndo ser identificavel nem
quantificavel através da observagdo. Assumindo o mesmo procedimento laboratorial,

a Unica diferenca nas digestdes seria consequéncia da diferente resisténcia dos itens
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alimentares a digestdo e do tempo decorrido entre a ingestao dos alimentos e a captura
dos individuos (assumindo um tempo igual entre a captura e a conservagao e analise)
ou uma maior degradagio dos tecidos na presenga de diferentes condi¢Bes ambientais.
Assim, as diferencas significativas entre o Verdo e a Primavera podem ser reflexo da
maior velocidade de digestio no Verdo por causa da temperatura ambiente mais
elevada, enquanto as diferengas entre as amostras de portos comerciais e da campanha
de investigagio podem ser consequéncia da alteragao no método de amostragem,
descrito no material e métodos, que envolveu uma congelagio mais eficiente dos
individuos recolhidos nas campanhas. As amostras dos portos comerciais foram
recolhidas durante a noite, ao contrario das amostras da campanha, recolhidas durante
a tarde. Assumindo que a sardinha tem uma hora preferencial de alimentacdo
(hipotese nao confirmada pelas conclusdes de van der Lingen, 1995 em Sardinops
sagax), este factor levaria a que os conteidos estomacais recolhidos a hora mais
proxima do pico de alimentagdo estariam menos digeridos. Ndo ha, no entanto, dados
conclusivos para a Sardina pilchardus sobre o ciclo diario de alimentagdo nem 0O
tempo de digestdo dos alimentos.

Existem ainda outros problemas na representatividade do nimero, biovolume
ou biomassa dos itens alimentares para a alimentagdo da sardinha, nomeadamente
porque nem tudo o que estd no estdmago ¢ assimilado, podendo existir alguns itens
(por exemplo os quistos de dinoflagelados) que passam pelo sistema digestivo da
sardinha sem serem assimilados. O mesmo podera acontecer aos Ovos de crustaceos,
muito abundantes neste estudo, 0s quais parecem possuir resisténcia a passagem no
tubo digestivo de Clupeideos (Flinkman et. al., 1994). Além disso, as espécies mais
frageis podem-se degradar assim que chegam ao estdmago da sardinha, que ndo sendo
sequer contabilizadas. E visivel inclusivamente, matéria orgnica nos estdmagos ja
digerida e portanto ndo identificada, o que explica de certa forma a correlagdo pobre
entre o peso dos conteudos estomacais € 0 numero de itens alimentares quantificados
em cada estOmago.

Foi aplicado neste estudo um novo método para estimar a contribui¢do dos
itens alimentares fitoplancténicos para a dieta da sardinha, a fluorimetria, de uma
forma significativamente mais rapida do que o tradicional método numérico. O facto
da correlagio entre os itens fitoplanctonicos autotroficos e dos pigmentos
fotossintéticos ndo ser altamente significativa neste estudo pode ser devida a varios

factores. Existem itens fitoplanctonicos sem uma estrutura exterior resistente que
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provavelmente sdo degradados em contacto com o acido do estomago e que, por essa
raziio, ndo sdo contabilizados através do método numérico embora o sejam atraves da
fluorimetria, bem como itens de reduzidas dimensdes ndo identificados. Para além
disso, os copépodes e outros organismos zooplanctonicos poderao ter no seu interior
microalgas que ndo sdo contabilizadas, para além das existentes nos “pellets” fecais.
Este método parece ser uma alternativa util aos restantes métodos disponiveis para
estimar a contribuicio das presas fitoplanctonicas para a alimentagdo de espécies
planctivoras, pela extrema rapidez de analise, ja que se podem realizar no tempo de
analise numérica de um conteido estomacal individual, aproximadamente 50
medicdes de pigmentos fotossintéticos em estdmagos individuais, para além deste
método conseguir também contabilizar os itens fitoplancténicos que, pelo avangado
estado de digestdo, ndo conseguem ser identificados e quantificados. Dever-se-4, no
entanto, homogeneizar previamente o estdmago para garantir um valor médio de

pigmentos para cada conteiido estomacal.

Dieta alimentar

Neste trabalho ¢ descrita a alimentagio da sardinha em duas épocas do ano
(Verdo e Primavera) ¢ em duas zonas da costa continental portuguesa (Peniche e
Portimdo) através da anilise de conteidos estomacais. Pela analise dos conteidos
estomacais observados neste estudo ¢ possivel concluir que a sardinha ¢ uma espécie
omnivora, que se alimenta de uma grande diversidade de espécies de fito e
zooplancton. De entre os varios grupos de plancton identificados, os copépodes e
dinoflagelados foram os Gnicos presentes em todos os estdmagos. As diatomaceas
dominaram claramente em termos de niimero total de itens por estdomago nas amostras
de Primavera, embora tenham estado praticamente ausentes durante O Verdo. O
fitoplancton foi o grupo mais abundante praticamente em todas as amostras, embora o
zooplancton, em particular os copépodes, tenha sido o grupo mais representativo em
termos de biovolume. De igual forma, Silva (1954), encontrou copépodes nos
estomagos de sardinhas capturadas na costa portuguesa ao longo de todo o ano, o que
levou a autora a considera-los como o alimento basico para esta espécie. Também
Varela et al, (1988) considera os copépodes, pelo seu tamanho, o elemento adequado

para a alimentagdo da sardinha. Um estudo realizado no Adriatico (Vueéeti¢, 1963)
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aponta uma alimentagio quase exclusiva de zooplancton, fundamentalmente de
copépodes e larvas de decapodes.

Os itens alimentares da sardinha variaram entre 18.8 um e 1560 pm. Num
estudo realizado na plataforma Galega, o comprimento dos itens alimentares de
sardinha variou entre SO pum e 5-6 mm (Varela er al, 1988). O limite inferior do
tamanho das presas desta espécie na pode, de facto, ser superior ao encontrado no
presente estudo, ja que corresponde ao tamanho de uma célula de Paralia sulcaia,
uma diatomécea em cadeia. O limite superior de tamanho dos itens filtrados pela
sardinha foi largamente superior na costa Galega do que o encontrado no presente
estudo. Para além disso, Varela ef al, (1988) encontraram varias amostras em que 0s
itens alimentares zooplancténicos de tamanho superior a 250 pm foram mais
abundantes em namero do que os itens da fracgfio menor de 250 um. Ao contrario, no
presente estudo, os itens da fracgdo inferior a 200 pm foram sempre mais abundantes
(numa percentagem superior a 85%) do que as presas maiores. A fracgdo superior a
200 pm representou, no entanto, a maior percentagem do biovolume total de presas
por estdmago em praticamente todas as amostras.

Silva (1954) encontrou nos meses de Abril ¢ Maio uma grande quantidade de
ovos de peixe que "pela sua morfologia e tamanho" identificou como sendo de
sardinha. Neste estudo, os ovos de peixe encontrados nos estOmagos, apenas nas
amostras de Peniche no Verdo e inicio da Primavera, ndo foram identificados. Os que
se encontraram em boas condigBes possuiam uma larva pigmentada, ndo sendo
portanto de sardinha. Os restantes, que se encontraram em elevado estado de
degradagdo (capsula esvaziada ¢ achatada) ndo se conseguiram identificar, embora de
facto, pelo tamanho, poderiam ser de sardinha. Dado que VArios autores sugerem que
a predacdo dos ovos pelos adultos de sardinha podera ser uma causa importante de
mortalidade (Silva, 1954, Varela et al., 1988), seria importante identificar os ovos de
sardinha presentes nos contendos gastricos da mesma. Na costa sul africana, mais de
80% dos estdmagos de sardinha capturada continham ovos de biqueiréo, estimando-se
em 56% a mortalidade dos ovos devido a predagdo da sardinha. (Szeinfeld, 1991).
Dado a que a sardinha e o biqueirdo partitham o mesmo habitat na costa sul de
Portugal, seria igualmente interessante avaliar o impacto da predagdo da sardinha nos

ovos de biqueirdo.



Comportamento alimentar

As presas de pequeno tamanho foram as mais abundantes nos estomagos das
sardinhas analisadas, tal como ocorreu num estudo realizado em Sardinops sagax (van
der Lingen, 2002). Este autor (1995) sugere que a sardinha maximiza os ganhos de
energia através de consumos prolongados e energeticamente pouco dispendiosos,
sendo capaz de alterar o seu comportamento alimentar para uma perseguigdo € captura
na presenca de presas grandes em baixas concentragoes. Assim, as presas de menor
tamanho reflectem uma alimentagdo por filtragdo passiva, definida para a espécie sul
africana abaixo dos 112 um (van der Lingen, 1994). O mesmo calculo ndo existe para
Sardina pilchardus mas, se assumirmos um valor semelhante ao encontrado para S.
sagax, a maioria das presas encontradas nos estdmagos do presente estudo seriam
resultado de uma filtragéo passiva da agua.

Nio foi encontrado nenhum estdmago vazio neste estudo, no qual se
analisaram sardinhas recolhidas durante o periodo da noite, inicio da manha e durante
a tarde, 0 que sugere uma alimentagdo continua ao longo do dia. Este resultado esta de
acordo com o trabalho de van der Lingen (1998) para Sardinops sagax que aponta
para diferengas minimas na alimentagdo da sardinha ao longo de 24 horas. Por outro
lado, as amostras de Margo/Abril foram as Unicas recolhidas ao final da tarde,
enquanto as restantes foram recolhidas durante a noite, o que poderia ter sido
influenciado por um ritmo de alimentagio mais intenso durante esse periodo.
Holzlohner (1980) num estudo realizado em Sardina pilchardus na costa Noroeste de
Affica sugere que a alimentagdo da sardinha € maxima no final da tarde e inicio da
noite e minima desde o inicio da manha até ao periodo da tarde. Assim, geralmente 0s
estdmagos encontrar-se-30 mais cheios no periodo da noite do que no periodo do dia,
conclusdes opostas ao observado para o Adratico, em que Vueeti¢, (1963) define o
pico de alimentagdo ao inicio da tarde e sugere que a sardinha ndo se alimenta durante
a noite.

O padrio de distribuigdo vertical da sardinha ao longo do dia influencia
também o seu ritmo diario de alimentagdo, ja que a abundancia de alimento nas
camadas superficiais e profundas da coluna de agua € geralmente bastante diferente.
Giannoulaki et al. (1999) através de dados acusticos propoem que a intensidade da luz
e topografia de fundo sdo os principais factores que afectam a migragdo vertical da

sardinha, De uma forma geral os individuos descem ao amanhecer, mantém-se a essa
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profundidade com pequenas variagdes relacionadas com a intensidade luminosa e
sobem a0 entardecer. Por um lado a luz pode favorecer o reconhecimento visual das
presas durante o dia, por outro lado, a migragdo para a zona eufbtica ao entardecer
pode levar a sardinha para uma profundidade com maior abundéincia de plancton, que
por regra caracteriza a camada superficial do oceano, o que significaria que as
amostras recolhidas ao entardecer estardo mais proximas do pico diario de
alimentacdo da espécie. No entanto, Soares (1995), em aguas portuguesas, observou
um padrdo de migragdo vertical da sardinha ao longo do dia oposto a este, em que no
nascer do sol as sardinhas migram para a superficie formando cardumes
individualizados e densos e no crepusculo dispersam e migram para camadas mais
perto do fundo. Um estudo do ciclo diario de alimentagdo da sardinha comparativo
com uma amostragem vertical de plancton da agua poderia ajudar na determinagdo da
posicdo da sardinha na coluna de agua ao longo do dia.

Nas amostras de agua recolhidas durante a Primavera nas mesmas zonas do
que os estdmagos de sardinha analisados, ocorrem em grande abundancia espécies de
diatomaceas de afloramento (Rhizosolenia spp., Lucampia spp., Detonula spp.,
Guinardia striata., Leptocylindricus spp. e Chaetoceros spp.) ausentes nos estdomagos
e tipicas das aguas de superficie (Moita, 2001). Ao contrario, nos estdmagos, como
foi referido, ocorre uma comunidade de natureza benténica (Moita, 2001) como as
espécies Paralia sulcata, Thalassiosira  spp., Navicula spp., Odontella spp.,
Pleurosigma spp., Diploneis spp. e Thalassionema spp.. Um grupo abundante nos
estdmagos e na agua sao as Pseudo-nitzschias, espécies com uma distribuigao mais
profusa na coluna de agua (Moita, M.T. com. pess.). Quanto aos dinoflagelados, a
maioria das espécies presentes nos estdmagos pertencem ao género Profoperidinium,
sendo espécies heterotroficas cuja distribuigdo, por essa razdo, pode estender-se a
maior profundidade na coluna de agua. O grupo de fitoplancton ndo identificado
presente nos estomagos, constituido por células esféricas aparentemente autotroficas
(com cloroplastos visiveis), podera representar uma forma de quisto temporario de
alguma espécie de fitopléncton que, por essa razio, se localize fundamentalmente em
maiores profundidades. Da mesma forma, quando analisamos a composi¢do relativa
do zooplancton, observa-se nos estdmagos que os copépodes Oncaea juntamente com
os Harpacticoida dominam. Ao contrario, na aguas de superficie, existiu uma
proporgdo maior de Calanoides e uma auséncia de Poecilomastoida, como as Oncaea,

sendo os tintinideos o grupo mais abundante a superficie.
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Poecilomastoida, como as Oncaea, sendo 0s tintinideos o grupo mais abundante a
superficie. '

Kriini¢ (1998) propde a existéncia de diferentes comunidades de
microzooplincton, baseado na zonagdo vertical, para o Adriatico, distinguindo quatro
comunidades; a de superficie (0-50 m), com méximos de tintinideos, Calanoides e
Ciclopéides, a de subsuperficie (50-100 m), com numeros intermédios entre as
abundéncias desta e da seguinte comunidade, a média (100-600 m), em que 76% dos

" copépodes eram Oncaea, e finalmente a comunidade profunda (abaixo dos 600 m) em
que a contribuigdo das Oncaea diminuiu, aumentando a contribuigdo dos Ciclopoides.
Assumindo uma distribuigio vertical do microzooplancton para 0 Atlantico
semelhante 4 do Adriatico (em termos de niveis estratificados de espécies de plincton,
ja que a profundidade de ambos os sistemas é bastante diferente) os dados de fito e
zooplancton do presente estudo parecem apontar para que a sardinha se alimenta, pelo
menos durante a época de desova, numa camada subsuperficial ou média, onde
dominam as diatomaceas pinuladas, os dinoflagelados heterotroficos e os copépodes
Poecilomastoida e ndo na superficie, onde se encontram geralmente 08 maximos de
individuos e de biomassa fito e zooplanctonica. Por outro lado, os Calanodides
encontraram-se, regra geral, mais digeridos do que os restantes copépodes, o que pode
explicar a sua baixa frequéncia nos estdmagos. Estes dados apontam para que a
sardinha se alimente principalmente junto ao fundo durante a época de desova ao
final do dia, embora o facto de ter ocorrido nas duas amostras estudadas ndo permita
para ja generalizar esta conclusdo. Nio existem também neste estudo, amostras
comparativas do plancton da agua & superficie e nos estdmagos de sardinha durante o
Verdo. Nos estdmagos de Verdio analisados sao dominantes os dinoflagelados
Dinophysis spp. € Protoperidinium spp.. Os altimos, como foi ja referido, ndo estao
limitados a camada superficial da coluna de agua ja que sao heterotroficos. O género
Dinophysis spp. é caracteristico de aguas estratificadas junto & costa e é autotrofico,
tendo ocorrido em grande abunddncia durante esse periodo do ano na costa
portuguesa (Vilarinho, G. com. pess. ).

Varela et al, (1988) considera que as diatomaceas sao preferidas em relag&o
aos dinoflagelados e apenas nos meses de Verdo, quando as diatomdceas sio pouco
abundantes, os dinoflagelados se tornam importantes na alimentagio desta espécie.
No entanto, a frequéncia de ocorréncia de dinoflagelados no presente estudo €

superior a das diatomaceas, tendo sido quantificados em todos os estdmagos, ao
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contrario das diatomAceas, praticamente ausentes durante o Verao. Apesar das
diatomaceas serem o gripo mais abundante nas amostras de Primavera sio tambem
nesta época Menos representativas em termos de biovolume do que os dinotlagelados,
ja que o tamanho das diatomaceas foi claramente inferior ao tamanho médio dos
dinoflagelados encontrados neste estudo.

Varela et al., (1988), ao analisar contetdos estomacais de sardinhas capturadas
no Norte de Espanha, encontrou algumas estagoes com predominio de fitoplancton na
4gua embora com maior concentragdo de zooplancton nos estdmagos. Isto pode
indicar uma actividade predadora selectiva para o zoopldncton mas, tal como referem
os autores, pode também indicar que a sardinha, como espécie migradora, se
alimentou noutras zonas onde predominou o zoopldncton. A falta de correspondéncia
entre amostras de plancton e de conteidos estomacais recolhidos na mesma zona nao
implica necessariamente um comportamento alimentar preferencial por algum tipo de
itens, ja que a distribuigdo do plancton ndo ¢ uniforme na mesma zona, nem
horizontal nem verticalmente, pelo que peixes migradores podem-se ter alimentado
numa zona contigua ou a outra profundidade com uma composigdo planctonica
diferente.

O resultado da comparagdo da quantidade e proporgao de espécies de menor
tamanho (fitoplanctonicas) nos estdmagos das sardinhas com diferentes comprimentos
ndio foram conclusivos. A alimentagio da sardinha faz-se atraves de estruturas muito
finas localizadas nas branquias (branquispinhas), pelas quais consegue filtrar a agua
do mar e reter organismos planctonicos (Culley, 1971). De acordo com King et al,
(1976) num estudo em Sardinops ocellata, o sistema de branquispinhas da sardinha
evolui com a maturagio dos individuos, ganhando menor porosidade ou maior
sobreposigdo das bransquispinhas no segundo, terceiro e quarto arcos brangquiais.
Desta forma, sardinhas jovens ndo tém a capacidade de reter particulas muito
pequenas como grande parte das espécies de fitoplancton e sardinhas adultas serdo ja
capazes de reter particulas tdao pequenas quanto a maioria das espécies de
fitoplancton. Poder-se-ia assim esperar que quanto maior a idade dos individuos, estes
tivessem acesso a itens alimentares progressivamente menores, existindo uma maior
quantidade de organismos fitoplanctonicos nos estdmagos com a idade. Os resultados
deste trabalho ndo apontam para estas diferengas de uma forma clara, possivelmente
porque as classes de comprimento seleccionadas ndo foram suficientemente

contrastantes. Por outro lado, enquanto as sardinhas de menor comprimento da
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amostra de Portimio concentraram uma quantidade significativamente menor de
fitoplancton do que as sardinhas maiores, nas sardinhas da amostra de Peniche as
diferencas ndo foram significativas. No entanto, para a maioria das sardinhas de
menor tamanho de Peniche, ao contrario de todas as outras, a época de desova tinha ja
chegado ao fim, 0 que se pode ter traduzido num comportamento alimentar mais
activo. De facto, o peso do contetido destes individuos & quase igual ao das sardinhas
maiores, enquanto na zona de Portimdo é cerca de metade. Seleccionando individuos
de idades suficientemente diferentes mas em igual estado de maturagdo e
caracterizando a morfometria do sistema de branquispinhas para cada classe de
comprimento e a predagdo de itens fitoplanctonicos, seria possivel observar se
sardinhas de diferentes idades tém diferentes capacidades de retengdo dos itens

menores.

Variacio geografica da dieta

Os estdmagos recolhidos na zona de Peniche tiveram maior numero de itens
por estdmago bem como uma maior proporgdo de itens fitoplanctonicos e de numero
de pigmentos fotossintéticos, quando comparadas as mesmas datas da zona de
Portimdo. A propor¢io de itens zooplanctonicos foi, no entanto, superior em
Portimio, bem como o biovolume médio de itens alimentares por estomago.

Num estudo realizado ao longo da costa portuguesa (Moita, 2001), os
maximos de fitoplincton do Verdo, época onde 0s dinoflagelados apresentaram a
maior abundincia, localizaram-se na costa NW de Portugal, embora exista também
um pico na zona do Cabo de Sdo Vicente, o que parece apoiar a ideia que durante esta
época as sardinhas da costa NW tiveram acesso a uma maior biomassa
fitoplanctonica. No estudo da mesma autora, os maximos fitoplanctonicos de
Primavera, dominados por diatomaceas, localizaram-se na costa Sul de Portugal,
enquanto a costa NW se mostrou bastante pobre em fitoplancton total (onde existiram
os maximos de biomassa zooplanctonica), o que contraria 08 resultados do presente
estudo, em que os individuos da costa Sul tiveram acesso a uma maior proporgdo de
zooplancton e menor de fitoplancton. No entanto, a autora é da opinido que o forte
afloramento tera levado a maior concentragio fitoplancténica da costa NW mais para
o largo, fora da zona de amostragem. De acordo com Moita (2001), existem

diferengas espaciais na abunddncia e na organizagao das comunidades planctonicas
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entre a plataforma NW e SW/S de Portugal, em que os maximos de fitoplancton se
encontram, de uma forma geral, durante todas as épocas do ano, a norte de Aveiro, o
que parece dever-se a uma disponibilidade adicional de nutrientes originados por
regeneragdo na regido meédia da plataforma continental ou introduzidos pelas
descargas dos rios. Para além disso, a costa ocidental estd sujeita a afloramentos
costeiros que estdo intimamente ligados com o aumento da biomassa planctonica €
que mantém a produgio primaria elevada durante todo o Verdo (Cunha, 2002),
fenémeno que ndo ocorre na costa algarvia, embora ocorra no Cabo de Sdo Vicente
pelo que, de uma forma secundaria, 0 aumento de biomassa planctonica pode ser

arrastado para a costa sul.
Variacio anual da dieta

Dias, et. al. (1996) propde que o periodo de Julho a Setembro proporciona as
melhores condi¢des de alimentagdo da sardinha, ja que ¢ quando ocorrem as
condigdes de afloramento mais intensas e mais extensas, que levam a grandes
concentracdes de fito e zooplancton, Existem alias autores que afirmam que a
sardinha praticamente ndo se alimenta no periodo de desova (Cushing, 1978). Os
resultados deste estudo contrariam esta ideia, ja que os estdmagos de Primavera, em
plena época de desova, estiveram mais cheios do que os de Verdo. No entanto, as
amostras de Verdo analisadas neste estudo sdo do final do més de Agosto e de
Setembro, ndo se sabendo se nos restantes meses de Verdo a alimentagio da sardinha
atingiu um pico superior ao observado em Margo-Abril. Na realidade, em estdmagos
recolhidos durante 0 més de Junho do presente ano na Figueira da Foz (dados nio
incluidos nesta tese) registaram-se pesos de contendos superiores a 2 g, 0 que ¢
praticamente o dobro do maximo registado nas amostras deste estudo. Silva (1954)
registou os estdmagos mais cheios durante um periodo de um ano no més de Maio e
os estdmagos mais vazios no més de Novembro, o que estd de acordo com o ciclo
anual de zooplancton descrito por Cunha (2002). Por outro lado, as amostras de
Primavera, onde ocorreram os estdmagos com maior peso € maior numero de itens
alimentares, sdo as Unicas efectuadas durante o dia, e nao existem ainda, como foi ja
referido, dados conclusivos sobre o ritmo diario de alimentagio da sardinha.

A comunidade de diatomaceas nos estdmagos de Primavera, dominada por

diatomaceas em cadeia como Paralia sulcata, Pseudo-nitszchia spp. € também do
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género Diploneis, sio caracteristicas de uma zona de ressuspensio e mistura,
composta por espécies de diatomaceas de natureza bentonica ou ticopelagica (Moita,
2001). As diatomaceas estdo geralmente associadas a fase de intensificagdo do
afloramento, sendo substituidas pelos dinoflagelados durante o relaxamento do
processo (Fraga, 1993). As comunidades fitoplanctonicas presentes nos estomagos de
Verdo, essencialmente constituidas por espécies dos géneros Dinophysis e
Protoperidinium, sio comunidades tipicas de aguas estratificadas, com pouca

turbuléncia e pouco ricas em nutrientes (Margalef, 1978).
Relaciio entre a condicfio nutricional das fémeas e a qualidade dos odcitos

Neste estudo tentou-se relacionar a condigdo dos oocitos (como estimador da
sua viabilidade) com a condigdo nutricional das fémeas que 08 produziram, Nio foi
detectada nenhuma relagio entre a condi¢do nutricional das t€meas em pré-desova €
dos oocitos por si produzidos. Analisando a Figura 20 podem distinguir-se duas
situacdes; 1) quando as fémeas tém razdes baixas de RNA/DNA (<1.8) no musculo na
altura da postura os odcitos podem ter elevados ou baixos niveis de RNA/DNA ,
existindo uma maior variabilidade, 2) quando as fémeas tém razdes elevadas (>1.8) de
RNA/DNA no musculo, os oocitos tém sempre também razoes elevadas. Assim, a
maior variabilidade de valores de RNA/DNA nos oocitos surge sobretudo se as
fémeas estio em ma condigdo na altura da postura, o que parece indicar que a historia
alimentar da fémea num periodo anterior 4 desova ¢ que condiciona.a desova. Se a
femea esteve em condi¢des de inanigdo durante a fase anterior a desova origina
provavelmente odcitos com valores baixos de RNA/DNA, enquanto uma fémea
sujeita a condigOes alimentares optimas num periodo anterior de alimentagdo
provavelmente da origem a oocitos de boa qualidade. As fémeas que estdo em mas
condicdes durante a desova mas que produzem obcitos com um elevado indice
RNA/DNA devem ter ja transferido as proteinas para as gonadas, apresentando uma
relagio RNA/DNA baixa no musculo. ‘

Apesar destes resultados, varios estudos efectuados noutras espécies sugerem
uma relacio entre a condi¢do nutricional das fémeas na altura da desova e dos ovos
por si produzidos (e.g. Scott, et al., 1999; Chambers, et al. 1996 ; Kjesbu ef al, 1996
em Gadus morhua; Morimoto, 1991 em Sardinops melanostictus). O tinico trabalho

encontrado que relaciona os efeitos parentais com 2 viabilidade dos descendentes em
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Sardina pilchardus foi realizado por Riveiro ef al. (2000). Em relagio aos varios
componentes bioquimicos estudados (proteinas, carbohidratos e conteudo lipidico), as
proteinas foram as que estiveram melhor correlacionadas com a sobrevivéncia das
larvas, ou seja, quanto maior o conteudo proteico dos ovos maior a sobrevivéncia das
larvas. De entre os varios indices de condigio utilizados, o indice RNA/DNA foi o
mais apropriado para classificar o estado nutricional de larvas de sardinha (Chicharo,
1996).

A quantidade de acidos nucleicos nos odcitos € 0 RNA do musculo estiveram
inversamente relacionados com o peso e o comprimento dos individuos. Em relagdo
a0 indice RNA/DNA dos odcitos esteve apenas inversamente correlacionado com o
peso dos individuos. Ha evidéncias que as fémeas mais velhas iniciem a época de
desova mais cedo (Cunha ef al., 1988; Figueiredo ef al. 1989), o que poderia explicar
a sua pior condi¢do fisica nesta altura da desova, reflectida na menor qualidade dos
oocitos produzidos.

A quantidade de RNA e DNA por mg de peso foi significativamente superior
nos obcitos, quando comparada com a mesma quantidade nas células do musculo de
sardinha. A quantidade de RNA num oocito € muito elevada ja que existem
transcriptores maternos armazenados para O posterior desenvolvimento do embriao. O
contetido em RNA de um obcito pode ser superior a um milhdo de vezes do conteido
numa célula somatica (Tyler, com. pess.). Ha assim uma grande quantidade de RNA
no obeito fora do nucleo, que suporta a sintese proteica durante a odgenese € controla
o desenvolvimento inicial até & transcrigdo do RNA embrionico que ocorre algum
tempo apés a fertilizagio (Tyler et al, 1996). De igual forma, o DNA ribossomico
esta altamente amplificado nos ovocitos e € utilizado unicamente para fazer
ribossomas durante a ovogénese, ndo sendo herdado pelo embriio e desaparecendo
gradualmente durante as primeiras segmentagoes embrionarias (Roberts et. al., 1987).

No geral, encontrou-se, no entanto, pouca informagdo sobre genética de
00citos. A juntar a pouca informagdo existente, a quantidade de DNA por oocito nao &
fixa, como no caso das células somaticas o que dificulta a interpretagdo dos resultados
com a utilizagio deste indice. Os indices bioquimicos que tém sido propostos para
estudar esta relacdo sio a determinagdo da quantidade de lipidos totais, classes de
4cidos gordos, proteinas, vitaminas e aminoacidos livres, embora a combinagdo de
varios indices seja ideal na determinagdo da relagdo entre O estado nutricional das

fémeas e dos ovos por si produzidos.
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ANEXO I - PROTOCOLO I PARA DETERMINACAO DE ACIDOS NUCLEICOS
{Chicharo et al. 2001)

1)Homogeneizar o tecido em 150 pl de sarcosina gelada 1%

2) Ultrasonificar (1 minuto/ 30 Amplitude) em gelo

3) Temperatura ambiente durante 15 minutos

4) Adicionar 1.35 ml Tris-EDTA

5) Agitar 3*5 segundos

6) Centrifugar 5 min. 2500*4930 rpm (0°C)

7) Do sobrenadante retirar:

l

200 ul (RNA + DNA) ]

. Preparar recta de calibragao ]
. Adicionar 400 pl de Tris-NaCl

. Adicionar 30 ul de EB

. Esperar 5 min ¢ ler:

365 nm (Sht 10nm) de excitagio

590 nm (Slit 5 nm) de emissdo

Range |
Fineza média

l

[ 200 pl (DNA)

. Preparar recta de calibragdo

. Preparar solug@o de Rnase®** (100 ul stock
Rnase + 900 ul de Tris-NaCl) -

. Adicionar 350 ul de Tris-NaCl

_ Adicionar 50 pl de solugdo de Rnase***
_Incubar em banho maria a 37°C / 30 min.
. Temperatura ambiente 15 min.

. Adicionar 50 pl de EB

. Esperar 5 min ¢ ler:

365 nm (Slit 10nm) de excitagdo

590 nm (Slit 5 nm) de emissdo

Range |
Fineza meédia




ANEXO 11 PROTOCOLO 11 PARA DETERMINACAO DE ACIDOS NUCLEICOS
(Clemmesen, 1990)

1)Homogeneizar o tecido em 130 pl de sarcosina gelada 1%
2) Ultrasonificar (1 minuto/ 50 Amplitude) em gelo

3) Temperatura ambiente durante 15 minutos

4) Adicionar 1.35 ml Tris-EDTA

5) Agitar 3*5 segundos

6) Centrifugar 5 min. 2500*4930 rpm (0°C)

7) Retirar 600 ul do sobrenadante

8) Adicionar 600 ul de Fenol: Cloroformio: Alcool Isoamilico
(49.5:49.5:1, v/v)

9) Agitar 10 min.

10) Centrifugar 10 min. 6000 rpm (0°C)

11) Retirar 300 pl do sobrenadante

12) Adicionar 300 pl de Cloroformio: Alcool Isoamilico (24:1, v/v)
13) Agitar 1 min. _

14) Centrifugar 3 min. 6000 rpm (0°C)

15) Do sobrenadante retirar:

| |

200 ul (RNA + DNA) B l 200 pl (DNA)
. Preparar recta de calibragio . Preparar recta de calibragdo
. Adicionar 400 ul de Tris-NaCl . Preparar solugdo de Rnase*** (100 ul stock

Rnase + 900 pl de Tris-NaCl)
. Adicionar 50 ul de EB _ .
. Adicionar 350 ul de Tris-NaCl
. Esperar 5 min ¢ ler:
_ Adicionar 30 pl de solugdo de Rnase***
365 nm (Slit 10nm) de excitag¢do

590 nm (Slit 5 nm) de emissdo _Incubar em banho maria a 37°C / 30 mun.
Range | . o
Fineza média . Temperatura ambiente 15 min.

. Adicionar 50 ul de EB
. Esperar 5 min ¢ ler:

365 nm (Slit 10nm) de excitacao
590 nm (Slit 5 nm) de emissdo
Range 1

| Fineza média




Anexo 11T - Numero médio de individuos por estdmago em cada amostra

Individuos Ago/Set (n=25 cada) Fev/Mar (n=15 cada) Mar/Abr (n=15 cada)
(n® inds/estom) Portimac Penicha Portimao Peniche Portimao Penicha
Fitoplancton
Fitoplancton n.i. 919 757 486 4454
Dinoflagelados (Dinophyceae)
Dinoflagelados n.i. 542 189 100 11 162 311
Dinaphysis spo. 20
Dinophysis acuta 2 66 11 104
Dinophysis caudata 307 889 50 104
Dinophysis tripas 13
Dinophysis rotundata 46
Protoperidinium soD. 36 142 160 68 486
Protoperidinium divergens 7 52 20 162
Protoperidinium depressum 93 151 40 11 54 207
Pratoperidinium claudicans . 54
Protoperidinium dlabolum 20 7
Pratoperidinium globulum 7
Scripsiella soo. 20
Ceratium spo 86 7 40 34 54 518
Prorocentrum micans 13 26
Quisto dinoflageiado 7 26 54
Diatomaceas (Bacillariophyceae)
Diatomaceas n.i. 100 102 108 622
Diatomdceas cadeia &0 54
Cosclnodiscus spp 27 40 79 n
Thalassiosira spp. 7 40 136 108 518
Dictyeneis spp. 20
Diploneis spp. 80 54 1657
Navicula spp. 120 23 1036
Pleurosigma/Gyrosigma 20 11 622
Paralia sulcata 879 1480 540 2072
Rhizosclenla spp. 40 1
Surirella soo. 60
Tricaratium spp. 20 207
Trachyneis spp. 20
Odontella sop. : 54
Thalassionema spp. 68 1554
Pseudo-nitzschia spp. 23 3522
Planktionella sol 11
Nitzschia spp 1
Pinulada 50 518
Zooplancton
Crustacea
Crustaceo n.l. 21
ova de crustaceo 25 61 126 2 2696
Copepoda
Ovo de copépode 1055 686 90 216 1657
nauplic de copepoda 92 57 100 79 702 622
Copepodes n.i. 230 140 119 7 119 294
Euterpina spp. 13 5 27 8 75
Harpacticoida n.i. 35 ] 27 1 142 20
Microsetella spp. 3 2 1 5
Oncaea spp. 102 a5 94 7 m 75
Qithona spp. 19 27 110 5
Corycaeus spp. 12
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 3 1 1 4
Temora spp T 9
Temora longlcernis 2 9
Centropages spp. 20 10 1 2
Centropages chierchiae 19
Acarthia spg.
Pleurommarma spp. 1 2
Candacia spp. 1
Cirripedia | 46
Cladocera 1
Penifia spp. 2
Dacapoda 9q 1 2
Ostracoda 1 4 11 5
Mollusca 1 1
Gastropoda 2 10
Tintinnoinaa 7 7 20 11 108
Appendicularia 54 5
Ictioplancton
avo peixa 1 i |
Escama da paixe A 3 1
Quisto mucilaginoso 88 61 79 162 207
Grao de polan 7 40 54 725
Caluias asfaricas n.i. 239

total 2684 2438 2499 2496 3616 19967



Anexo IV - Biovolume total dos itens alimentares por estémago em cada amostra

Individuos Ago/Sat (n=25 cada) Fev/Mar (n=15 cada) Mar/Abr (n=15 cada)
bloval*nospp/ estamag (yM3/100000) Portimao Penicha Portimio Paniche Portimao Paniche
Fitopléncton
Fitopldncton n.i. 194 141 686 1028
Dinoflagelados (Dinophyceaa)
Dineflagelados n.l. 252 170 61 14 389 44
Dinophysis spp- 2
Dinaphysis acuta 19 72 14 as
Dinophysis caudata 2 889 45 110
Dinophysis tripas 9
Dinophysis rotundata 24
Protoperidinium spp. 254 739 377 150 1960
Protoperidinium divergens 58 226 449 3367
Protoperidinium depressum 751 1191 112 200 1079 2118
Protoperidinium claudicans 283
Protoperidinium dlabolum 23 28
Protoperidinium globulum 15
Scripsiella spp. 17
Ceratium spp 110 102 51 108 757
Prorocentrum micans 2 15
Quisto dinoflagelado 1 7 ]
Diatomacaas (Bacillariophycaae)
Diatomaceas n.i. 120 2 421 254
Diatomdceas cadeia 13 24
Coscinodiscus spp 103 156 140 529
Thalassiosira spp. 4 1" 23 23 208
Dictyoneis spp. 1
Diplonels spp. 15 26 50
Navicula spp. 15 3 178
Pleurosigma/Gyrosigma 12 6 180
Paralia suicata 11 24 11 I
Rhizosolenia spp. 5 2
Surireila soo. 8
Triceratium spp. 13 ]
Trachyneis spp. 125
Odontella spp. 138
Thalassionema spp. 1 12
Pseudo-nitzschia spp. 1 50
Planktionalla sol 3
Nitzschia spp 105
Pinulada g 18
Zooplancton
Crustacea
Crustaceo n.i. 45
ovo de crustaceo 257 144 619 54 7178
Copepoda
Qvo de copépode 1257 1791 144 807 3222
nauplio de copepode 408 239 897 224 145 2485
Copepodes n.i. 8686 5323 1897 410 5774 8402
Euterpina spp. 458 RLE] 2025 531 4117
Harpacticoida n.l. 1963 58 875 85 7976 1167
Microseteila spp. 92 76 32 567
Oncaea spp. 3348 3597 3890 435 7425 4358
Oithona spp. 638 761 601 182
Corycaeus spp. 9482 328
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 1745 28 271 1753
Temora spp 3628 5488
Temora lengicornls 1101 5488
Cantropages spp. 23491 1729 196 1363
Centropages chierchiae 39442 a
Acarthia spp. 502 0
Pleyrommama spp. 193 0 851
Candacia spp. 100
Cirripedia 628
Cladacaro 101
Penilia spp. 244
Dacapoda 68 56 112
Ostraceda 189 442 3147 624
Mollusca 45 52
Gastropoda 133 1406
Tintinnoinea 32 19 12 29 "7
Appendicularia 30 118
Ictioplancton
ava peixe 3338 4132
Escama da paixe 0 a 2 0
Quisto mucilaginoso 35 124 9 151 57
Grio de polen 15 a7 56 2174
Calulas asfaricas n.i. 119
tatal 84507 26249 13122 8578 59567 41570



Anexo V - Biovolume médio dos itens alimentares por estdmago em cada amostra

Individuos Aga/Set (n=25 cada) Faw/Mar (n=15 cada) Mar/Abr {n=15 cada)
blovol médio par spp (um3/1000)| Portimio Peniche Portimao Peniche Portiméao Peniche
Fitoplancton
Fitopldncton n.i. rql 19 141 23
Dinoflageiados (Dinophyceaa)
Dinaflagelados n.i. 47 90 61 128 240 14
Dinophysis spp. 9
Dinophysis acuta 7 110 128 82
Dinophysis caudaca 39 100 76 106
Dinophysis tripos 69
Dinophysis rotundata 52
Protoperidinium spp. 455 555 235 221 403
Protoperidinium divergens ant 431 2247 2078
Protaperidinium depressum 309 730 281 1767 1997 1023
Protoperidinium claudicans 524
Protoperidinium clabolum 115 431
Protoperidinium globulum 221
Scripsieila spp. a3
Ceratium spp 128 61 256 151 200 146
Prorocentrum micans 15 58
Quisto dinoflagelade 13 28 18
Diatomaceas (Bacillariophyceaa)
Diatemdcaas n.i. 120 2 390 41
Diatomaceas cadeta 2 44
Coscinodiscus spp 390 390 177 170
Thaiassiosira spp- 61 28 21 21 40
Dictyeneis spp. 6
Diploneis spp. 18 48 3
Navicula spp. 12 14 17
Pleurosigma/Gyrosigma 61 51 3
Paralia suicata 1 2 2 2
Rhizosolenia spp. 12 17
Surirella spp. 14
Triceratium spp. 85 35
Trachyneis spp. 528
Odontella spp. 256
Thalassionema spp. 1 q
Pseudo-nitzschia sppR. 3 2
Planktionella sol 28
Nitzschia spp gz28
Pinulada 10 4
Zaapléncton
Crustacea
Crustacac n.i. 1622
ovo de crustaceo 1023 235 489 3054 266
Copepoda
Cvo da copepoda 119 261 159 281 194
nauplio de copepode 442 M7 698 284 21 400
Copepodes n.i. 3772 3793 1587 8057 4852 2856
Euterpina spp. 3599 6758 7628 6530 5520
Harpacticoida n.i. 5611 3300 1219 7793 5607 5866
Microsetelia spp. 518 4006 3912 10752
QOncaea spp- 3290 4241 4124 6689 6710 5840
Olthona spp. 1345 2809 548 1652
Corycaeus spp. 77120 13178
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 49892 4424 49892 49892
Temora spp 51858 62492
Temara longicornis 51954 62432
Centropages spp. 116632 16472 36124 77610
Centropages chlerchlae 206708
Acarthia spp. 14492
Pleurommama spp. 37053 37053
Candacia spp. 11469
Cirripadia| 1813
Cladocaro 11497
Peniiia spp. 11497
Decapoda 6371 B371 6371
Ostracoda 29882 12544 29862 12544
Mollusca 4247 a3t
Gastropoda 8181 14137
Tintinnoinea 476 257 650 256 108
Appendicularia 148 2378
Ictioplancton
ovo peixe 181704 304830
Escama de peixe 0 311 n
Quisto mucilaginoso 40 203 11 93 28
Grio de polen 221 217 123 300
Calulas esféricas n.l. 50
total 474072 558257 72736 447408 441547 58900




ANEXO VI

Tabelas ANOVA para comparagdo dos pardmetros alimentares entre zonas € estacoes

com o = 0.05.

Peso do conteudo (g)

Varidveis gl SS MS F p
Area 1 0.042 0.042 1.952 0.1655
Estagio 1 3.883 3.883 176.9 <2*107"
area*estacao 1 0.108 0.108 4.9 0.028
Numero de itens

Variaveis gl SS MS F p
Area 1 1465067486 1465067486 27.5 9.2%107
Estacio 1 3671222228 3671222228 68.9 6.3*¥10°"
area*estacio 3478507890 3478507890 65.3 1.8%10™"
Numero de itens zooplancténicos

Varidveis gl SS MS F p

“Area 1 7701180 7701180 2.8 0.09
Estagio | 1033186484 1033186484 37.9 | geIn=
area*estacio 1 70276485 70276485 25.7 1.8%10°
Numero de itens fitoplanctonicos

Varidveis | ol SS MS F p
Area 1 1202542877 1202542877 363 3. 1%0>
Estacio 1 2353603638 2353603638 71.1 3.4%107"
area*estacio | 2440766745 2440766745 73.7 1.6%10™"
Nimero de itens ictioplanctonicos

Variaveis g.l. SS MS F p

“Area 1 11067 11067 5.5 0.0204
Estacio 1 26065 26065 13.1 0.0004
area*estaciio 1 26158 26158 13.1 0.0004
Biovolume dos itens

Varidveis g.l. SS MS F p
Area 1 4281 4281 13.4 0.0004
Estaciio 7988 7988 25.1 2.5%10°
area*estacdo 1 7005 7005 21.9 9.1*¥10°
Biovolume de itens zooplanctonicos

Variaveis gl SS MS F p
Area 1 444 444 30.6 2.7%10”
Estaciio 1 612 612 42.2 3.6%10”
area*estacio 1 431 431 29.7 3.8%107




Biovolume de itens fitoplanctonicos

Varidveis gl SS MS F p
Area 1 0.51 0.51 3.6 0.0596
Estacio 1 2.02 2.02 14.1 0.0002
area*estacio 1 0.03 0.03 0.2 0.6233
Biovolume de itens ictioplanctonicos

Varidveis ol SS MS ¥ p
Area 1 2050 2050 7.2 0.0085
Estacio 1 3948 3948 13.8 0.0003
area*estacao 1 4023 4023 14.1 0.0002
Percentagem de zooplincton

Varidveis gl SS MS F p
“Area 1 15934 15934 80.8 2.18*107"
Estacao 1 1752 1752 8.89 0.003
area*estacio 1 1522 1522 7.72 0.006
Percentagem de fitoplincton

Varidveis gl SS MS F p
Area 1 16919 16919 82.1 1.54*107"
Estacio 1 16919 16919 7.2 0.008
area*estaciio 1 1683 1683 8.9 0.003




ANEXO VII

Tabelas ANOVA para comparagdo da quantidade de pigmentos nos estdmagos entre

zonas e estacdes com o = 0.05.

Pigmentos totais por estomago

Yaridveis o.l. SS MS F p
Area 1 54649 54649 203 1.8%107
Estaciio 1 145245 145245 54.1 6.5%10™""
area*estaciio 1 87116 87116 32.4 1.3*107
Pigmentos por g de estomago

Varidveis gl SS MS F p
Area 1 163837 163837 8.3 0.0048
Estaciio 1 269168 269168 13.6 0.0003
area*estacio 1 105093 105093 53 0.0231




ANEXO VI

Resultados dos Testes de Qui-Quadrado aplicado a Tabela de
Multidimensional dos Graus de digestdo das presas.
(a=0.05)
Varidvel gl X? i
Total de Itens 22 1529 138
Copépodes 22 1631 33.9
Diatomaceas 4 1700 14.1

Resultado do Teste de Independéncia Parcial da Variavel "Area"

Variavel g.l. X 1
Total de Itens 22 455 33.0
Copépodes 22 1039 33.9
Diatomaceas 7 283 14.1

Contingéncia



ANEXO IX

Percentagem do numero de presas em cada grau de digestdo por amostra para o Total
de itens, Copépodes e Diatomaceas (C=Peniche, S=Portimdo, Estagdo 1= Ago/Set,
2=Fev/Mar, 3= Mar/Abr)

Variavel Area | Estagdo - . Digeastﬁo ! .
1 2 2 4 20 73
Cc 2 5 12 141 27 46
3 4 14 16 28 38
Total ; 3 . ; = -
S 2 3 25 16 26 30
3 2 6 9 29 54
1 0 2 3 19 76
c 2 3 13 13 25 47
3 4 18 20 23 | 36
Copépodes : : . ; - -
S 2 3 30 18 24 26
3 T 6 10 29 54
2 66 32 2 j _
. 3 29 69 3 ) )
Diatomaceas : = . - : :
> 3 47 38 15 ; i




ANEXO X - Ntimero de organismos planctonicos nos estomagos ¢ na agua
nas amostras de Portimio e Peniche de Margo/Abril.

Portimdo Peniche
Individuos itens/estbmago __ itens/l agua itens/estébmago __itens/l agua
Fitoplancton 486 20 4454 1
Dinoflagelados 162 18 an 28
Dinophysis acuta 1] 104 1
Dinophysis caudata 104 1
Protoperidinium spp. 486 11 6
Protoperidinium divergens 162
Protoperidinium depressum 54 2 207
Protoperidinium claudicans 54
Protoperidinium diabolum 4 1
Ceratium spp 54 16 518 2
Prorocentrum micans 1
Quisto dinoflagelado 54 24
Noctiluca spp. 1
Goniodoma poliedrico 7
Diatomaceas 108 36 622 151
Diatoméceas cadeia 54
Coscinodiscus spp 3 3N 4
Thalassiossira spp. 108 5 518 30
Dictioneis spp.
Diploneis spp. 54 1657
Navicula spp. 1 1036
Pieurosigma/Girosigma 1 622
Pinulada 1 518 1
Faralia sufcata 540 2 2072 22
Rhizoselenia spp. 6 1159
Surinella spp.
Triceratium spp. 207
Trachineis spp.
Odontella spp. 54
Thalassionema spp. 8 1554 89
Pseudo-nitzchia spp. 11 3522 2115
Pianktionella sol 1
Nitzchia spp
Detonuia spp. 54 1783
Asterolampra spp. 3
Eucampla spp. 2 22
Guinardia striata 10 1199
Leptocylindricus spp. 9 1014
Chaetoceros spp. 5 1096
Dichthiocha fibula 2
Skeletonema costatum 6
Zooplancton
Crustaceos
ovo de crustaceo 2 1 2696 1
Copepoda 119 1] 294
Ovo de copépode 216 1657 2
nauplio de copepode 702 5 622 8
Harpacticoida .. 142 4] 20 0
Euterpina spp. 75
Microsetella spp. 5 0
Oncaea spp. 111 75 0
Oithona spp. 110 5 1
Calanus/Paracalanus/Clausocalanus 4 1 3
Temora spp 9
Centropages spp. 2 1 0
Corycaeus spp. 12 2
Pleurommama spp. 2
Acarthia spp- 0 4
Candacia spp.
Cirripedia
Decapoda 2 1 0
Ostracode 11 5
Molusco
Gastropode 10
Tintinideo 108 107 32
Apendicularia 54 1 5 0
Polichaeta 1
Ictioplancton
Ovo peixe 0
Escama de peixe 0 1
Quisto mucilaginoso 162 2 207 6
Grao de polen 54 725

total 4256 376 24732 8788
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