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ABSTRACT

The twait shad, Alosa fallax (Lacepéde, 1803), is an anadromous clupeid
threatened by anthropogenic pressures from changes in the hydrological dynamics
of river flow to limited connectivity of inland waters due to damming, among
others. Population recovery is intrinsically dependent on the implementation of
conservation measures for the rehabilitation of riverine ecosystems. The timely
application of direct approaches aimed at strengthening population size may also
be beneficial to its recovery. Therefore, the optimization of hatchery efforts is
crucial to enable restocking programs. In this study we tested growth and
mortality of A. fallax larvae from the Guadiana population reared at different
temperature, salinity and feeding conditions. Results indicated that the
temperature for optimal growth is somewhere between 24°C and 28°C, and that
the optimal salinity for minimizing mortality in aquaculture systems in which the
larvae are fed with Artemia spp. nauplii is close to 2,5 g/L. Moreover, the larval
development of individuals from the same population reared under controlled
conditions was described, from the moment of hatching to the completion of
metamorphosis, using morphometric and meristic characters to define a series of
larval stages easily identifiable. This study allowed obtaining important insights
for the optimization of larval culture of A. fallax, as well as a relevant basis for the

identification of larvae captured for recruitment assessments.

KEY-WORDS: Ex situ conservation, Fish stocking, Saltatory ontogenetic

development, Larval stages, Guadiana.






RESUMO

A savelha, Alosa fallax (Lacepede, 1803), é um clupeideo anddromo que se
encontra ameacado devido a varias pressdes antropogénicas resultantes,
essencialmente, da alteragdo da dinamica hidrolégica fluvial e da conectividade dos
cursos de agua interiores. A recuperacdo populacional desta espécie esta
intrinsecamente dependente da implementacio de medidas de conservagdo
visando, em particular, a reabilitagdo dos ecossistemas ribeirinhos. A aplicacdo
pontual de abordagens dirigidas ao reforco directo dos efectivos populacionais
podera também ser benéfica a recuperacdo das populagdes actuais. Nesta
perspectiva, a optimizacdo dos esforgos de produgdo larvar é crucial para a
viabilizacdo de programas de repovoamento, sendo imprescindivel avaliar as
condicoes ideais de cultivo da espécie. Na presente dissertacdo foi testada a
resposta em termos de crescimento e de mortalidade, de larvas da populacgado de A.
fallax do Rio Guadiana criadas a diferentes condi¢des de temperatura, salinidade e
frequéncia de alimentacdo. Os resultados indicam que a temperatura ideal para
optimizacdo do crescimento se situa entre 24°C e 28°C, e que a salinidade 6ptima
para minimiza¢dao da mortalidade em sistemas de aquacultura em que as larvas sao
alimentadas com nauplii de Artemia spp. ronda os 2,5 g/L. Tendo por base
individuos da mesma populacido criados em laboratério sob condi¢des controladas
foi ainda descrito o desenvolvimento larvar de A. fallax desde o momento de
eclosdo até ao final da metamorfose, recorrendo a caracteres morfométricos e
meristicos para definicdo de uma série de estaddios larvares facilmente
identificaveis. Deste modo, o estudo desenvolvido permitiu obter dados
importantes quer para a optimizacdo da larvicultura da savelha quer para a
identificacdo de larvas, aspecto essencial para uma correcta monitorizacao dos

processos de recrutamento.

PALAVRAS-CHAVE: Conservacao ex situ, Recrutamento artificial,

Desenvolvimento ontogenético saltatorio, Estadios larvares, Guadiana.
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CAPITULO I - ENQUADRAMENTO DA TESE

INTRODUCAO

0 estado de conservacdo dos peixes diddromos revela-se particularmente preocupante a
nivel nacional, estando a totalidade das espécies que ocorrem em aguas portuguesas
avaliada com alguma categoria de ameaca (VU, EN, CR) (1). A situacdo de conservagdo
deste grupo é similar no restante Atlantico-Norte (2) e advém da sua vulnerabilidade
acrescida a pressdes antropogénicas, as quais estdo sujeitas durante os periodos de
reproducdo e recrutamento (3-5). As medidas de conservacdo propostas para a
recuperagdo das espécies diddromas, regral geral, tém falhado devido a uma aplicacao
deficiente, sem registo de resultados tangiveis (6). Accdes de repovoamento tém sido
tomadas como medidas de ultimo recurso quando os efectivos populacionais sio
insuficientes para impedir o declinio populacional (7). Estas medidas tém sido aplicadas
para a recuperacdo de diversas espécies diddromas e dulciaquicolas, europeias e norte-
americanas, de entre as quais Alosa spp. (8). Porém, para o sucesso das medidas de
repovoamento é fundamental entender as necessidades ecoldgicas das espécies-alvo, de
modo a potenciar o restabelecimento da sustentabilidade populacional (3, 4). Também
para a rentabilizacdo de recursos em aquacultura é necessario compreender

detalhadamente os factores mediadores do desenvolvimento larvar (9, 10).

A savelha, Alosa fallax (Lacepéde, 1803), é uma das duas espécies anddromas
representantes da familia Clupeidae em aguas interiores portuguesas, a par do savel, Alosa
alosa (Linnaeus, 1758), com o qual hibrida (11, 12). Os reprodutores afluem aos estuarios
durante o Inverno, em resposta ao elevado débito fluvial (13). A entrada em ambiente
dulciaquicola tem inicio em resposta a estimulos térmicos (14, 15) no final do Inverno
(Fevereiro a Mar¢o) devido ao aumento progressivo da temperatura associado a
diminuicdo sazonal do caudal fluvial (16, 17). A desova realiza-se de modo fraccionado
(18) principalmente durante a Primavera (Margo a Junho) (19, 20), ocorrendo durante o
periodo nocturno em cardumes que irrompem em curtos e abundantes eventos junto a
superficie de dgua (14, 21), fenémeno popularmente denominado por “encharrique” na
bacia hidrografica do Guadiana. Os locais de desova encontram-se poucos quilémetros a
montante da cunha salina, em zonas sob influéncia ou no limite de influéncia da maré (22).
Estes locais situam-se geralmente em trogos de rio pouco profundos, onde o fluxo de agua
é estrangulado, resultando em correntes fortes e deposicdo de substrato de granulometria
grosseira (23-25). Os ovos sao demersais e ndo adesivos, assentando sobre o leito do rio,
de onde podem ser arrastados para jusante (26). As larvas desenvolvem-se em meio
dulciaquicola, tendo uma dieta plancténica eurifagica oportunistica (17, 27, 28),

dependente da disponibilidade de presas (29, 30). O desenvolvimento larvar ocorre ao
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longo da deriva para jusante (31), sendo a migracdo mediada pelo ciclo de maré (32).
Porém ndo existe informacdo extensiva sobre a morfologia dos estadios larvas que
permita a distingdo entre A. fallax, A. alosa e os seus hibridos (22). O recrutamento esta
directamente correlacionado com a temperatura da agua e inversamente correlacionado
com o caudal fluvial (33). Os juvenis chegam ao estudrio inferior entre o final do Verdo e o
inicio do Outono (26, 34), onde permanecem durante o primeiro ano de vida. Os peixes
distribuem-se ao largo da costa (17, 28) até atingirem a maturidade sexual, entre o
terceiro e o sexto ano de vida (24). A espécie é iterépara (35), efectuando maultiplas

incursdes ao ambiente dulciaquicola para reproduc¢do, podendo viver mais de 10 anos

(13).

Em Portugal e Espanha, A. fallax esta classificada como “vulneravel” (1, 36), detendo um
estatuto idéntico na restante area de distribuicdo no continente europeu (37). No entanto,
a nivel global, a sua situagdo de conservacdo é considerada como “pouco preocupante”
(38). A espécie encontra-se também listada nos anexos Il e V da Directivas Habitats e no
apéndice II da Convencdo de Berna (1). As populacdes de Alosa spp. foram outrora
recursos haliéuticos abundantes (39, 40), porém actualmente encontram-se em declinio
(37). Na auséncia da implementacdo de medidas de conservacio efectivas, prevé-se que a
actual tendéncia populacional destas espécies se mantenha (6). A regressdo populacional
que se observa ao nivel deste género resulta do efeito cumulativo das diversas pressoes
antropogénicas a que ambas as espécies estdo sujeitas durante os periodos migratérios do
seu ciclo de vida, as quais exercem um impacto negativo sobre o recrutamento (4, 39, 41).
Em particular, destacam-se a modificacdo da dindmica hidrolégica e as limitacdes
impostas a conectividade dos cursos de agua (11), a polui¢cdo dos ambientes dulciaquicola
e estuarino (42), assim como a falta de gestdo do esforco de pesca (43, 44) e a fraca
monitorizacdo de stocks. A recuperacdo populacional destas espécies estd, portanto,
intrinsecamente dependente da mitigacdo destes disturbios ambientais e da
implementacdo de medidas de conservacdo visando a reabilitagdo dos seus habitats

preferenciais (6, 41, 45).

A aplicacdo pontual de abordagens dirigidas ao reforco directo dos efectivos populacionais
de espécies em estado critico pode ser fundamental a sua recuperacdo (46), nunca
descurando a importancia fulcral da recuperagdo do ecossistema. O recrutamento artificial
com individuos transpostos ou produzidos ex situ tem demonstrado potencial na
conservacdo de ictiofauna ameacada (7). Accdes desta natureza sdo ha muito
implementadas na recuperacdo ou reintroducido de populacdes de Alosa spp. em varios

cursos de agua da costa atlantica do continente norte-americano, onde a situacdo de
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conservacdo do género Alosa é analoga a europeia (47-49). No continente europeu, esta
abordagem foi recentemente aplicada com sucesso para a reintroducao de A. alosa na
bacia hidrografica do Reno, através da libertacao de juvenis produzidos ex situ (8). Em
Portugal, a implementacdo de programas tendo por objectivo a conservacao de Alosa spp.
através do reforco das populagdes naturais por via da producao artificial de recrutas foi ja
sugerida (24). Porém, faltam estudos prévios sobre o correcto maneio destas espécies a
nivel nacional. Nesta prespectiva, a optimizacdo dos esforgos de producao larvar é crucial
para a viabilizacdo de programas de repovoamento (50). As técnicas e metodologias
empregues para a producdo larvar de espécies congéneres sdo importantes indicadores,
todavia é imprescindivel avaliar as condi¢oes ideais de cultivo de A. fallax, procedendo aos
ajustes necessarios antes de dar inicio a uma producdo de larga escala (10).
Adicionalmente, é indispensavel identificar caracteristicas do desenvolvimento larvar da
espécie que possam ser empregues como instrumento de monitorizacdo e gestdo dos

stocks (51).

OBJECTIVOS E ESTRUTURA DA TESE

O trabalho de tese teve por objectivo colmatar lacunas de conhecimento referentes ao
periodo de desenvolvimento larvar de Alosa fallax. A abordagem adoptada teve duas

tematicas centrais:
= Adescricdo do desenvolvimento larvar com detalhe superior ao existente;

= A avaliagdo da influéncia da temperatura, da salinidade e da alimentacdo no

crescimento larvar, visando a optimizacdo da producio ex situ.

Com os resultados obtidos tem-se por propoésito contribuir com ferramentas praticas para
a conservacdo da espécie. Especificamente, pretendeu-se demonstrar a viabilidade
metodoloégica do cultivo de A. fallax, promovendo o desenvolvimento de programas de
producao ex situ para acgoes de repovoamento. Pretendeu-se, igualmente, aumentar o
conhecimento do desenvolvimento larvar da espécie, dado que as descricdes existentes
sdo muito pouco detalhadas (20, 52). Os resultados poderdo ser extrapolaveis para
interpretacdo da situacdo ecolégica da espécie e utilizdveis como ferramenta de

monitoriza¢do do recrutamento.

A estrutura da presente tese é o reflexo dos objectivos propostos. Assim sendo, esta
dissertacdo inclui quatro capitulos, dois dos quais abordando cada um dos principais
objectivos, em adicdo ao presente capitulo introdutério e a um capitulo final discutindo e

sumarizando as implica¢es dos resultados e sugerindo futuras linhas de investigacao.
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INTRODUCAO

Na sua generalidade, os teledsteos tém um desenvolvimento indirecto (1), sofrendo
diversas alteracdes morfologicas, fisioldgicas e comportamentais entre a eclosdo e
momento em que é atingido o fen6tipo adulto (1-3). A identificacdo durante este periodo
faz-se, portanto, recorrendo a definicio de vdarios estadios larvares, tomando por
referéncia o desenvolvimento sequencial de diferentes estruturas morfolégicas e
meristicas. Contudo, ndo é incomum que a correspondéncia entre sistemas de classificacao
de estadios larvares ndo seja directa devido a variabilidade taxon6mica dos processos da
metamorfose e a natureza arbitraria da definicdo dos estadios (4), especialmente quando
o grau de detalhe das andlises realizadas difere. Assim, a disponibilidade de descri¢des dos
estadios larvares detalhadas, com referéncia especial as estruturas diagnosticantes, é um
pré-requisito para a correcta identificacdo das espécies (5). O estudo da ontogenia larvar é
também um instrumento de conservagido de espécies piscicolas ameacadas que permite a
interpretacdo da evolucdo fisioldgica e etoldgica das larvas e suas implicagdes a nivel
ecoldgico, possibilitando a elaboracdo de modelos de recrutamento, programas de

monitorizacdo e de estratégias de intervencgao (6, 7).

Varios estudos tém sido dedicados a investigacdo de diferentes aspectos da biologia de
Alosa fallax (Lacépede, 1803) a nivel nacional (8-11) e europeu (12), em parte devido ao
seu estado de conservacdo. Todavia, a informagido disponivel sobre o desenvolvimento
larvar da espécie e sua descricdo morfoldgica é ainda escassa (13, 14). A interpretacdo dos
resultados de estudos ecoldgicos direccionados as suas fases larvares estd limitada pela
ocorréncia em simpatria e hibridacao frequente com Alosa alosa (Linnaeus, 1758) em
grande parte da sua area de distribuicdo (15, 16). Apenas quando completo o processo de
metamorfose é possivel distinguir ambas as espécies e os seus hibridos através do nimero
e morfologia das branquiespinhas, dada a descricio igualmente escassa do
desenvolvimento larvar de A. alosa (12). Neste contexto, é importante estudar o
desenvolvimento ontogenético de A. fallax, procurando identificar caracteres tteis a
elaboracdo futura de uma chave dicotémica de estadios larvares (e.g. 17). O estudo da
ontogenia desta espécie tem ainda especial interesse do ponto de vista filogenético, devido

a sistematica incerta da familia Clupeidae (13).

A teoria do desenvolvimento ontogenético saltatério reconhece que a modificacdo
estrutural das larvas se processa a um ritmo coordenado entre diversas estruturas para
que se encontrem completas em sincronia (18). Deste modo, o organismo desenvolve-se

atravessando fases relativamente estaveis, pontualmente intercaladas pela aquisicdo de
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novas apeténcias que o tornam distinto de fases anteriores. Uma classificacdo que tenha
em consideracdo este aspecto da ontogenia larvar indica os momentos em que as
mudangas estruturais cumulativas culminam na modificagdo funcional do desempenho do
organismo. O sistema de classificagdo utilizado neste trabalho tem por base este conceito,
sendo adaptado de Pinder & Gozlan (19) e recorre a caracteristicas facilmente
identificaveis para definicdo de estadios larvares, simplificando a aplicacdo pratica da

informacao recolhida.

O objectivo do presente trabalho consistiu em descrever morfologicamente o
desenvolvimento ontogenético de Alosa fallax da eclosdo até completar o processo de
metamorfose, a partir de exemplares criados em condi¢des controladas. Pretendeu, deste
modo, obter uma série representativa das alteracdes sofridas durante este periodo

visando o estabelecimento da cronologia de estadios facilmente identificaveis.

MATERIAL E METODOS

Os reprodutores de A. fallax (5 machos e 5 fémeas) foram capturados no rio Guadiana a
jusante de Mértola (Lat: 37°37'39.72"N, Long: 7°39'57.98"W) com redes de tresmalhe por
um pescador profissional a 1 de Julho de 2011. A fecundacao foi realizada a bordo da
embarcacdo através do método a seco (20). Seleccionaram-se individuos maduros, cujos
gametas fossem prontamente libertados. Apds enxugar os peixes, os gametas foram
extraidos aplicando uma ligeira pressao sobre a zona abdominal para uma tina de vidro,
onde foram homogeneizados com um pincel de cerdas macias. Adicionou-se-lhes 500 mL
de agua do rio para iniciar a fecundagdo, mantendo a homogeneizacdo do meio por 5
minutos. O excesso de esperma foi entdo lavado passando os ovos vérias vezes por dgua. O
transporte dos ovos fez-se em frascos de 500 mL, aproximadamente 100 mL de ovos por

frasco.

Uma hora apds a colecta, os ovos contidos em cada frasco foram transferidos para uma
incubadora cilindrico-cénica de 4 L, com arejamento de fundo e renovagdo da agua
bidiaria com tratamento profilatico de azul-de-metileno. As larvas recém-eclodidas foram
transferidas para 3 aquarios de 50 L cada, com circulacdo de agua através de filtros de
esponja a ar comprimido. As larvas estiveram sujeitas ao fotoperiodo natural, a
temperatura de 24° C (*1° C) e a salinidade foi progressivamente aumentada (1g/L/dia)
de Og/L para 4g/L ao 13° dia ap6s a activacdo. As larvas foram alimentadas trés vezes ao
dia, pelas 9:00, 13:00 e 17:00, com nauplii recém-eclodidos de Artemia fransciscana, San

Francisco Bay Brand®.
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Entre cinco a dez individuos foram periodicamente amostrados (Tabela ILI), sacrificados
por overdose de MS222 (1g/L) e preservados em Formalina a 10% tamponizada em
fosfato. As amostras recolhidas foram posteriormente transferidas para etanol a 70%. O
didmetro dos ovos (D) e o comprimento total das larvas (Cr - distancia entre a
extremidade do focinho e a extremidade da barbatana caudal, 0,1 mm) foram medidos a
lupa com uma ocular micrométrica. O desenvolvimento ontogenético (Tabela ILII) foi
observado utilizando um microscépio esterioscépico Zeiss Lumar e registado através de
uma camara digital Olympus BX60. Ao inicio de cada estadio, o nlimero de miémeros pré e
pos-anais foi contado a transparéncia, sobre luz transmitida. A tipologia (ver figura 3 em
ref.17) e posigao (ver figuras 2 e 3 em ref.17) dos melano6foros foram aferidas seguindo a

classificacdo de Pinder (17).

Tabela Il.I. Datas de amostragem para descricdo do desenvolvimento larvar por estadio,
numero de amostrados por evento de amostragem e comprimento total médio e desvio-
padrio (*média e desvio-padrio correspondentes ao didmetro dos ovos).

Dias Dias

X + X +
pds-activacdo X5 (Crmm) pds-activacao X5 (Crmm)

0,5 10 2,2+0,1* 11 9 8,4+0,2
1 10 2,2+0,1* 14 6 8,8+0,2
1,5 10 23+£0,1* 16 6 9+0,3
2 10 22+0,1* 18 5 9,3+0,7
2,5 10 2,2+0,1* 21 5 10,1+1,3
3 10 65+0,1 24 7 11,3+1,3
35 7 6,7%0,2 27 5 13,4+ 0,6
4 6 7,0x0,0 32 5 15,6 £0,8
4,5 5 6,7%0,2 36 5 16,8+ 1,7
5 6 7,7%0,1 40 5 19,2+1,2
55 6 7,5+£0,1 44 5 20,522
6 6 7,7%0,3 48 5 20,2+1,3
6,5 7 7,9%0,2 53 5 22,8+3,2
7 9 7,8+0,1 58 5 22,8%0,6
10 8,1+0,3 63 5 254 +5,4
7 8,3%0,2 70 9 26,8 +4,5

Para efeitos de descricdo definiu-se o inicio do desenvolvimento (Fig. 11.1) como o
momento de activacdo do ovo (dia 0), considerado coincidente com o evento de
fecundacdo por motivos praticos. As taxas de fecundacdo foram determinadas amostrando
as incubadoras 24 horas apo6s a activacdo, altura em que o desenvolvimento embrionario

dos ovos é distinguivel a olho nu dos odcitos ndo activados. A taxa de fecundacio foi
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definida 24 horas apds a activacdo como a razdo do nimero de ovos viaveis no total de
ovos e o6citos amostrados - N=2.512 a 4 de Junho de 2011 (ver Capitulo III) e N=4.808 a 2
de Julho de 2011. Foi recolhida uma amostra de odcitos nao hidratados (N=200) e uma
amostra de ovos 24 horas apdés a activacao (N=200), para comparar a fresco o aumento de

didmetro pré- e pés-hidratacdo e endurecimento do cérion.

Tabela IL1I. Defini¢ao e diagnose da classificacdo por estadios.

Estadio Evento ontogenético diagnosticante do inicio do estadio
Embrido (E) Fecundacdo/Activacao
Embrido Livre (EL) Eclosao
Larva 1 (L1) Inicio da alimentac¢do exdgena
Larva 2 (L) Formacgao dos primeiros raios da barbatana dorsal
Larva 3 (Ls) Flexdo da notocorda
Larva 4 (L4) Formagao completa das barbatanas
Larva 5 (Ls) Formagao completa das escamas
RESULTADOS

Embrido

As taxas de fecundacdo dos odcitos foram de 78,7% a 4 de Junho de 2011 e de 77,1% a 2
de Julho de 2011. Os o6citos maduros tém um didmetro médio de 1,76 mm (s=0,06mm).
Apés hidratacdo e endurecimento do coérion, os ovos sdo ligeiramente ovais e tém um
didmetro médio de 2,4 mm (s=0,4mm), contraindo para cerca de 2,2 mm ap0s preservacao
(Tabela ILI). O vitelo é granulado e tem cerca de 1,5 mm de didmetro. O embrido com 24
horas apresenta ja uma forma longilinea medindo aproximadamente metade do perimetro
do corion e desenvolveu uma estrutura ocular rudimentar ndo pigmentada. Com 48 horas,
o comprimento do embrido é superior ao perimetro do cérion e com 60 horas os olhos

encontram-se parcialmente pigmentados (Figs. I1.2a, I1.2b).
Embrido Livre

A eclosdo ocorreu ao terceiro dia ap6s a activagdo, entre as 72 e as 84 horas (Tabela ILI).
Os embrides apresentam um Cr de 6,5 mm a eclosdo (Fig. I1.1) e o comprimento pré-anal
(Cpra, da extremidade do focinho ao dnus) corresponde a 4/5 do Cr. Os embrides livres tém
muitas reservas vitelinas, a cabeca encontra-se flectida sobre o vitelo, os olhos estdo bem
pigmentados e numa posic¢do inferior na cabeca. A boca nao se encontra formada, mas o
tubo digestivo encontra-se aberto. As pregas, ou barbatanas primordiais, peitorais estdo

presentes e as pregas dorsal, ventral e caudal estdo unidas numa prega continua sobre o
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plano sagital. A pigmentacdo corporal esta geralmente ausente, excepto pelo vitelo que se
encontra ponteado por melan6foros muito ramificados e alguns melanéforos pouco
ramificados soltos ao longo da zona médio-vental pré-anal. No inicio deste estadio sdo

identificaveis em média 48 midmeros, 42 pré-anais e 6 pos-anais (Fig. I1.2c).

Larva 1

0 comeco da alimentacdo exd6gena determina o inicio do periodo larvar e o fim do periodo
embriondrio (Tabela ILI). Este estddio termina com o inicio da formac¢do dos raios da
barbatana dorsal (Fig. 11.2d). As larvas neste estadio apresentam um Cr que varia entre 7
mm e 9 mm (Fig. [1.1) e a relagdo Cpra/Cr mantém-se a 4/5. Este estadio tem uma duragdo
aproximada de 7 dias, iniciando-se ao quarto dia ap6s a activacdo, quando se desenvolve a
estrutura bucal funcional, permitindo a ingestdo. Os olhos migram para uma posigdo
superior na cabeca e a estrutura opercular encontra-se em desenvolvimento, ndo cobrindo
ainda as branquias por completo. Desenvolve-se uma linha continua de melanéforos
pouco ramificados com origem na regido do coracdo, bifurcando-se em forma parabdlica
sobre o vitelo, terminando acima da zona de futura formagdo das barbatanas pélvicas.
Uma segunda linha continua de melanéforos pouco ramificados forma-se na regido médio-
ventral, iniciando-se na zona de futura formacio das barbatanas pélvicas e terminando
junto ao anus. Ao quinto dia é evidente o espessamento das pregas dorsal e caudal nas
zonas de futura formacdo das respectivas barbatanas (anlagen), comecando a prega dorsal
a prolongar-se verticalmente na zona de formacdo da respectiva barbatana. Ao sexto dia
completa-se a absorc¢io do vitelo. No inicio deste estadio sdo identificaveis em média 49

midmeros, 44 pré-anais e 5 pos-anais.

Larva 2

O inicio deste estadio é caracterizado pela formacdo dos primeiros raios da barbatana
dorsal, terminando com a flexdo da notocorda (Tabela ILI). Os primeiros raios da
barbatana dorsal formam-se entre o 10° e o 12° dia apds a activacdo, embora se tenha
observado um individuo em que se encontravam em formagio ao quinto dia, coincidindo
com o inicio da alimentacido exégena (Fig. I1.2e). Este estadio dura aproximadamente 10
dias e os exemplares apresentam um Cr entre 9 mm e 11 mm (Fig. II.1), mantendo uma
relacdo Cyra/Cr de 4/5. A formagdo da bexiga-natatoria é observavel em alguns individuos.
A pigmentacdo médio-ventral estende-se agora a zona pds-anal e os melan6foros estdo
sensivelmente mais espacados e ramificados, facto que também se verifica na linha

parabolica. Forma-se um par de melandforos internos pds-oculares, um de cada lado, e
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uma linha vertical compacta de melanéforos pouco ramificados demarcando a zona onde o
rebordo do opérculo assentara anteriormente a insercdo da barbatana peitoral. Na zona
supra-visceral, parede superior da cavidade abdominal, forma-se uma linha descontinua
de melané6foros pouco ramificados. Um a trés melanéforos ramificados formam-se na
prega da barbatana caudal. No inicio deste estddio sdo identificiveis em média 52

miomeros, 45 pré-anais e 7 pds-anais.
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Figura I1.1. Comprimento total médio (mm) e desvio padrao de A. fallax expressos em dias pos-
activacdo do ovo. Ocorréncia temporal dos estadios de desenvolvimento definidos (EL - Embrido

Livre; L1 - Larva 1; Lz - Larva 2; L3 - Larva 3; L4 - Larva 4; Ls - Larva 5).

Larva 3

Este estadio inicia-se com a flexao evidente da notocorda, acompanhada pela subsequente
formacao dos primeiros raios da barbatana caudal (Fig. I1.2f). Este estadio termina quando
se completa o processo de formacdo das barbatanas (Tabela I1.I). Ao 18° dia observam-se
os primeiros exemplares neste estadio. Todos os exemplares amostrados a partir do 24°
dia apresentam a notocorda flectida com formacao dos elementos da barbatana caudal. Ao
21° dia formam-se os primeiros raios da barbatana anal, ao 32° dia os primeiros raios
pélvicos e ao 40° dia os primeiros raios peitorais. A barbatana dorsal desloca-se para uma
posicdo mais anterior e as pélvicas recuam ficando inseridas sensivelmente ao nivel da
insercdo dos primeiros raios da barbatana dorsal no final deste estadio. As tltimas larvas a

completar as barbatanas surgiram ao 54° dia (Fig. I1.1). Este estadio compreende
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exemplares com um Cr entre 11 mm e 22 mm e uma relacao Cpra/Cr que se aproxima a 3/4.
No inicio deste estadio a prega dorsal ainda ndo foi totalmente reabsorvida. A pigmentagao
torna-se mais abundante durante este estadio, com os melan6foros a aumentar em
ndmero e a adquirir uma tonalidade mais escura. As linhas de pigmentacdo parabdlica e
médio-ventral tornam-se descontinuas devido ao afastamento dos melano6foros. Formam-
se grupos de melanéforos na cabeca, zonas interocular e do focinho, na zona pés-opercular
sobre a insercdo das barbatanas peitorais e espalhados pela barbatana caudal em geral.
Surgem também os primeiros melanéforos nas linhas dorsal e lateral. A pigmentagao
supra-visceral intensifica-se de igual modo. Os opérculos terminam também o seu
desenvolvimento neste estadio, cobrindo as branquias por completo. Os miémeros
continuam a formar-se durante este estadio, em que as larvas apresentam em média 59,

46 pré-anais e 13 pos-anais.

Larva 4

Este estadio inicia-se quando se completa a formacdo das barbatanas e termina com
surgimento das primeiras escamas (Tabela ILI). O inicio deste estadio coincide com o
desaparecimento da prega ventral. A formacdo das barbatanas ocorre de forma
sequencial: Dorsal, Caudal, Anal, Pélvicas e Peitorais (Fig. [1.2g). O primeiro individuo
neste estadio foi amostrado ao 44° dia. Os exemplares neste estadio apresentam um Cr
entre 22 mm e 28 mm (Fig. II.1) e estdo presentes até ao 70° dia, dltimo dia de
amostragem. A pigmentacdo desenvolve-se de forma acentuada durante este periodo, com
o aumento da densidade de melanéforos de forma generalizada por todo o corpo da larva
e diminuicdo relativa do seu tamanho. Formam-se varias fileiras de melan6foros pouco
ramificados no dorso. A zona superior a linha médio-lateral fica pigmentada com um
numero elevado de melanoéforos distribuidos aleatoriamente, ao passo que na zona
inferior a linha o numero é menor. A linha médio-lateral destaca-se em termos de
pigmentacdo. Na zona dorsal observam-se linhas bem desenhadas de melanéforos de
maior area que os circundantes. A cabeca encontra-se igualmente pigmentada com uma
elevada densidade de melanéforos nas zonas interocular, operculares, do focinho e dos
labios. As barbatanas impares desenvolvem também pigmentacio especialmente na sua
base. Os melanoforos supra-viscerais tornam-se menos evidentes a transparéncia devido a
opacidade do tecido muscular. No inicio deste estadio sdo contabilizados em média 60
miomeros, 41 pré-anais e 19 pés-anais. O comprimento da cavidade abdominal diminui e o

anus adquire uma posicdo mais anterior, correspondendo o Cpra a cercade 2/3 do Cr.
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Larva 5

Este estadio tem inicio com a formacao das primeiras escamas e termina quando atingida
a total cobertura do corpo por escamas, o desenvolvimento da linha lateral se completa e a
caracteristica pigmentacdo prateada é adquirida (Tabela ILI). Ao 63° dia apds a activacdo
observam-se os primeiros exemplares com escamas formadas e salientes na quilha ventral
e escamas em desenvolvimento ao longo dos flancos, mas ainda ndo expostas. Ao 70° dia
varios individuos apresentavam escamas formadas e expostas na quilha ventral e em
formacdo nos flancos (Fig. I1.2h). O menor exemplar medido com escamas formadas tinha
um Cr de 28 mm. O Cya é agora pouco inferior a 2/3 do Cr. A pigmentacdo intensificou-se
de acordo com o padrao descrito para o estadio anterior, contudo a cor dos melané6foros é
esbatida e eventualmente deixam de ser observaveis devido ao desenvolvimento da
pigmentacdo prateada do tegumento. Os midmeros pds-cefdlicos tornam-se também
dificeis de contar a transparéncia. As barbatanas dorsal e anal tornam-se mais amplas e
inserem-se a um nivel mais anterior, recuando as pélvicas para um nivel posterior a
insercdo da dorsal. Contam-se 4 a 5 raios ndo segmentados e 15 a 16 raios segmentados na
barbatana dorsal, 3 a 4 raios ndo segmentados e 19 a 20 raios segmentados na barbatana

anal.

e

Figura I1.2. Individuos representantes dos diferentes estadios de desenvolvimento definidos (a.
Embrido 24h; b. Embrido 60h; c. Embriao livre; d. Larva 1; e. Larva 2; f. Larva 3; g. Larva h; f. Larva
5) e escalas (a. sem escala, D=2,2mm; b. sem escala, D=2,2mm; c. 1mm; d. 1mm; e. 1mm; f. Imm; g.
5mm; h. 5mm).
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DISCUSSAO

A descrigdo larvar resultante deste trabalho é mais pormenorizada nos diferentes estadios
que define do que a apresentada na bibliografia disponivel para A. fallax (13, 14). Esta
descricdo segue o conceito do desenvolvimento ontogenético saltatério (18), utilizando a
formacdo de uma série de caracteres funcionais para definicdo e diagnose de seis estadios
(embrido livre e cinco larvares), ao invés de se limitar apenas ao processo de flexdo da
notocorda e de formacdo do complexo caudal (14) ou a categorias de comprimento (13).
Este tipo de classificagdo foi considerado mais apropriado para a descricdo de uma espécie
que apresenta variabilidade fenotipica ao longo da sua area de distribui¢do geografica (13,
16, 21) e hibrida com uma espécie congénere, visto que a sequéncia do desenvolvimento

dos caracteres funcionais serad pouco afecta a sofrer alteracdes (Tabela ILIII).

Tabela ILIII. Principais eventos observados por estddio de desenvolvimento em Alosa fallax.

Estadio Principais eventos ontogenéticos

= Rearranjo posicionamento cefalico

= Desenvolvimento da estrutura bocal

= Transi¢do para uma alimentacdo exégena

= Absor¢ao das reservas vitelinas

= Desenvolvimento dos primeiros raios dorsais

= Desenvolvimento dos opérculos

= Flexdo da notocorda e desenvolvimento do complexo caudal
Larva 3 (Ls) = Formacio das barbatanas (Dorsal, Caudal, Anal, Pélvicas, Peitorais)
= Desaparecimento das diversas pregas primordiais

= Conclusao do desenvolvimento dos raios das barbatanas
Larva 4 (L4) (segmentacdo, ramificagao e ossificacdo)

= Aumento marcado da pigmentacdo meldnica

Embrido Livre (Ep)

Larva 1 (L1)

Larva 2 (Lz2)

Larva 5 (Ls) = Desenvolvimento das escamas, linha lateral e pigmentacdo prateada

0 diametro registado para os ovos foi pouco variavel. O crescimento larvar inicial foi lento,
até ao 20° dia ap0s a activacgdo. Verificou-se que as larvas passam pelos estadios Ey, L e Lo,
iniciando o estadio Lz sem grande aumento do Cr. Com o inicio do estadio L3, o crescimento
acelera, porém no periodo entre os estadios L3 e Ls 0 crescimento diminui ligeiramente,
comecando a registar-se a dessincronizacdo do desenvolvimento e uma maior dispersao
do Cr entre larvas (Fig. [1.1). Ap6s concluida a formacgao das barbatanas, a larva é em muito
morfologicamente idéntica ao individuo adulto. Nos estadios seguintes (L4 e Ls) as grandes
alteracdes sofridas sdo ao nivel da pigmentacdo e do desenvolvimento da cobertura de

escamas, sendo as modificacbes morfométricas menores.

Analisando este padrao de desenvolvimento de acordo com a teoria do desenvolvimento

saltatdrio, nos primeiros estadios (Ei, L1, L) as larvas sdo bastante precoces (22), tendo
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necessidade de desenvolver varias estruturas internas e os processos fisiologicos a elas
associados (23). Apds desenvolvida a aptiddo metabdlica para lidar com o meio, no
periodo L3 a larva sofre alteragdes morfologicas que aumentam a sua capacidade de
propulsdo e modificam varios aspectos comportamentais (24) como, por exemplo, o
posicionamento preferencial na coluna de dgua e a eficiéncia predatoria, permitindo-lhe o
aumento da velocidade de crescimento. A dispersdo de tamanhos individuais torna-se
entdo mais evidente, possivelmente devido a um ritmo de desenvolvimento diferencial
inicial, que apenas se faz notar quando a taxa de crescimento aumenta. Doravante, o
organismo desenvolvera caracteres funcionais mais subtis (Ls Ls), encontrando-se
condicionado pelo desenvolvimento anterior ao grande “salto”. Por observacdo de uma
quase estagnacao inicial do crescimento, procedeu-se, ao 13° dia apdés activagdo dos ovos,
ao aumento da salinidade de 0g/L para 4g/L, 1g/L/dia. Consideracdes sobre o efeito do

factor salinidade no desenvolvimento larvar de A. fallax sdo apresentadas no Capitulo 3.

O periodo de incubacdo (periodo entre a activacdo e a eclosido) esta de acordo com o
reportado para a espécie (12). O didmetro dos ovos (D=2,2mm) e o comprimento total dos
embrides a eclosdo (Cr=6,5mm) sdo distintos dos observados no Mar do Norte (14), onde
o comprimento total do embrido a eclosdao (Cr=4,5mm) nio se aproxima do perimetro do
ovo (4,25mm<D<4,60mm). Nao sera de excluir que esta discordancia de valores entre D e
Cr possa estar relacionada com um gradiente latitudinal da espécie, sendo o espago
perivitelino relatado por Munk & Nielson (14) (1,65mm<Dyitlo<1,85mm) maior do que o
agora observado (Dvielo=1,5mm) e podendo a eclosio ocorrer num momento do
desenvolvimento embrionario mais precoce. Diferencas observadas relativamente a
didmetros e comprimentos podem também ser parcialmente devidas a diferentes técnicas

de preservacdo, ndo especificadas na bibliografia.

A ordem geral descrita na literatura disponivel sobre as altera¢des sofridas durante o
processo de desenvolvimento larvar corresponde a observada, embora alguns eventos
ocorram a valores de Cr diferentes. Quignard & Douchment (13) descrevem que a flexao
da notocorda ocorre a Cr superiores aos registados neste estudo, mas a conclusao do
processo de metamorfose ocorre a Cr inferiores. O estabelecimento de uma comparacio
precisa com a informacao bibliografica é dificil devido a fraca descricdo de parte dos
caracteres utilizados para a diagnose dos estadios. Por exemplo, a definicdo de estadios
baseados nos comprimentos por Quignard & Douchment (13) nao parece adequada tendo
em conta a grande dispersdo de valores de Cr observada neste estudo nos estadios
larvares mais avancados (Fig. I1.2). A descricao da formacdo, localizacao e tipologia dos

melano6foros é também pobre nas descrigdes existentes, assim como a contabilizacdo do
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nimero de midmeros ao longo da ontogenia larvar, que é inexistente. No periodo da
experiéncia (70 dias) ndo se observaram peixes com a metamorfose completa, porém
Taverny et al. (25) referem que a fase larvar na natureza dura entre 15 a 20 dias. Esta
informacdo poderd indicar que as condi¢des de cultivo sdo limitantes do crescimento de
Alosa spp. dado que vérios estudos ex situ indicam a conclusdo da metamorfose por volta

do segundo més de vida (26, 27).

A sequéncia de formacgdo de alguns caracteres em Alosa fallax é distinta da utilizada na
bibliografia que se tomou por base para a definicdo e diagnose de diferentes estadios
larvares (17, 19), pelo que se efectuaram as necessarias alteracdes. Embora existindo
trabalhos de descrigcdo larvar para Clupeidae (28), a op¢do recaiu sobre os modelos
anteriormente mencionados pela simplicidade de aplicacdo pratica, caracteristica que
melhor se adequava a indole deste trabalho. Apesar do presente estudo apresentar uma
descricdo mais pormenorizada de Alosa fallax relativamente as existentes (13, 14), esta
descricdo podera ser ainda mais aprofundada. De salientar que nao foi possivel usar a
bexiga-natatéria como caracteristica diagnosticante devido a dificuldade em identificar
esta estrutura nos exemplares preservados, recorrendo-se em contrapartida a formacgao
dos primeiros raios da barbatana dorsal (L:), coincidente em alguns individuos com a
deteccdo de indicios da formacdo da bexiga-natatéria. Reconhece-se que os exemplares
terdo sofrido alguma contracg¢do, possivelmente diferenciada entre estruturas e estadios,
mas ndo contabilizada. Adicionalmente, a descricdo dos padrdes de pigmentacdo podera
ser mais detalhada na tipificacdo, distribuicido e, em especial, na quantificacdo precisa dos
melané6foros existentes, principalmente nos estadios mais precoces. Podera também ser
util o registo temporal da variacdo de outros indices morfométricos para além do Cr (29,
30). Portanto, é importante expandir a informacio obtida neste estudo através de técnicas
de andlise mais avancadas. O registo continuo do embrido usando técnicas fotograficas
para determinacdo de estadios embrionarios e a utilizacdo de técnicas histologicas para
descri¢do da formacdo de diversas estruturas internas possivelmente diagnosticantes sao

particularmente importantes (31).

Apesar dos constrangimentos, neste trabalho foi identificada a ocorréncia de caracteres
conspicuos, que poderao contribuir potencialmente para a distin¢ido entre larvas de Alosa
spp. na Europa. De uma perspectiva conservacionista, a amostragem larvar permite
avaliar espacio-temporalmente a reproducio e a sobrevivéncia larvar, podendo auxiliar na
interpretagdo de variacdes no recrutamento (6, 32). Por outro lado, através da
amostragem larvar é possivel averiguar a presenca de Alosa spp. em locais onde o efectivo

reprodutor se apresenta reduzido, considerando uma detectabilidade potencial maior das
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larvas relativamente aos adultos devido a grande fecundidade deste género (12). S6 com a
distingdo ao nivel especifico é possivel a correcta interpretacdo destes estudos ecologicos
dirigidos as fases larvares. Nesta medida, a realizacdo de um trabalho similar em A. alosa,
prestando especial atencao a hibridos A.alosa x A.fallax, é essencial para fins comparativos
caso se pretenda, por exemplo, elaborar uma chave dicotémica. Com esta informacao
poderemos entdo efectuar, de uma forma eficaz, a monitorizacdo do recrutamento destas
espécies migradoras em territério nacional e propor medidas de gestdo e de conservagao

adequadas para ambas as espécies.
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INTRODUCAO

A savelha, Alosa fallax (Lacépeéde, 1803), é um clupeideo anddromo cosmopolita em
grande parte da Europa, distribuindo-se ao longo da costa oriental do Atlantico Norte, de
Marrocos ao Mar Baltico, e estando presente em toda a costa do Mar Mediterraneo (1).
Apesar da sua vasta distribuicdo, esta espécie encontra-se vulneravel a pressdes
antropogénicas localizadas no meio dulciaquicola e estuarino, extremamente negativas
devido a obrigatoriedade de reproducdo em meio dulciaquicola (2). Embora efeitos
metapopulacionais tenham conferido a espécie alguma resiliéncia a degradacdo de parte
dos locais de reprodugdo (3-6), caso ndo se actue de modo a promover a recuperagdo dos

ecossistemas loticos, poder-se-a comprometer o estado das suas populagdes a longo prazo

(7).

De entre as medidas aplicadas para a recuperacdo ou restabelecimento de populagdes de
Alosa spp. encontra-se o recrutamento artificial (8). Medidas desta natureza sdo
empregues desde o inicio do séc. XX a espécies norte-americanas (9). Recentemente
incluiu-se na lista de espécies Alosa alosa (Linnaeus, 1758) (10), espécie simpatrica de A.
fallax cujos efectivos populacionais tém sofrido um maior impacto como consequéncia da
actividade humana (11). O trabalho realizado para a sua reintroducdo no Reno (10) veio
demonstrar ndo s6 a importancia dos estudos ecologicos (12, 13), mas também do maneio
em aquacultura para o sucesso das medidas de recrutamento artificial, nomeadamente
através da optimizacdo da producdo e da condigdo larvar (14, 15). Bagliniere et al. (16)
denotaram em 2003 que o conhecimento disponivel sobre a biologia e ecologia de A. alosa
teria de ser aprofundado antes de se proceder ao delineamento de um programa para a
sua reintroducdo. Em contexto nacional, diversas espécies dulciaquicolas ameacadas
foram ja alvo de estudos de reproducdo em cativeiro para salvaguarda ex situ e eventuais
accoes de refor¢co populacional (17-19). Existem indicacdes de que trabalhos similares
deverdo ser feitos abordando a reproducdo de Alosa spp. (20), mas o conhecimento da

biologia larvar do género é ainda reduzido para Portugal (21).

0 desenvolvimento larvar dos teledsteos depende de multiplos factores ambientais que
condicionam aspectos fisiologicos, etolégicos e, consequentemente, o sucesso do
recrutamento (22). Para o éxito da producdo em sistemas de aquacultura é necessario
identificar destes factores o espectro que optimize a condicdo das larvas, maximizando a
sobrevivéncia dos peixes criados ex situ aquando da libertacdo (14). Embora a aquacultura
de Alosa spp. seja comum na América do Norte (9), sdo escassos os trabalhos abordando a

larvicultura de espécies europeias e destes menos sdo aqueles dirigidos a optimizacdo dos
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sistemas de cultivo (10). Sendo o recrutamento condicionado pela velocidade do
desenvolvimento larvar (23), os resultados da experimentacdo no cultivo larvar podem
ainda ser transpostos para a interpretacao dos padrdes de recrutamento no meio natural.
A intervencdo no sentido da redugdo das taxas de mortalidade durante a fase larvar
representa um enorme potencial para a recupera¢do da sustentabilidade populacional

dada a grande abundancia de individuos nesta fase.

De entre os factores ambientais que influenciam o desenvolvimento dos teledsteos (24-
27), a alimentacdo é um factor especialmente relevante numa fase do ciclo de vida em que
as reservas energéticas sao rapidamente dispendidas no processo de crescimento (28-30).
Em larvicultura, o fornecimento de uma dieta adequada é determinante do sucesso de
produgdo (31), sendo por vezes o factor limitante na domesticacdo de novas espécies (28,
32, 33). A temperatura é outro factor ambiental crucial na regulagdo das taxas metabdlicas
dos teleosteos, sendo o seu efeito mais marcado no crescimento e sobrevivéncia nas fases
larvares devido a reduzida acumulagdo de reservas energéticas (25, 26, 34). A salinidade é
um factor a ter em consideracdo na aquacultura de peixes diddromos uma vez que os
valores ideais deste parametro poderdo variar ao longo da ontogenia, dependendo do

desenvolvimento e funcionalidade das estruturas de regulacao osmética (27, 35-38).

A compreensdo detalhada do desenvolvimento precoce é um factor-chave para a
rentabilizacdo de recursos na aplicacdo de técnicas de aquacultura e obtencio de uma
producio eficiente, pelo que nunca devera ser descurada no estudo prévio da viabilidade
de aplicacdo de medidas de recrutamento artificial (14, 39). De igual modo, a compreensao
da ecologia das fases larvares é essencial para garantir as condi¢des do habitat necessarias

a sustentabilidade da espécie a longo prazo (13).

O presente trabalho teve, portanto, como objectivo avaliar a viabilidade de produzir
recrutas de Alosa fallax, do momento da fertilizagdo até ao estadio juvenil, em condicoes
de saude que propiciem a sua sobrevivéncia apoés libertacdo. Assim, pretendeu testar a
influéncia da temperatura, salinidade e frequéncia de alimentacio no crescimento e
mortalidade larvar, com o propoésito de rentabilizar esforcos de producio e compreender

aspectos mediadores do recrutamento.

MATERIAL E METODOS

A captura dos reprodutores realizou-se a 3 de Junho de 2011, 5 km a montante de Mértola
(Lat: 37°40'52.45"N, Long: 7°39'43.25"W), utilizando redes de tresmalhe. A identificacao

dos reprodutores capturados foi realizada através da observagdo do nimero e morfologia
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das branquiespinhas (1). O procedimento de colecta, fecundacdo, transporte e
acomodacdo dos gametas foi realizado de acordo com o mencionado no Capitulo 2.
Chegados ao laboratério, aproximadamente uma hora apés o evento de fecundagdo, os
ovos foram transferidos para incubadoras cilindrico-conicas de 4 L com arejamento de
fundo. Parte dos ovos permaneceram nas incubadoras até a eclosdo, com renovacdo total
da agua e tratamento profilatico com azul-de-metileno a cada 12 horas. Estes individuos
foram utilizados para testar o efeito da salinidade e a frequéncia da alimentagdo no
crescimento e mortalidade. Uma outra porcdo dos ovos foi repartida pelo sistema

experimental para testar a influéncia da temperatura no desenvolvimento.
Teste da Salinidade e da Frequéncia de Alimentagdo

O efeito da salinidade e frequéncia de alimentacdo na sobrevivéncia e crescimento larvar
de A. fallax foi testado submetendo as larvas a seis salinidades distintas: 0 g/L, 2,5 g/L, 5
g/L, 10 g/L, 15 g/L e 20 g/L, e a duas frequéncias de alimentacdo (1x/dia e 3x/dia). Os
valores de salinidade desejados foram obtidos por dissolucdo de sal de salina nao refinado.
A unidade experimental considerada (replicado) consistiu de um aquario de 1 L onde
foram colocadas dez larvas com trés dias pds-eclosio sem periodo de adaptacio a
salinidade de teste. Para cada salinidade em teste foram realizados seis replicados, dos
quais metade foi alimentada uma vez ao dia, por volta das 9:00, sendo a outra metade
fornecido alimento trés vezes ao dia, pelas 9:00, 13:00 e 17:00. Em cada momento de
alimentacdo foram fornecidos 0,2 mL escorridos de nauplii de Artemia fransciscana recém-
eclodidos. A experiéncia decorreu durante dez dias com registo diario da mortalidade em
cada replicado. Apds este periodo mediu-se o comprimento total (Cr+0,1mm) de cada
individuo sobrevivente. O Ct no inicio da experiéncia tera sido equivalente uma vez que a

proveniéncia dos gametas foi igual para todos os individuos.

Para fins estatisticos foram agrupados os valores de Cr respeitantes a cada trés replicados
mantidos a uma mesma combinac¢do de condi¢des de salinidade e alimentacdo. Uma vez
que os valores de Cr ndo cumpriam os pressupostos de normalidade e homocedeisticidade,
mesmo apods transformacido, foi realizada uma analises de comparacdo de medianas
(Kruskal-Wallis, P<0,01) entre as cinco salinidades testadas, separadamente para cada
experiéncia de frequéncia de alimentacdo. A posteriori realizou-se um teste de Dunn
(P<0,01) para determinar entre que salinidades existiam diferencas significativas de Cr. A
influéncia da frequéncia de alimentagdo no Cr das larvas sujeitas as diferentes condicoes
de salinidade foi testada através de um teste de Mann-Whitney (P<0,01), separadamente

para cada salinidade.
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Teste da Temperatura

O efeito da temperatura da 4gua no crescimento larvar de A. fallax foi testado a 20°C, 24°C
e 28°C (x1°C), replicando quatro vezes cada temperatura. Os ovos recém-fecundados
foram repartidos por doze grupos de 500 a 1000 ovos e instalados em incubadoras no
interior de aquarios de 100 L. Cada quatro aquarios foram gradualmente acomodados a
uma das trés temperaturas em teste (*1°C/h). Da activacdo a reparticdo pelo sistema
experimental e inicio do condicionamento térmico decorreram cerca de 6 horas. Dentro da
incubadora, a entrada de dgua manteve a sua circulacdo, suspendendo os ovos para
manter a sua oxigenacdo e impedir a proliferacdo de fungos a partir dos odcitos nao
fecundados. A malhagem da rede utilizada para a saida de agua da incubadora (0,2mm)

permitia a saida das larvas apo6s a eclosdo, retendo os ovos no seu interior.

Nos aquarios a circulagdo e arejamento da agua fez-se como dupla funcdo dos filtros de
esponja. Efectuaram-se renovacgdes parciais de dgua semanalmente para remoc¢do dos
detritos acumulados no fundo do aquario e a lavagem dos filtros. A salinidade foi
gradualmente aumentada a partir de 0 g/L para 4 g/L ao ritmo de 1 g/L.dia-! apds a
eclosdo. As larvas estiveram sujeitas ao fotoperiodo natural. A primeira alimentacdo foi
fornecida 48 horas apds a eclosdo, sendo realizados trés eventos de alimentacao diarios,
pelas 9:00, 13:00 e 17:00, com cerca de 106 nauplii recém-eclodidos de Artemia
fransciscana a cada aqudrio. Aos 45 dias de vida livre iniciou-se o desmame progressivo
para uma dieta formulada “Skretting Gemma Wean Diamond” (=0,5mm), fornecida seis
vezes ao dia em quantidade dependente da aceitacio. A partir dos 75 dias, até a conclusao

da experiéncia, os peixes foram alimentados apenas com racdo, uma a duas vezes ao dia.

As larvas foram medidas vivas a lupa binocular, utilizando uma ocular micrométrica
(Cr+£0,1mm). Realizou-se um evento de amostragem a cada dois dias durante o primeiro
meés de vida livre, efectuando-se posteriormente medicdes quinzenais até a conclusio da
experiéncia (100 dias apoés activacdo). Durante o primeiro més, foram medidas 12 larvas
por replicado a cada evento de amostragem. Posteriormente, mediram-se 20 larvas por
evento de amostragem. As larvas mais precoces (Cr<15mm) foram aleatoriamente
amostradas com uma rede, transferidas para uma placa de Petri e imobilizadas por
remocdo da agua em excesso. Larvas de maiores dimensdes (Crx15mm), com maior
mobilidade, foram anestesiadas numa solucdo de 0,5 mL/L de MS222 para permitir uma
medicdo rapida e minimizar o stress da manipulagdo. Ap6s a medicio, as larvas foram
imediatamente transferidas para tinas com agua sem anestesiante e devolvidas ao aquario

de origem apds recuperacao.
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Para efeitos de comparacdo da influéncia das temperaturas testadas no crescimento
larvar, agruparam-se os dados dos diferentes replicados por temperatura. As regressoes
entre o tempo apos a eclosdo (dias) e os Cr medidos nos diferentes testes de temperatura
foram determinadas para dois periodos distintos e comparadas usando andlises de co-
variancia (ANCOVA, P<0,01). O primeiro periodo compreende os primeiros 30 dias apés a
eclosdo no qual se compararam as 3 temperaturas testadas. O segundo periodo
compreendeu a experiéncia do inicio ao final, comparando os dados recolhidos somente as
temperaturas de 24°C e de 28°C dado que a populacdo amostrada a 20°C diminuiu
marcadamente ap6s o primeiro periodo. A mortalidade final foi aferida contando os peixes
sobreviventes em cada replicado no ultimo dia da experiéncia, comparando-o com o
numero de larvas eclodidas, estimado a partir da taxa de fecundagdo multiplicada pelo

numero de ovos inicial no replicado.

RESULTADOS

Teste da Salinidade e da Frequéncia de Alimentagdo
= Crescimento

Os Cr médios observados em cada tratamento de alimentagdo variaram significativamente
devido a salinidade (Fig. I1.1b, teste de Kruskal-Wallis, P<0,01). Nas larvas alimentados
1x/dia, o Cr observado no teste a 0 g/L foi significativamente menor do que o Cr
observado nos restantes testes (teste de Dunn, Q>3,29; P<0,01), excepto a 15 g/L,
salinidade a qual foram considerados pelo teste como marginalmente menores (teste de
Dunn, Q>2,81; P<0,05) devido ao nimero de exemplares sobreviventes (N=4). As larvas
alimentadas 3x/dia a salinidades de 0 g/L foram consideradas significativamente menores
do que os exemplares medidos nos testes a 10 g/L e a 15 g/L (teste de Dunn, Q>3,29;
P<0,01) e marginalmente menores do que os exemplares do teste a 5 g/L (teste de Dunn,
Q>2,81; P<0,05). As comparacdes entre as restantes salinidades ndo foram
significativamente distintas para ambos os tratamentos de alimentacdo (teste de Dunn,
P>0,05). Do conjunto de replicados testado a cada salinidade, aqueles que foram
alimentados mais frequentemente apresentaram sempre um Cr médio superior, embora
apenas com diferenca significativa a 0 g/L e 10 g/L (teste de Mann-Whitney, P<0,01),

sendo a diferenga especialmente evidente a menor salinidade (Fig. I11.1b).
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Figura 1II.1. (a) Mortalidades médias e desvios-padrdo observados nos testes por salinidade e
frequéncia de alimentagdo. (b) Cr médios e desvios-padrao observados no final da experiéncia nos
testes por salinidade e frequéncia de alimentagao.

alimentagdo (1x/dia) alimentagdo (3x/dia)
100 A 100 -~
80 - e BT 80 -
—_— ”~ ’
X .
o 60 - / 60 -
-g . P4
2 / JETTE i
] . . ..' u " P 5
= e / -7 2 ff—-"—-""
2 P iz
v . F -’
20 A / - -‘.. 20 - o , i
g i /[’ -----
] s’ L= 0 .
—’ ...... / I’-- ..... /
0 +—— —2 i = T T T T T v 0 el T T T - T T T T T 1
0 i i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
Tempo (dias) Tempo (dias)
——-=e0g/L 2,5g/L Sg/L eeeeses 10g/L = « =15g/L 20g/L

Figura 1I1.2. Mortalidade cumulativa as diferentes salinidades por frequéncia de alimentacao
durante o periodo da experiéncia.

* Mortalidade

A menor mortalidade observada foi no teste a 2,5 g/L, aproximadamente 10%
independentemente da frequéncia de alimentacdo (Fig. IIl.1a), e registou-se apenas no
final do periodo da experiéncia (Fig. I11.2). Os valores de mortalidade médios a salinidades
de 0 g/L, 5 g/L e 10 g/L foram relativamente constantes (30 a 50%), sendo pouco
influenciados pela frequéncia de alimentacio (Fig. I1l.1a). A mortalidade das larvas nestes
testes iniciou-se geralmente entre o 3° e o 5° dia da experiéncia (Fig. 111.2). A 15 g/L a
mortalidade observada foi elevada (80%) nos replicados alimentados 1x/dia, mas inferior
nos que foram alimentados 3x/dia (50%) (Fig. Ill.1a). Valores de salinidade de 20 g/L
conduziram a mortalidade total das larvas nos primeiros dias apds inicio da experiéncia,

independentemente da frequéncia de alimentacdo (Fig. II1.2). De uma forma geral, a

36



CAPITULO III - CULTIVO LARVAR

mortalidade média as salinidades de 10 g/L e 15 g/L foi superior nos replicados

alimentados 1x/dia relativamente aos alimentados 3x/dia (Fig. I1l.1a).
Teste da Temperatura
= Crescimento

Durante o primeiro més o crescimento das larvas foi relativamente sincrono. Apds o
primeiro més, observou-se um decréscimo na taxa de crescimento a todas as
temperaturas, acompanhado de uma maior dispersao de Cr (Tabela IILII, Fig. II1.3). As
ANCOVAs realizadas entre os diferentes testes de temperatura (20°C, 24°C e 28°C)
indicam diferencas significativas (ANCOVA, P<0,01) no crescimento das larvas durante os

diferentes periodos de crescimento (Tabela IILI], Fig. I11.3).

= Mortalidade

Os valores de mortalidade final foram relativamente elevados em todos os testes, porém a

20°C a mortalidade foi quase total, enquanto a 24°C e a 28°C foi similar (Tabela IIL.I).
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Figura II1.3. Regressdes (y = a + bx) para os Cr por temperatura em teste.

Tabela 111.1. Mortalidade final média e desvio-padrao entre os
quatro replicados sujeitos a cada teste de temperatura

20°C 24°C 28°C

Mortalidade (%) 98,3 71,2 72,6

Desvio-padrao (%) 0,6 11,0 6,7
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Tabela IILII. Valores para as regressoes lineares (y = a + bx), ajuste do modelo aos dados (R?), valor
da estatistica t (t) e p-value (P)

Periodo Temperatura A b T P R2
20°C 7,06 0,20 32,02 0,00 0,68
1° més 24°C 6,79 0,39 67,19 0,00 0,87
28°C 6,55 0,40 70,60 0,00 0,88
20°C 12,46 0,12 5,73 0,00 0,23
2° e 3° meses 24°C 12,23 0,20 15,61 0,00 0,45
28°C 12,09 0,18 15,81 0,00 0,44
20°C 7,26 0,20 58,64 0,00 0,85
Total 24°C 9,17 0,23 78,61 0,00 0,89
28°C 8,87 0,23 85,50 0,00 0,87
DISCUSSAO

Os trés factores testados demonstraram ter uma influéncia significativa no processo de
desenvolvimento larvar da Alosa fallax, observavel através de um crescimento e
mortalidade diferenciais. A mortalidade larvar observada foi menor quando as larvas se
encontravam a uma salinidade de 2,5 g/L, a uma temperatura superior a 20°C e eram
alimentadas mais frequentemente. A maior frequéncia de alimentacdo resultou também
num crescimento superior. A temperatura da agua condicionou o crescimento e a
mortalidade, sendo, dos valores testados, o valor intermédio (24°C) aquele que mais se
aproximara do ideal para a espécie. A salinidade de 0 g/L foi aquela que mais restringiu o
crescimento, diferenciando-se notoriamente das restantes. A salinidade de 20 g/L
mostrou-se letal para larvas em inicio de alimentacdo exdgena. Os resultados obtidos estao
de uma forma geral de acordo com a informacao existente para outras espécies do género

Alosa (24-27,29-32, 34-38).

Varios estudos laboratoriais foram realizados sobre o desenvolvimento da capacidade de
osmorregulacdo de Alosa spp. (27, 35-38). Embora A. fallax se reproduza em locais a
montante da cunha salina (38), as larvas mais precoces sdo facilmente arrastadas pela
corrente (40), podendo ser transportadas para zonas de maior salinidade. As formas
larvares altriciais possuem drgios ainda em desenvolvimento podendo nio estar aptas
para uma regulacido osmdtica eficaz em aguas salobras. A resposta a este factor observada
em Alosa fallax é semelhante a de outras espécies congéneres (27, 35-38), tendo provado
uma tolerancia consideravel a salinidades elevadas poucos dias apds a eclosdo, apenas

perecendo a 20 g/L, embora com uma sobrevivéncia 6ptima a uma salinidade ligeiramente
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mais elevada do que a tipica do meio dulciaquicola (Fig. IIl.1a). Este aumento de salinidade
actua aproximando a pressdo osmética do meio a pressdo osmdtica do organismo (41).
Nao obstante, existe alguma disparidade do valor ideal observado para A. fallax
relativamente aquele observado para outras espécies de Alosa, que parecem preferir
salinidades préximas de 10g/L (36, 38), meio isosmético (41). A capacidade de hipo-
osmorregulacdo em ambiente marinho sé se desenvolve no final do desenvolvimento

larvar (37), ocorrendo antes de efectuada a migracdo activa para jusante (27).

A semelhanca de outras espécies pertencentes ao género, as larvas de Alosa fallax aceitam
prontamente nauplii de Artemia spp. recém-eclodidos como primeira fonte de alimento
exdgena, ja que estes apresentam o tamanho e comportamento ideais (28, 29). Outros
alimentos testados preliminarmente, desde microalgas e rotiferos a ragdo
microencapsulada, foram ignorados parcial ou totalmente, limitando o crescimento. Como
expectavel, a frequéncia de alimentacdo promoveu o crescimento (Fig. IIl.1b) (25). De
notar que nas condi¢des de cultivo do presente trabalho, a interac¢do entre os factores
alimentacdo e salinidade foi considerada especialmente relevante, visto que os nauplii de
Artemia spp. tém uma sobrevivéncia reduzida em ambiente dulciaquicola. Assim, sendo as
larvas a 0 g/L tiveram a disponibilidade de alimento temporalmente mais restrita apesar
de a dosagem ser idéntica a das restantes salinidades, crescendo consequentemente mais
devagar e com menor dispersdo de tamanhos, mesmo no tratamento com maior
frequéncia de alimentacdo. O aumento de Cr as restantes salinidades testadas com a
alimentacdo 3x/dia relativamente aquelas alimentadas 1x/dia, podera estar relacionado
com a disponibilidade dos nauplii de diferentes tamanhos (31). As salinidades de 10 g/L e
15 g/L, a mortalidade média é superior nos replicados alimentados 1x/dia quando
comparada com a dos alimentados 3x/dia (Fig. Ill.1a). Isto sugere que a estes valores de
salinidade, a necessidade de osmorregular podera exigir um maior dispéndio energético,

portanto uma alimentacio mais frequente.

O crescimento foi considerado significativamente distinto entre as trés temperaturas
testadas, apesar da aparente proximidade gréfica das regressées a 24°C e 28°C. E provavel
que a 28°C as larvas sofram stress térmico, ja que a temperatura a que se desenvolvem os
organismos heterotérmicos regula o seu ritmo metabdlico (22). Temperaturas acima do
ideal aceleram os processos de interac¢do molecular, mas limitam o tempo de vida médio
enzimatico, exigindo ao organismo um consumo energético superior. Assim, é possivel que
a temperatura nio seja s6 um factor limitante directo, mas também indirecto, ja que a
alimentacdo foi a mesma entre replicados nos diferentes testes e a concentracdo de

oxigénio em solucdo tera sido comparativamente reduzida a uma temperatura mais
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elevada. Os individuos mantidos a 20°C tém um crescimento notoriamente mais lento, ja
que temperaturas abaixo do ideal limitam o metabolismo celular e o crescimento do
organismo. E reconhecido que para Alosa spp. as temperaturas ideais de crescimento
serdo superiores a 20°C (24-26, 34), contudo a mortalidade quase total dos individuos
mantidos a esta temperatura mais baixa foi inesperada. O tempo de eclosdo também
apresentou diferencgas, tendo as larvas nos replicados a 28°C, eclodido passados 3 dias
apés a activagdo, nos replicados a 24°C eclodiram no dia seguinte, e a 20°C a eclosdo s6 se
iniciou ao quinto dia apds a activacdo e foi pouco sincrona, com individuos a eclodirem

durante um periodo superior a 24 horas.

A mortalidade final média obtida nos replicados a 24°C e 28°C foi elevada (Tabela IILI).
Embora ndo se tenham determinado taxas de mortalidade devido a dificuldade da
contagem precisa do numero de larvas perecidas, varias causas podem explicar estes
valores. Primeiro, o protocolo experimental exigia a manipulacdo das larvas para medigao,
sendo reconhecido que as larvas de Alosa spp. sdo particularmente sensiveis a stress
nestas condicdes (29). Os cuidados tomados durante a manipulacdo resultaram numa
mortalidade imediata baixa, porém a mortalidade consequente a longo prazo ndo foi
investigada. Segundo, cerca de um décimo das larvas de cada replicado morreu por
dessecacdo quando aderiram a parede do aquario. Este fendmeno ocorreu num periodo
transitorio em que os individuos se localizavam preferencialmente junto ao perimetro da
linha de agua e desenvolveram a capacidade para se impulsionarem para fora de agua. Por
ultimo, no final da experiéncia, cerca de 30% das larvas apresentavam algum tipo de
deformacdo bucal, tumescente ou em forma de bolha (Fig. 1I1.4). Este é um aspecto
prioritario a investigar, sendo necessario descobrir a natureza da sua ocorréncia dado que
os progenitores, dez no total, pertenciam ao stock natural. Adicionalmente, as larvas
poderao ter sofrido um défice alimentar ou nutricional nas duas ultimas semanas da

experiéncia em que alimentacdo foi menos regular e apenas com base em racdo formulada.

Figura I11.4. Casos extremos de deformacgdes da estrutura bucal tumescentes (a) e membranares (b).

40



CAPITULO III - CULTIVO LARVAR

Devido as limitagdes deste estudo, é importante realizar mais testes em sistemas de
cultivo mais automatizados para afinagio da producdo larvar. Ndo obstante, a
experimentacdo desenvolvida forneceu indicacdes claras de quais as condi¢des basicas de
temperatura, salinidade e disponibilidade alimentar que promovem o crescimento e a
sobrevivéncia de Alosa fallax. Igualmente, demonstrou que é praticavel a obtencao de
gametas a partir do stock selvagem com taxas de fecundacdo elevadas, o que elimina os
custos inerentes a manutencdo de um stock reprodutor e mitiga a perda de diversidade
genética associada a este tipo de acgdes. Por ultimo, estes dados acerca do
condicionamento do desenvolvimento larvar revelaram-se potencialmente importantes
para interpretagdo da situacdo ecologica da espécie no Guadiana durante as primeiras fase

de desenvolvimento.
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As espécies anadromas desempenham um papel ecolégico importante nos ecossistemas
l6ticos, mediando um fluxo de nutrientes do meio marinho para o meio dulciaquicola (1).
Na elaboracdo e implementacdo de estratégias de conservacdo eficazes ha que
compreender o ciclo de vida destas espécies e de que modo este é condicionado pelos
multiplos factores ambientais. O reforgo populacional através de recrutamento artificial s
devera ser aplicado quando enquadrado num plano de recuperacdo da sustentabilidade
ecologica da espécie e nunca a longo prazo (2-4). O recrutamento artificial deve ser
fundamentado de modo a mitigar potenciais efeitos de debilitacdo da diversidade genética

populacional (5).

O presente trabalho disponibilizou informacao util para a producao de recrutas de Alosa
fallax e optimizacdo da sua condi¢do, fornecendo indica¢des sobre cuidados a prestar na
seleccdo dos locais e periodos mais apropriados para a sua libertacdo de modo a
minimizar o stress de adaptacdo aos parametros ecoldgicos. Vem ainda contribuir com
uma ferramenta para a monitorizagdo da reproducdo e recrutamento de A. fallax (6),
estabelecendo uma descricdo detalhada de uma série de estadios larvares definidos para
esta espécie. Nao obstante, é importante estabelecer uma ligacdo entre os aspectos
ontogenéticos e ecoldgicos do desenvolvimento de A. fallax avaliando de que modo o
desenvolvimento ontogenético varia perante parametros que variam a diferentes escalas,
nunca descartando que as variacdes poderdo alterar aspectos morfométricos ou

meristicos (7).

Neste trabalho, foram identificadas trés grandes fases funcionais no desenvolvimento
larvar. Uma primeira fase em que a larva tem mobilidade e capacidade predatéria
limitadas (Embrido livre, Larva 1, Larva 2), uma segunda fase que compreende o
desenvolvimento das barbatanas em que a larva ja apresenta um padrio natatério mais
direccional e dinamico (Larva 3) e uma ultima fase apds completa a formacdo das
barbatanas, quando a natacdo se assemelha ja a dos juvenis, com detec¢do e reaccdo a
predadores e presas a grande distancia. As larvas de A. fallax est4 associada, desde um
momento precoce do desenvolvimento, a capacidade de osmorregular em meios salobros,
embora a capacidade de osmorregulacio em ambiente marinho s6 se desenvolva perto da
conclusdo da metamorfose (8). Observou-se que para fins de producdo ex situ, esta
capacidade é francamente benéfica quando a alimentagdo das larvas tem por base nauplii
de Artemia spp.. No meio natural a interaccdo entre os factores alimentacao e salinidade é
desconhecida e consideragdes sobre os beneficios de um meio salobro durante o
desenvolvimento larvar serdo especulativas. Ademais, a faixa de salinidade

potencialmente propicia ao desenvolvimento é, no rio Guadiana, relativamente estreita (9)
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e mébvel, condicionada pela maré e pelas descargas fluviais, pelo que as larvas mais
precoces necessitariam de possuir alguma capacidade de retencdo. Esteves (10) relata a
captura de clupeideos no Guadiana apenas junto a boca do estuério e até cerca de 10 km a
montante, onde a salinidade é superior a suportada pelos estadios larvares mais precoces
de A. fallax, pelo que a metodologia de amostragem utilizada devera ser afinada de acordo

com a necessidade da amostragem de todo o trogo do rio em que se realize a reprodugao.

No rio Guadiana, a altera¢do da dindmica hidrolégica podera ter vindo alterar padrdes de
temperatura (11). Os registos de temperatura da agua a superficie (50 cm) realizados
entre Maio e Agosto de 2011 no canal principal em Mértola, apresentaram valores mais
baixos do que em anos anteriores (Tabela IV.I), restando perceber se esta alteracdo foi
pontual ou serd permanente devido ao funcionamento da Barragem de Alqueva. Neste
trabalho, demonstramos que as baixas temperaturas da agua sdo desfavoraveis ao
desenvolvimento de A. fallax, directa e indirectamente caso venha a diminuir a
produtividade do meio. Por outro lado, de acordo com as predi¢cdes de alteracdo da
distribuicdo de peixes diddromos por modelos de aquecimento global (12), testou-se
também uma temperatura mais elevada a média histérica, que se determinou estar perto

do limite superior aceitavel para o desenvolvimento larvar da espécie.

Tabela IV.I. Temperaturas médias e desvios-padrao do canal principal
do rio Guadiana durante os meses de reproducdo de A. fallax para o
ano de 2003 (Ribeiro, dados nido publicados) em Brinches (35km a
jusante da Barragem de Alqueva) e para o ano de 2011 em Mértola
(85km a jusante da Barragem de Alqueva).

2003 2011
x+5s(°C) X +5s(°C)
Maio 229+4,.2 19,9+0,6
Junho 26,4 +2,5 19,8+0,8
Julho 26,7+1,5 20,5+0,7
Agosto 278+1,6 21,3+0,6

E particularmente importante mencionar que foi detectada uma incidéncia elevada de
deformacdes bucais deletérias nas larvas. Um estudo futuro debrugando-se sobre a origem
destas deformacoes é indispensavel para determinar a natureza desta condicdo. Existe a
hipotese de que possa estar a limitar o recrutamento da espécie caso se trate de um
fenémeno genético. Caso se trate de uma condicdo resultante das condicoes de cultivo, ha

que determinar metodologias de maneio para evitar a sua ocorréncia.
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Na sequéncia deste trabalho, serdo necessarios mais estudos seguindo as linhas de
investigacdo apresentadas. Especificamente, salienta-se que sem uma descricdo da
ontogenia das larvas de Alosa alosa nao serd possivel estabelecer uma chave para a
distincdo das suas larvas relativamente as larvas de A. fallax. Devera ser tida em
consideragdo a inclusdo da descricdo do desenvolvimento larvar de hibridos de ambas as
espécies. A. alosa é também uma espécie prioritdria para uma futura intervencdo de
recrutamento artificial em Portugal, mas que devido a sua reduzida abundancia envolvera
uma logistica mais complexa para a obtencdo de gametas, como, por exemplo, a
manuteng¢do de um stock reprodutor ex situ ou a criopreservacdo de esperma. No estudo
do seu cultivo ex situ deverdo ser ponderados beneficios e desvantagens inerentes as
diversas op¢oes atendendo ao estado de conservacao da espécie. Este trabalho fornece um
entendimento base da biologia de Alosa fallax que permitira uma melhor monitorizacao do
recrutamento larvar da espécie, incentivara a realizacdo de acc¢des de conservacgido

coordenadas e servird como suporte a larvicultura de Alosa spp. em Portugal.
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Nada, renada e torna a nadar
No nada eu nado e me hei de afogar
E mesmo que nada, a tese ndo mudo

O nada existe, o nada é tudo



