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PREFACIO

O 7° Encontro Nacional de Ecologia, realizou-se em Novembro de 2002, na
Universidade dos Agores em Ponta Delgada, dando continuidade ao objectivo
de abranger um leque cada vez maior de cientistas e investigadores nacionais
que se dedicam ao estudo da ecologia nas suas diversas vertentes.

O tema proposto “Da conservagio a gestio dos ecossistemas” enfatiza a
conservagio em diferentes escalas, desde a protec¢do dos endemismos 2
gestdo dos ecossistemas.

O presente volume da Revista de Biologia retine alguns dos trabalhos que
foram apresentados no dmbito do 7° ENE. Os artigos deste numero sdo
contribuigbes de todos os que tendo apresentado comunicagdo sob a forma
oral ou de painel manifestaram interesse em ver publicado o seu trabalho. Os
trabathos submetidos foram objecto de revisdio por investigadores nacionais
que procederam a criticas e sugestdes, valorizando esta publicagdo de
distribui¢@o nacional e internacional.

A SPECO agradece o interesse de todos os que contribuiram com os seus
trabathos, aos que se disponibilizaram a rever e a sugerir alteragdes aos
manuscritos, aos responsaveis pela edigdo da Revista de Biologia, Prof* Paula
Sobral (SPECQ), Dr® Ireneia de Melo e Sr. José Cardoso e as entidades que
nos apoiaram e assim tornaram possivel esta publicagéo.

A Direcgdo da
Sociedade Portuguesa de Ecologia



4 REVISTA BIOL. (LISBOA4) 21. 2003

Revisores do presente volume:

Cecilia Sérgio

Jorge Canhoto

Otilia Correia
Conceigdo Santos
Maria da Luz Mathias
Helena Freitas

José Paula

Henrique Queiroga
Helena Costa

Jodo Carlos Marques
Orlando Luis

Paula Sobral

Luis Fonseca

Ana Maria Rodrigues

Universidade de Lisboa
Universidade de Coimbra
Universidade de Lisboa
Universidade de Aveiro
Universidade de Lisboa
Universidade de Coimbra
Universidade de Lisboa
Universidade de Aveiro
Universidade Nova de Lisboa
Universidade de Coimbra
Universidade de Lisboa
Universidade Nova de Lisboa
Universidade do Algarve

Universidade de Aveiro



INDICE

Cha-Cha, R., Fernandes, F. & Romano, A. - Conservagio de Polystichum
drepanum (Sw.) C. Presl, pterid6fito endémico da ilha da Madeira.

Gongalves, S., Jesus, J. & Romano, A. - Produgdo in vitro de plantas de
Drosophyllum lusitanicum com vista a sua conservagdo.

Almeida, R., Gongalves, S., Romano, A. - Micropropagagdo de adelfeira.
Contributos para a conservagdo e reprodugdo de uma espécie
endémica da serra de Monchique.

Clavijo, A., Diaz Barradas, M. C., Zunzunegui, M., Ain-Lhout, F., Alvarez
Cansino, L., Correia, O. & Garcia Novo, F. - A conservagdo de
Corema album no litoral atlintico da Peninsula ibérica; a influéncia
de dispersores animais na regeneragdo natural.

Carvalho, S., Marques, J. C., Banha, M. M. & Fonseca, L. C. - Macro-
benthic crustacea of the Bay of S. Torpes (Portugal).

Costa, A. M., Cristo, M. & Cancela da Fonseca, L. - Annual cycle of the
benthic community of a coastal lagoon: Lagoa de Melides
(Gréndola, SW Portugal).

Sardo, A. M., Azeiteiro, U. & Morgado, F. - Condigdes de aclimatagio de
Mesopodopsis slabberi (van Beneden) (Crustacea: Mysidacea) num
sistema semi-estatico.

Pombo, L., Dias, C., Lopes, C. & Rebelo, J. E. - Fishes, cuttlefishes and the
environmental status of the Ria de Aveiro estuarine lagoon

(Portugal).

17

29

43

57

71

91

103



CONSERVACA(’) DE POLYSTICHUM DREPANUM (SW.) C.
PRESL, PTERIFOFITO ENDEMICO DA ILHA DA MADEIRA

R. Ch4-Cha, F. Fernandes' & A. Romano
Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais, Universidade do Algarve, Campus de
Gambelas, 8005-139 Faro
!Jardim Botanico da Madeira, Quinta do Bom Sucesso, 9050 Funchal, Madeira, Portugal /
BIOtecMOL-CCBG-UMA, Edificio Penteada, 9000-300 Funchal, Portugal

Cha-Cha, R., Fernandes, F. & Romano, A. (2003).
Conservagdo de Polystichum drepanum (Sw.) C. Presl,
pteridéfito endémico da Ilha da Madeira. Revista Biol.
(Lisboa) 21: 7-16.

Polystichum drepanum (Sw.) C. Presl é um feto endémico da
[lha da Madeira, muito raro e em perigo de extingfio,
tornando-se por isso prioritirio desenvolver estudos que
permitam a sua conservagdo. Foi objectivo deste trabalho
estudar a resposta de germinagdo in vitro de esporos de P.
drepanum ap6s diferentes periodos e diversas condigdes de
armazenamento. Testaram-se diversas temperaturas de arma-
zenamento combinadas com humidade relativa igual ou
inferior @ humidade relativa ambiente. A viabilidade dos
esporos foi avaliada apés 2, 4 e 6 meses. Os esporos apre-
sentaram uma percentagem de viabilidade superior a 90% em
todos os ensaios, no entanto, com o aumento do tempo de
armazenamento verificou-se uma diminuigdo da capacidade
de germinag#o dos esporos. O niimero de esporéfitos obtidos
também diminuiu com o aumento do .tempo de arma-
zenamento dos esporos. Durante a fase de germinag&io foram
testados diversos meios de cultura com diferentes consis-
téncias, tendo-se verificado que os esporos germinavam mais
rapidamente em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
liquido sem agitagdo. As plantulas obtidas in vitro foram
aclimatizadas numa mistura de turfa e vermiculite 2:1 (v/v)
em cdmara de aclimatizagio com elevada humidade. A
percentagem de plantas aclimatizadas com sucesso foi de
95%, apresentando estas um crescimento activo.

Palavras chave: conservagéo, esporos, germinaggo, fetos.
Ché-Ch4, R., Fernandes, F. & Romano, A. (2003). Preserva-

tion of Polystichum drepanum (Sw.) C. Presl, an endemic pte-
ridophyte of Madeira Island. Revista Biol. (Lisboa) 21: 7-16.
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Polystichum drepanum (Sw) C. Presl is a threatened fern
endemic to Madeira Island, very rare and confined to a few
forest areas in the northwest of this island. Due to this
situation it is urgent the development of studies to propagate
this species. The aim of this work was to study the
germination capability of the spores after conservation under
several conditions. Different temperatures combined with
humidity levels were assayed. The spores’ viability was
assessed after 2, 4 and 6 months. The preserved spores
presented viability higher than 90% in all the assays; however
the germination capability decreased with the increase of
storage period. The number of sporophytes obtained also
decreased with the increase of storage time. During
germination period several culture media as well as medium
consistency were tested. The minor time of germination was
obtained with MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) liquid
medium, without agitation. Plantlets obtained in vitro were
acclimatizated in a mixture of peat moss and vermiculite 2:1
(v/v) in a phytotron unit. Ninety five percent of the plantlets
were successfully acclimatized and showed active growth.

Key words: conservation, spores, germination, ferns.

INTRODUCAO

A destruigdo extensiva de grandes areas de floresta, especialmente nas zonas
temperadas e tropicais, tem posto em causa a sobrevivéncia de muitas espécies
de pteridofitos. Torna-se por isso necessario levar a cabo acgdes de conservagdo
ex situ, nomeadamente o estabelecimento de colecgbes de germeplasma
(HAWKES et al., 2000; RAO & HODGKIN, 2002). Como a majoria das
espécies de fetos produz esporos com elevada viabilidade, o estabelecimento de
bancos de esporos parece ser uma op¢do prometedora (CONSTANTINO et al.,
2000).

Polystichum drepanum (Sw.) C. Presl é um feto endémico da Ilha da Madeira,
muito raro € em vias de extingfio, existindo apenas algumas plantas em 4reas de
floresta na zona noroeste da ilha (PRESS & SHORT, 1994). Entretanto, essas
plantas ndo foram reencontradas, existindo apenas algumas em cultura no Jardim
Boténico da Madeira.

As frondes de P. drepanum sio pinadas com cerca de 140 x 95 cm e
apresentam soros sem indusio alinhados na periferia de cada pina durante todo o
ano (JARDIM & FONTINHA, 2000). Apresenta um sistema radicular bem
desenvolvido mas, ao contrdrio da maioria das espécies de fetos, ndo possui
rajzes aéreas.

Os fetos sdo comercialmente importantes como plantas de interior e na
utilizagdo das suas frondes em arranjos florais (SMITH, 1991). A cultura em
Jjardins estd igualmente a aumentar (BERTRAND e al., 1999). Esta tendéncia
verifica-se também nos jardins madeirenses, onde ji4 se encontram muitas
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espécies de fetos endémicas da ilha. Neste sentido, o P. drepanum apresenta-se
como uma planta de elevado valor econémico pois pode ser comercializada e
facilmente cultivada dado que se adapta bem 4 mudanga de habitat. E de referir
que existem ja alguns exemplares na estufa e nos jardins do Jardim Boténico da
Madeira.

A técnica de armazenamento de esporos de fetos a baixas temperaturas tem
sido utilizada pelo Royal Botanic Garden de. Edinburgh. Este processo pode
assegurar a sobrevivéncia e a diversidade de espécies ameagadas pela erosdo
genética se desaparecerem populagbes selvagens. Esta metodologia permite
assim manter um banco de genes, a0 qual se pode recorrer no caso de uma
espécie estar em risco de extingdo (HAWKES et al., 2000).

Dada a situag@o de vulnerabilidade em que P. drepanum se encontra torna-se
urgente desenvolver métodos que permitam a propagagdo e a conservag@o desta
espécie. Assim, foi objectivo deste trabalho estudar a resposta de germinagdo in
vitro de esporos de P. drepanum apds armazenamento.

MATERIAIS E METODOS

Durante este trabalho, utilizou-se como material vegetal os soros maduros,
recolhidos a partir de frondes férteis de plantas-mie de P. drepanum em cultura
na estufa (Fig. 1). Para obten¢do dos esporos a serem utilizados nos ensaios de
armazenamento, recolheram-se as frondes e introduziram-se em envelopes de
papel mantendo-as nestas condigdes durante uma semana a temperatura
ambiente.

Armazenamento de esporos

Ensaiaram-se diversos métodos de armazenamento em que se testaram
diferentes condigdes de temperatura, -80, -17 e 21 °C, combinadas com
humidade relativa ambiente ou humidade relativa < 20%. Para cada ensaio de
armazenamento utilizaram-se trés tubos de vidro normal (10 ¢ x 150 mm)
contendo 10 mg de esporos cada. Sobre os esporos colocou-se algoddo cardado
de modo a que estes ficassem aglomerados no*fundo do tubo (Fig. 2).

Os tubos cujas condi¢des de armazenamento envolviam humidade relativa
igual & humidade relativa ambiente foram selados por aquecimento da boca do
tubo a chama (Fig. 2). Para os ensaios cuja humidade relativa era inferior a
ambiente, colocou-se sobre o algoddo 2 g de silicagel e selou-se de seguida os
tubos (Fig. 2). Os tubos foram colocados nas condigdes de temperatura referidas
anteriormente.

Avaliaciio da viabilidade dos esporos

Para a avaliag@o da viabilidade dos esporos apés armazenamento utilizou-se a
coloragdo com Azul de Evans. Para cada ensaio de conservagio procedeu-se 4
pesagem de 1 mg de esporos por eppendorf (3 eppendorfs/ensaio), que foram
ressuspendidos em 1 ml de solugdo aquosa de Azul de Evans (1%, p/v). Os
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eppendorfs foram agitados regularmente durante um periodo de 5 min e apés
esse periodo transferiram-se + 20 pl para as cidmaras do hemacitometro. Ao
microscépio (Amp=100x) contabilizou-se o niimero total de esporos e o niimero
de esporos vidveis. Para cada ensaio foram efectuadas 30 contagens (10 por
eppendorf).

Desinfecciio superficial dos esporos

A desinfecgdo superficial dos esporos foi efectuada com solugdo aquosa de
lixivia comercial a 1% (v/v), as quais se adicionou 0,1% (v/v) de Tween 20,
durante 16 min. A solugdio desinfectante foi retirada por centrifugagdo (13000
rpm). Depois de desinfectados os esporos foram lavados trés vezes em 4agua
estéril e de seguida foram suspendidos em 4gua bidestilada estéril, com uma
densidade de 1 mg/ml. 100 pl dessa suspensdo foram distribuidos por cada
recipiente de cultura. '

Cultura in vitro dos esporos

Durante a fase de germina¢do dos esporos foram testados os meios MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), MS modificado (CONSTANTINO et al.,
1995) ¢ “aMS. Todos os meios de cultura foram testados com diferentes
consisténcias (liquido com e sem agitagdo a 25 rpm e duas fases). Estes ensaios
foram efectuados com esporos ndo submetidos a armazenamento. Os esporos
submetidos a condigdes de armazenamento foram cultivados, apds
armazenamento, em meio MS liquido sem agitagio.

Os meios foram suplementados com 20 g.I'' de sacarose e 8 g.I'! de agar, no
caso do meio semi-solido. Para o meio em duas fases, sobre o meio semi-sélido
foram adicionados 2 ml de meio liquido com a mesma constituigdo para facilitar
a germinagfio. O pH do meio foi ajustado a 5,7 e os meios autoclavados durante
20 min, a 120 °C e 1 atm. Como recipientes de cultura foram utilizados tubos de
ensaio (25 ¢ X 160 mm), vedados com tampas transparentes de polietileno,
contendo 10 ml de meio de culturp. As culturas foram mantidas a 25 + 2 °C sob
fotoperiodo de 16 h a 50 umol m™ s,

Cultivo dos gametéfitos e dos esporéfitos

Os gametofitos resultantes (Fig. 3-5) foram transferidos para tubos de ensaio
(30 ¢ x 200 mm) com tampas transparentes de polietileno contendo meio MS em
duas fases e mantidos nas condigSes descritas anteriormente. Os esporéfitos
obtidos (Fig. 6) foram transferidos para meio fresco e mantidos nas condi¢des
atras descritas até ocorrer o desenvolvimento de raizes.

Aclimatizacdo das plantas

As plantulas com raizes bem desenvolvidas foram retiradas do meio de cultura
e as raizes cuidadosamente lavadas em dgua corrente de modo a remover o agar.
As plantulas foram de seguida transferidas para vasos (300 cm’ de capacidade)
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(Fig. 7) contendo uma mistura de turfa e vermiculite (2:1) e aclimatizadas em
estufim a temperatura de 22-26 °C, fotoperiodo de 16 h com densidade de fluxo
de fotdes de 70 pmol m™? s e sob humidade relativa elevada (95%). A humidade
relativa foi gradualmente diminuida a uma taxa de 10% por semana durante um
més. No final desse periodo as plantulas foram transferidas para caixas de
polietileno transparente onde foram mantidas durante um més em condig3es
naturais. De seguida as plantas foram transferidas para a estufa (Fig. 8).

Quantificacio e anélise dos resultados

Para cada ensaio de conservagdo e para cada meio testado foram testados 10
tubos de ensaio, tendo cada ensaio sido repetido trés vezes. O periodo de
armazenamento dos esporos decorreu durante 0, 2, 4 ou 6 meses, tendo sido
efectuados os seguintes registos para cada periodo de armazenamento dos
esporos: nimero total de esporos e esporos vidveis por mg de esporos, tempo de
germinagdo e crescimento dos gametdfitos, tempo para o aparecimento de novos
esporofitos e desenvolvimento dos mesmos.

O niumero total de esporos por mg foi calculado com base na seguinte equag&o:
iotal de csporos = N X 10* x diluigdo, sendo My ge esporos © MUMeTO total de esporos
por mg, n o numero médio de esporos contados, /0° o volume da cimara de
contagem (ml"'), e dilui¢do o factor de dilui¢do (ml.mg"). A pamr do numero
total de esporos por mg e do mimero total de esporos vidveis, calculou-se a
percentagem destes por mg de esporos no final de cada periodo de
armazenamento (0, 2, 4 e 6 meses).

Em relagio aos resultados de germinagdo, registou-se semanalmente a
percentagem de tubos em que ocorreu germinagdo, considerando-se germinacdo
positiva quando mais de 50% dos esporos se encontravam a germinar. Com base
nestes resultados calculou-se a percentagem de tubos em que ocorreu
germinagdo e o tempo médio de germinagdo (em dias). Semanalmente registou-
se o crescimento dos gametofitos, o aparecimento de novos espordfitos € o seu
desenvolvimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dependendo das espécies, a viabilidade dos esporos diminui com o aumento
da duragio do periodo de armazenamento e depende das condi¢des de
armazenamento (POLLARD & WALKER, 1984; KURIYAMA & MAEDA,
1999). Da analise da Tabela 1 verifica-se que a percentagem de esporos viaveis
se manteve superior a 94% para todos os ensaios de armazenamento dos esporos,
independentemente do periodo de armazenamento, da temperatura ou da
humidade relativa. Estes resultados parecem indicar que o armazenamento dos
esporos de P. drepanum nas condigdes testadas ndo afecta a sua viabilidade.
Contudo, é necessario verificar se a sua capacidade de germinagéo se mantém.
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Na Tabela 1 apresentam-se os resultados obtidos para a germinagdo dos
esporos ap0s o armazenamento. Verifica-se que a percentagem de germinagdo
dos esporos foi drasticamente afectada para um periodo de armazenamento de 6
meses, independentemente das condigdes de armazenamento. Para 2 € 4 meses
de armazenamento a percentagem de germinagdo foi de 100%, exceptuando os
ensaios relativos a 4 meses de armazenamento a 21 °C e a —80 °C com humidade
relativa ambiente. Relativamente ao tempo médio de germinagdio dos esporos,
este aumentou consideravelmente ao longo do periodo de armazenamento. Estes
resultados comprovam que apesar dos esporos apresentarem elevada viabilidade
no final do periodo de armazenamento, a sua capacidade de germinagio foi
afectada negativamente para o periodo de armazenamento de 6 meses.

Perante estes resultados pode concluir-se que a capacidade de germinagdo dos
esporos ndo foi afectada nem pela temperatura de armazenamento nem pela
humidade relativa durante o armazenamento, mas apenas pela duragio do
periodo de armazenamento. O mesmo se pode concluir relativamente ao tempo
médio para o aparecimento dos espor6fitos, o qual aumentou com o aumento da
duragdo do periodo de armazenamento, mas nfo foi afectado pela temperatura ou
humidade de armazenamento. O niimero de esporofitos desenvolvidos diminuiu
com o aumento da duragdo do periodo de armazenamento (Tabela 1). A perda de
capacidade germinativa com o aumento do periodo de armazenamento podera ter
influenciado negativamente o desenvolvimento dos gametofitos, traduzindo-se
essa influéncia na perda de capacidade para originarem novos esporéfitos.

Tendo em conta estes resultados verifica-se que o armazenamento de esporos
de P. drepanum, durante um periodo de 4 meses pode ser efectuada a 21 °C na
presenga de dessecante. Nestas condigdes, passado cerca de um més era possivel
observar gametofitos em inicio de desenvolvimento (Fig. 3). Duas semanas
depois os gametofitos cobriam toda a superficie do meio de cultura (Fig. 4) ¢
eram observaveis gametéfitos maduros com arquegénios e anterideos (Fig. 5).
Dois meses ap6s a transferéncia destes gametofitos para meio fresco observou-se
o desenvolvimento dos espordfitos (Fig. 6).

CONSTANTINO et al. (2000), num ensaio de armazenamento de esporos dos
fetos Dicksonia sellowiana e Cyathea caracasana, verificaram que a presenga de
dessecante para manter a humidade relativa inferior 4 humidade relativa
ambiente afecta negativamente a capacidade de germinagdo dos esporos.
Contrariamente, no presente estudo verificou-se que a perda de capacidade de
germinagdo ndo estd directamente relacionada com a presenga de agente
dessecante mas sim com o tempo de armazenamento.

Relativamente a influéncia do meio de cultura e da sua consisténcia, verificou-
se que a percentagem de germinagfo foi maxima nos meios MS e 4 MS liquidos
sem agitagiio (Tabela 2). No entanto, o tempo médio de germinagio foi mais
reduzido no meio MS. Para os ensaios em meio liquido com agitagio a
percentagem de germinagio diminuiu consideravelmente (Tabela 2), podendo-se
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concluir que a agitagdo nas condigdes ensaiadas afectou negativamente a
capacidade de germinag&io dos esporos.

Tabela 2. Influéncia da constitui¢do e da consisténcia do meio basal na percentagem de
germinagdo, tempo médio de germinagZo dos esporos e desenvolvimento dos gametéfitos
obtidos.

Tempo médio

Meio de Consisténcia do meio % de germinagdo® Pesenyolyimento
Cultura Germinagdo & (dias) ¢ dos gametdfitos
MS mod. D 0 — —
Liquido 70 46 ---
Liquido com agitacgo ° 58 39 --
MS Duas fases 48 39 ++
Liquido 100 22 +4++
Liquido com agitacdo 28 24 ++
. Duas fases 34 49 ++
ol Liquido 100 34 -
Liquido com agitagdo 27 28 + -

* Tempo médio considerado quando +50% dos esporos se encontravam a germinar; ° 25 rpm
+ + + Gametdfitos muito verdes, + + Gametéfitos verdes, + - Gametofitos pouco verdes, - - Gametéfitos
ligeiramente verdes, - - - Gametéfitos acastanhados

Dos resultados obtidos verifica-se que o meio MS modificado ndo é adequado
para a germinagdo de esporos de P. drepanum, contrariamente a resultados com
esporos de outras espécies de fetos (CONSTANTINO et al., 2000). Para além da
percentagem de germinagfio ser baixa, nos ensaios em que esta ocorreu os
gametofitos apresentaram cor acastanhada e um desenvolvimento muito lento
(Tabela 2). Dado que o que diferencia 0 meio MS modificado do meio MS ¢é a
auséncia de vitaminas, estes resultados parecem indicar que as vitaminas sdo
essenciais para a germinago dos esporos de P. drepanum.

De um modo geral, verificou-se que em todos os ensaios em que se testou o
meio em duas fases a percentagem de germinagao foi baixa e o tempo médio de
germinag&o elevado. Esta diminui¢@o da capacidade de germinag@o dos esporos
em meio semi-s6lido podera dever-se a problemas de toxicidade induzidos pelo
agar (DEBERGH, 1983).

Os gametofitos e os espordfitos obtidos foram cultivados em meio MS em
duas fases e apresentaram um desenvolvimento favoravel (Fig. 5 € 6). Ao fim de
trés semanas em cultura os esporofitos apresentavam raizes bem desenvolvidas
(10 - 20 mm) e novas frondes, foram transplantados para vasos e colocados em
condigbes de aclimatizagfo (Fig. 7). A percentagem de aclimatizagdo no final do
primeiro més de crescimento em estufa foi elevada (95%), tendo as plantas
apresentado bom desenvolvimento (Fig. 8).
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Figuras: 1. Pina de uma fronde fértil do feto Polystichum drepanum; 2. Tubos do ensaio
usados no armazenamento dos esporos sem e com silica gel; 3. Esporo em germinagio
ap6s 25 dias de inoculagdo (amp. = 400 x); 4. Gametofitos jovens com 57 dias
provenientes de esporos conservados durante 4 meses a -30 °C e humidade relativa <
20%.; 5. Pormenor de gametéfito maduro, proveniente de esporos conservados durante 2
meses a -80 °C e humidade ambiente; 6. Esporéfito jovem com 76 dias em meio MS total
semi-sélid; 7. Esporéfito a crescer ex vitro; 8. Aspecto geral de plantulas de P. drepanum
com 2 meses de aclimatizagdo a crescer em estufa.
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A partir dos resultados observados neste estudo podemos concluir que, apesar
dos esporos de manterem vidveis ao fim de 6 meses de armazenamento, a perda
da sua capacidade de germinacfio ¢ rapida. Provavelmente sera esta perda de
capacidade germinativa a responsdvel pelas dificuldades desta espécie se
regenerar naturalmente. E urgente efectuar novos estudos de armazenamento dos
esporos noutras condi¢gdes, no sentido de tentar prolongar o periodo de
armazenamento. Presentemente encontram-se a decorrer ensaios com o objectivo
de desenvolver um protocolo de micropropagagio para esta espécie.
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PRODUCAO IN VITRO DE PLANTAS DE DROSOPHYLLUM
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Gongalves, S., Jesus, J. & Romano, A. (2003). Produgéo in
vitro de plantas de Drosophyllum lusitanicum com vista a sua
conservagdo. Revista Biol. (Lisboa) 21: 17-27.

Este trabalho centrou-se na espécie Drosophyllum lusitani-
cum (L.) Link (Droseraceae), vulgarmente conhecida por
pinheiro baboso ou orvalho do pinhal, espécie perene rara,
insectivora, endémica do sudoeste da Peninsula Ibérica e do
nordeste de Marrocos. A propagagdo vegetativa desta espécie
pelas técnicas convencionais ndo foi até a data descrita. D.
lusitanicum sé pode ser propagada pela via seminal. No
entanto, a reduzida disponibilidade de sementes e a baixa
frequéncia de germinagdo e sobrevivéncia compromete a
disseminagdo da espécie. Foi objectivo deste trabalho
elaborar um protocolo de micropropagagdo para a espécie
Drosophyllum lusitanicum, partindo de sementes, com vista a
sua conservagdo. Foram identificadas varias populagdes no
Algarve de onde se recolheram sementes que foram germi-
nadas in vitro em meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) suplementado com 0,5 mg.l' BA e 0,1 mg.l' GA,.
Com os rebentos obtidos testaram-se varios meios para
multiplicago in vitro desta espécie, seleccionando-se o meio
MS suplementado com 0,2 mg.I"' de zeatina como o melhor.
Para indugfio de enraizamento utilizou-se a incorporagdo de
auxinas no meio de cultura. Os meios menos concentrados
em sais (1/2MS e 1/4MS) revelaram-se mais eficazes.
Embora as percentagens de enraizamento mais elevadas
tivessem sido obtidas com ANA, foi o AIA que permitiu o
melhor desenvolvimento das raizes.

Palavras-chave: germinagdo in vitro, micropropagagdo,
pinheiro baboso, planta insectivora.

Gongalves, S., Jesus, J. & Romano, A. (2003). In vitro
production of Drosophyllum lusitanicum plants. Revista Biol.
(Lisboa) 21: 17-27.

Drosophyllum lusitanicum (L.) Link (Droseraceae), com-
monly known as Portuguese sundew, is a rare perennial,
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insectivorous plant, endemic to the southwest of the Iberian
Peninsula and northwest Morocco. The vegetative
propagation of this species by conventional techniques has
not been described. D. lusitanicum can only be propagated by
seed. However, the limited seed availability and poor
germination frequency and survival reduce species
dissemination. The objective of this work was to develop a
method of in vitro propagation of D. lusitanicum using seeds
as explant, in order to preserve this species. Various
populations were identified in the Algarve region. The
collected seeds were in vitro germinated on MURASHIGE &
SKOOG (1962) medium supplemented with 0.5 mg.l" BA
and 0.1 mg.I"" GA;. The obtained shoots were used in several
proliferation assays. The best results were observed in MS
medium supplemented with 0.5 mgl! zeatin. For root
development media less concentrated in salts (1/2MS and
1/4AMS) were more favorable. The highest rooting frequency
was observed with NAA, however AIA allowed a better root
development.

Key words: in vitro germination, insectivorous plant,
micropropagation, Portuguese sundew.

INTRODUCAO

A espécie insectivora Drosophyllum lusitanicum (L.) Link (Droseraceae),
vulgarmente conhecida por pinheiro baboso ou orvalho do pinhal, é uma espécie
perene rara, endémica do sudoeste da Peninsula Ibérica e do nordeste de
Marrocos (MULLER & DEIL, 2001). A maioria das populagdes conhecidas
desta espécie localizam-se em locais sujeitos a intensa pressio humana e
urbanistica, em espec1al nas zonas costeiras. Em Espanha est4 incluida na lista de
espécies em perigo de extingdo (VALDES, 1996; OCANA ef al., 2000). Em
Portugal MULLER & DEIL (2001), identificaram 21 populagGes na Serra de
Monchique. No entanto, recentemente, CORREIA & FREITAS (2002)
analisaram a distribuigiio Portuguesa desta espécie e concluiram ter ocorrido uma
regressdo na sua distribui¢@io nos tltimos 60 anos.

D. lusitanicum é um caméfito, glanduloso, lenhoso na base. Possui folhas
sésseis, alternas, marcescentes € com enrolamento circinado (Est. 1 A). Em
Portugal pode atingir os 50 cm. O periodo de floragdo estende-se de Margo a
Agosto, durante o qual sdo produzidas, em média, cinco flores amarelas por
inflorescéncia (ORTENGA-OLIVENCIA et al., 1995).

Tanto quanto se sabe, D. lusitanicum ¢ a tnica planta carnivora capaz de se
desenvolver em solos secos, mal drenados, sobre surraipas. Como adaptagio ao
habitat hostil, esta planta desenvolveu folhas especializadas na captura de
insectos, com posterior digestdo das presas e absorgfo das substincias nutritivas.
A captura estd a cargo de inimeras glindulas produtoras de mucilagem que
cobrem praticamente toda a planta (Est. 1 B). O insecto, ao ser atraido, ou pela
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cor vermelha das glandulas (SLACK, 1969), pelo britho da mucilagem ou pelo
odor das secregdes (MEYER & DEWEVRE, 1894; QUINTANILHA, 1926;
SLACK, 1969), pousa na folha e fica preso na mesma. Este evento estimula a
planta a produzir enzimas digestivas que decompdem as substancias orgénicas da
presa em moléculas mais simples, que s3io absorvidas, compensando a
deficiéncia do solo em nutrientes. E de notar também que, dentro das plantas
carnivoras que possuem armadilhas do tipo adesivo, esta espécie ¢ uma das que
possui maiores dimens6es, dado que pode viver bastantes anos (CATARINO et
al., 1997). E devido a todas estas caracteristicas que D. lusitanicum se apresenta
como uma planta carnivora Unica entre todas as que optaram por esta estratégia
de vida.

A propagacdo vegetativa desta espécie pelas técnicas convencionais nio foi até
a4 data descrita. D. lusitanicum s6 pode ser propagada pela via seminal
(TILBROOKE, 1988; D’AMATO, 2000; CORREIA & FREITAS, 2002). No
entanto, a probabilidade de germinagio das sementes na proximidade de plantas
adultas da mesma espécie € reduzida, o que compromete a disseminagio da
espécie (CORREIA & FREITAS, 2002). Assim, a propagagdo in vitro
produzindo elevada quantidade de plantas em reduzido tempo (FAY, 1992)
poderd contribuir para a conservagdo de recursos genéticos desta espécie
(HAWKES et al., 2002), a semelhanga do que tem sido descrito na conservagdo
de diversas plantas em vias de extingdo (BENSON er al., 2000; IANKOVA et
al.,2001; BHATIA et al., 2002).

Foi objectivo deste trabalho elaborar um protocolo de micropropagagio para a
espécie Drosophyllum lusitanicum, partindo de sementes, com vista 3 sua
conservagéo.

MATERIAIS E METODOS
Germinacio in vitro

Foram efectuados estudos de campo tendo sido identificadas varias populagdes
de Drosophyllum lusitanicum no Algarve. Nessas populages recolheram-se
sementes que foram utilizadas nos ensaios de germinagéo.

As sementes foram desinfectadas com solugfio aquosa de lixivia comercial a
15%, a qual se adicionou 0,1% (v/v) de Tween 20, durante 15 minutos,
seguindo-se trés lavagens com agua estéril. Posteriormente, foram embebidas
em agua estéril e sujeitas a um choque de frio (§ °C) durante 2, 3 ou 4 dias.
Passado o periodo de frio, retirou-se o tegumento a metade das sementes (180
sementes) em condig¢Ses assépticas e estas foram imediatamente inoculadas em
meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) contendo 20 g.I"' de sacarose, 0,5
mg.l' de BA (benziladenina) e 0,1 mgl' de GA; (4cido giberélico). As
sementes foram incubadas a 25£2 °C, metade (90 sementes com tegumento e
90 sementes sem tegumento) as escuras € outra metade sob fotoperiodo de 16 h
(60 mmol m?s™).
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Multiplicacio

Os rebentos provenientes da germinagio das sementes, foram utilizados nos
ensaios de multlpllcagao Utilizou-se como meio base para estes ensaios o meio
MS contendo 20 g.I"' de sacarose. Foram testadas duas citocininas (zeatina e BA)
e duas concentra¢bes das mesmas (0,1 € 0,2 mg. I'"). Ap6s 6 semanas avaliou-se a
taxa de multiplicagfo e o comprimento do maior rebento.

Enraizamento

Como meio basal de enraizamento testou-se o meio MS e duas modificagdes
do mesmo (diluindo para 1/2 ou 1/4 os macronutrientes do meio MS). A
formagdo de raizes foi induzida pela incorporagéo de auxinas no meio de cultura,
tendo-se testado trés auxmas (AIA, ANA e AIB) e duas concentragdes das
mesmas (1 e 2 mgl'). Cinco semanas apds indugdo do enraizamento,
contabilizou-se a frequéncia de enraizamento, o numero de raizes desenvolvidas
por rebento e o comprimento da raiz mais longa.

Meios e condicﬁes de cultura

Os melos de cultura foram preparados a partir de solugdes-mae. Apos adigio
de 20 g.I'" de sacarose e 7 g.I"' de agar, o pH foi ajustado a 5,8 (com HCI 0,1 M
ou NaOH 0,1 M). A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita por autoclavagem
a 1 atm, 121 °C durante 20 minutos.

Nos ensaios de germinagdo utilizaram-se como recipientes de cultura tubos de
vidro (25 X 160 mm) contendo 10 ml de meio cada. Nos ensaios de multiplicagdo
e enraizamento utilizaram-se baldes Erlenmeyer de 500 ml contendo 80 ml de
meio cada.

As culturas foram mantidas em camara de crescimento 4 temperatura de 25+2 °C
com fotoperiodo de 16 h (60 mmol m? s™).

Quantificac¢iio dos resultados e tratamento estatistico

Nos ensaios de germinagdo in vitro, para cada combinagio de tratamentos
efectuados (com ou sem tegumento; 2, 3 ou 4 dias a 5°C; luz ou escuro)
testaram-se 30 sementes. Na multlpllcagao para cada citocinina (BA e zeatina) e
concentragdo (0,1 e 0,2 mg.l') testaram-se 30 rebentos. Nos ensaios de
enraizamento foram testados no total 180 rebentos.

Os resultados da fase d¢ multiplicagio foram avaliados estatisticamente
utilizando o programa SPSS. Efectuou-se uma andlise de varidncia e o teste de
Duncan para cada variavel (p<0.05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo verificou-se que a remogio do tegumento é essencial para que
ocorra a germinago das sementes, 4 semelhanga do que tem sido descrito para
outras espécies (PINHEIRO et al., 2001). Quando este tegumento ndo foi
removido ndo se verificou germinagio.
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A taxa de germinagdio das sementes de D. lusitanicum foi afectada pelo
periodo de frio a que foram submetidas e pelas condi¢des de luz durante o
processo de germinagdo. A percentagem de germinagdo mais elevada (75%)
obteve-se quando as sementes permaneceram durante 4 dias a 5 °C e foram
expostas a luz durante o periodo de germinagfo in vitro (Fig. 1).
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Figura 1. Influéncia de diferentes periodos de frio (5°) e da luz ou escuro na germinag#o in
vitro das sementes de D. lusitanicum. Resultados obtidos ao fim de um més de
germinagdo.

A dorméncia das sementes ¢ afectada por factores ambientais, pelas condigdes
de armazenamento das sementes e pelo estado fisiologico da planta-m3e durante
a maturagdo (TOOLE & TOOLE, 1953; ROBERTS, 1963). A quebra da
dorméncia das sementes por tratamento de frio é referenciada para varias
espécies (ARBELOA et al. 2000; HOQUE et al. 2001; IANKOVA et al. 2001).

Para qualquer um dos periodos de frio testados, a percentagem de germinagio
mais elevada verificou-se quando as sementes foram expostas a luz apds
inoculag@o. Durante a cultura das sementes verificaram-se dois tipos de resposta,
a formag#o de callus e a formagao de rebentos completos (Est. 1 C e D).

A fase de multiplicagdio ¢ de grande importincia durante o processo de
micropropagagdo, uma vez que o seu objectivo € a produgdo rapida de 6rgdos ou
outras estruturas que possam ulteriormente regenerar novas plantas
(MURASHIGE, 1974). Este processo ¢ normalmente induzido pela adi¢fo de
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citocininas ao meio de cultura (DEBERGH & READ, 1991). Na Figura 2
apresentam-se as taxas de multiplicagdo e o comprimento do maior rebento, para
os diferentes meios testados.

O meio MS suplementado com 0,2 mg.I" de zeatina permitiu obter taxas de
multiplicagdo significativamente superiores (p<0,05) bem como, um maior
alongamento dos rebentos (Fig. 2) (Est. 1 E).
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Figura 2. Efeito das citocininas zeatina e BA nas concentragdes 0,1 e 0,2 mg.l", na taxa
de multiplicagio e comprimento do maior rebento (6 semanas apés inoculagfio). Os
valores representam médias + erro padrdo de 30 rebentos por citocinina € concentragéo.

Ao contréario do que tem sido referido para outras espécies carnivoras como
Nepenthes macfarlanei (CHUA & HENSHAW, 1999) e Dionaea muscipula
(ZHOU et al., 2000), a citocinina benziladenina nfo se mostrou eficaz na
multiplicagdo dos rebentos. Apesar de se verificar a produgio de rebentos estes
apresentavam um aspecto vitrificado. Este fenomeno tem sido frequentemente
associado a presenca desta citocinina no meio de multiplicagio (NOBRE, 1996;
CUENCA & AMO-MARCO, 2000; PAEK et al., 2000). Este fenémeno é
caracterizado essencialmente por alteragdes anatomicas, fisiologicas e
morfologicas nas culturas, em especial nas folhas (folhas espessas, alongadas,
translicidas, com menor conteudo em clorofila, entre outras), provocando uma
diminui¢do da capacidade de multiplicagdo, de enraizamento e aclimatizago
(Z1V, 1991).

No continuar deste trabalho as taxas de multiplicagdo obtidas podero vir a ser
optimizadas testando concentragdes de zeatina mais elevadas ou outras
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citocininas. Meios de cultura menos concentrados em sais (diluigSes dos
macronutrientes de MS) tém-se mostrado eficazes para outras plantas carnivoras
(CHUA & HENSHAW, 1999; ZHOU et al., 2000).

O ANA quando adicionado ao meio MS e 1/2MS, e o AIB quando adicionado
a0 meio 1/4MS, permitiram obter as percentagens de enraizamento mais
elevadas (Fig. 3). No entanto, as raizes assim desenvolvidas apresentaram
reduzido alongamento devido a elevada formagdo de callus basal. CUENCA &
AMO-MARCO (2000) observaram em plantas de Salvia valentina que 0 ANA
induziu a formagdo de raizes muitos curtas. Elevadas concentragdes de AIB
podem induzir a formagdo de callus na base dos rebentos (FORD et al., 2000,
HUANG et al., 2000). Esta formagdo pode impedir o desenvolvimento de raizes,
quer bloqueando fisicamente o desenvolvimento dos primérdios radiculares, quer
por comprometer a continuidade vascular entre as raizes e o caule (ELIASSON,
1981; THORPE, ef al., 1991). Torna-se entdo, necessario baixar a concentragdo
das auxinas para permitir o alongamento das raizes. FORD et al. (2000)
obtiveram bons resultados transferindo os rebentos para meio de cultura com
baixas concentragdes de AIB, ap6s a permanéncia em meio suplementado com
esta auxina a concentragdes mais elevadas, durante poucos dias.
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Figura 3. Efeito de trés meios base (MS e duas diluigdes do mesmo, 1/2 e 1/4) e de trés
auxinas (AIA, ANA e AIA) a duas concentragbes (1 ¢ 2 mg.l") na frequéncia de

enraizamento (5 semanas apds inoculagfo). Por cada tratamento testaram-se 10 rebentos,
fazendo um total de 180 rebentos testados.
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Estampa 1. A - Planta de D. lusitanicum no campo; B — Pormenor das folhas mostrando
indimeros insectos presos na mucilagem; C e D — diferentes tipos de resposta da
germinagdo das sementes, callus e rebento completo, respectivamente (D tubos = 25
mm); E — rebentos em fase de multiplicagdo (baldo de 500 ml); F — plantulas enraizadas
(@ caixa = 110 mm); G - plantula em fase de aclimatizagdo (vaso de 350 ml).

CHUA et al. (1999) ¢ ZHOU-KANG et al. (2000) descrevem o ANA e os
meios menos concentrados em sais como mais eficazes no enraizamento de
outras espécies de carnivoras. O AIA apesar de permitir obter menores
percentagens de enraizamento, permitiu um maior alongamento das raizes
formadas. Resultados semelhantes foram descritos por CUENCA & AMO-
MARCO (2000). Esta auxina ¢ muito instével, sendo a maior parte removida por
oxidagdo fotoquimica e/ou enzimética logo nos primeiros dias de cultura,
estando apenas presente em concentragdes elevadas durante o periodo inicial, ou
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seja quando os meristemas se estdo a formar. Segundo DE KLERK et al. (1999)
numa fase mais avangada do processo de rizogénese, elevadas concentragGes de
auxinas s3o inibitorias para o desenvolvimento das raizes. Isto pode explicar o
melhor desenvolvimento das raizes em meio suplementado com AIA, uma vez
que este jé tera sido degradado no momento do alongamento das raizes. Segundo
o0s mesmos autores para que a frequéncia de enraizamento seja aumentada, esta
auxina tera de ser utilizada efn concentragdes superiores.

As plantulas provenientes do enraizamento in vitro encontram-se em periodo
de aclimatiza¢do (Est. 1 F ¢ G). Apds aclimatizagdo as condi¢des externas as
plantas micropropagadas serdo reintroduzidas em campo e sera acompanhada a
sua adaptagdo as condig¢des naturais.

A conservagio in vitro de D. lusitanicum esta a ser efectuada mantendo as
culturas em crescimento continuo, transferindo-as para meio fresco em intervalos
de tempo regulares (6 semanas). Este método proporciona material em
crescimento activo em qualquer altura.

Os sistemas de conservagdo in vitro apresentam numerosas vantagens de que
se destacam, a auséncia de erosdo genética, as altas taxas de multiplicagfo, as
reduzidas necessidades de espago e a facilidade na mobilidade do germeplasma
(ROMANO & MARTINS-LOUGCAO, 1998). No continuar deste trabalho,
pretendem-se desenvolver outras metodologias de conservagdo para esta espécie,
nomeadamente recorrendo a crioconservagdo das sementes em azoto liquido.
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MICROPROPAGAC{&O DE ADELFEIRA. CONTRIBUTOS PARA
A CONSERVACAO E REPRODUCAO DE UMA ESPECIE
ENDEMICA DA SERRA DE MONCHIQUE

R. Almeida, S. Gong¢alves & A. Romano
Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais, Universidade do Algarve,
Campus de Gambelas, 8005-139 Faro

Almeida, R., Gongalves, S., Romano, A. (2003). Micropro-
pagagéio de adelfeira. Contributos para a conservagiio e
reproducdo de uma espécie endémica da serra de Monchique.
Revista Biol. (Lisboa) 21: 29-42.

Rhododendron ponticum subsp. baeticum (adelfeira) é um
endemismo ibérico confinado as serras de Monchique e
Caramulo, onde € protegida desde 1971 na reserva Boténica
do Cambarinho. Foi objectivo deste trabalho desenvolver um
protocolo de propagagéo in vitro de adelfeira, com vista 4 sua
reintegragio no seu habitat natural (Foia, Serra de
Monchique).

A propagagdo vegetativa por estaca obrigaria 3 utilizagdo de
grande quantidade de material vegetal, obrigando a cortes
muito extensos nas plantas existentes. Assim, o uso de plantas
micropropagadas € uma abordagem interessante uma vez que
se parte de quantidades de material muito reduzidas,
permitindo manter as plantas-mde sem comprometer a sua
sobrevivéncia e normal desenvolvimento. Este aspecto é
importante quando se trata de plantas em vias de exting#o.
Neste estudo a zeatina revelou-se a citocinina mais eficaz na
fase de multiplicag@o, permitindo obter o maior niimero de
rebentos, tanto a partir de segmentos nodais como de dpices
(3,9 £ 0,2 rebentos / cultura). Embora se tenha observado a
formag@o de raizes com a incorporagdo de auxinas no meio de
cultura, a imersdo basal dos rebentos em solugdo concentrada
de auxina (AIB, ANA) durante | min. permitiu obter
frequéncias de enraizamento superiores (91-100%). As
plantas produzidas foram aclimatizadas (33%) e encontram-se
em fase de endurecimento no exterior para serem reintro-
duzidas no campo.

Palavras-chave: adelfeira, conservagio ex situ, micropropaga-
¢do, planta em extingdo, propagaco in vitro.
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Almeida, R., Gongalves, S., Romano, A. (2003). Micropro-
pagation of Iberian rose bay. Contribution to the conservation
and reproduction of an endemic plant of Monchique
mountain. Revista Biol. (Lisboa) 21: 29-42.

Rhododendron ponticum subsp. baeticum is an endemic plant
confined to the mountains of Monchique and Caramulo. It is
an endangered species and, therefore, it is of utmost
importance the optimization of propagation techniques for
this species. The aim of this work was to develop a
micropropagation protocol for this species in order to produce
plants to reintroduce in its natural habitat (Foia, Serra de
Monchique).

The vegetative propagation by cuttings does not seem
adequate for propagating this plant since it involves large
quantities of plant material. The use of micropropagation is
more satisfactory since the explants used are very small, and
their excision does not endanger mother-plants.

In this study zeatin was the most efficient cytokinin for shoot
multiplication, for both type of explants, apical shoots and
nodal segments (3.9 + 0.2 shoots / culture). For rooting two
methods were tested: the inclusion of auxins in the rooting
media or the basal dipping of the shoots in auxin solution
(IBA, NAA) for 1 min. The basal dipping was more efficient
in terms of rooting frequency (91-100%). The in vitro
produced plants were acclimatized (33%) and are growing
outside for hardening before being transplanted to the field.

Key words: endangered species, ex situ conservation, Iberian
rose bay, in vitro propagation, micropropagation.

INTRODUCAO

Os Rododendrons s3o plantas da familia Ericaceae, género Rhododendron.
Trata-se de um género diverso, de arvores e arbustos de folhagem persistente,
semi-persistente ou caduca (PAGE & OLDS, 1999). Actualmente existem cerca
de 800 espécies ¢ milhares de cultivares, em contraste com 15 espécies
conhecidas hd um século, sendo a razio deste aumento a facilidade com que
hibridizam (MACOBOY’S, 1992).

Rhododendron ponticum L. subsp. baeticum (Boissier & Reuter) Handel-
Mazzetti, ¢ um endemismo ibérico confinado as serras de Monchique e
Caramulo (DIAS & NOGUEIRA, 1973-74), onde é protegida desde 1971 na
reserva Botdnica do Cambarinho (Decreto Lei 364/71). E um representante da
flora portuguesa, de raro interesse cientifico e invulgar beleza decorativa, que se
encontra ameagado de extingo (NEVES, 1964). Segundo MARIZ (1901), a
descoberta em Portugal deste Rhododendron foi feita em 1799 pelo Conde de
Hoffmansegg e pelo Prof. Link, na Serra de Monchique. Esta espécie foi incluida
pelo Ministério da Agricultura no relatério da FAO "International Technical
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Conference on Plant Genetic Resources" (1996) como uma espécie ornamental
da flora espontinea portuguesa, com elevado e imediato interesse econdmico, e
sujeita a erosdio genética acelerada. Em Espanha esta planta existe apenas na
regido da Andaluzia e estd catalogada como espécie em perigo de extingio,
sendo protegida pelo Decreto 104/94. A area de implantagio da espécie nestes
locais tem vindo a diminuir nas Wltimas décadas devido a recolhas exageradas,
aos fogos e devido a actividade humana. Esta planta é hoje considerada rara e em
perigo de extingdo (MEJIAS e al., 2002).

A serra de Monchique numa extensdo de 76000 ha integra-se na Rede Natura
2000, sendo considerada Espago Natura Grau 1. Mais de 14 ecossistemas foram
declarados merecedores de protecgdo especial. A 4drea de implantagdo da
adelfeira, nesta zona, tem vindo a diminuir drasticamente nas ultimas décadas
devido as grandes pressdes antropicas sofridas, nomeadamente com a introdug¢io
indiscriminada de eucalipto (MABBERLEY & PLACITO, 1993), tendo sido
considerada planta rara e em perigo de extingdo (DIAS, 1986). Presentemente, na
Serra de Monchique encontra-se em pequenos aglomerados apenas na zona da
Foia.

A adelfeira é um arbusto de copa ampla e densa com folhagem persistente, que
pode atingir 3 metros de altura. As flores, violdceo-purpureas, estdo dispostas em
corimbos (PEREIRA COUTINHO, 1939; AFONSO, 1991). Na Foia esta planta
floresce em Junho, sendo a sua folhagem venenosa por ingestio (MABBERLEY
& PLACITO, 1993). E uma planta com varias possibilidades de utilizagdo como
ornamental devido as suas vistosas flores violaceas e ao seu porte. A planta
inteira, podera ser utilizada em projectos de jardinagem e paisagismo, € a sua
folhagem e as suas vistosas flores poderfio ser utilizadas em arranjos florais
(DIAS, 1986; COSTA, 1996; MOLINA et al., 1997).

Dadas as dificuldades de propagagfio seminal manifestadas pela espécie em
condigdes naturais (MEJIAS ef al. 2002), torna-se necessario desenvolver vias
alternativas de propagagdo para a espécie. A propagagfio vegetativa tradicional
por estaca ndo parece ser a metodologia mais adequada pela grande quantidade
de material vegetal necessario, o que obrigaria a cortes muito extensos nas
plantas existentes. A micropropaga¢fio, utilizando por¢Ses de material de
reduzidas dimensdes, ndo afecta o normal desenvolvimento das plantas-mie. A
propagagéio in vitro, produzindo elevada quantidade de plantas em reduzido
tempo, apresenta-se como uma potencial alternativa para a propagacdo de
espécies de alto valor econémico e/ou ecoldgico, cuja multiplicagdo pelas vias
tradicionais se torna dispendiosa e de dificil aplicacdo (DEBERGH &
ZIMMERMAN, 1991), contribuindo para a conservagio de recursos genéticos
desta espécie (FAY, 1992; HAWKES et al., 2000).

O uso de métodos biotecnolégicos na gestdo dos recursos genéticos é no
presente uma pratica corrente, sendo cada vez mais utilizados na conservagio de
plantas raras ou em perigo de extingdo (SUDHA et al., 1998; BENSON et al.,
2000; IANKOVA et al., 2001; BHATIA et al., 2002).
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Este trabalho integra-se num projecto de investigagdo que tem como objectivo
especifico desenvolver um protocolo para a propagacio in vitro de adelfeira, com
vista & sua reintegragdo em solos degradados da Serra de Monchique. Como
objectivos gerais, este estudo visa a conservagio da espécie, a multiplicagdo em
massa por métodos biotecnolégicos e a reintrodugdo das plantas micropro-
pagadas no seu habitat natural.

MATERIAIS E METODOS
Estabelecimento in vitro

O estabelecimento in vitro foi efectuado a partir de explantados provenientes
de ramos recolhidos no campo (Foia, Serra de Monchique) (Est. 1A). Estes
foram desinfectados com NaOCl a 25% durante 20 min., seguindo-se trés
lavagens com agua estéril. Apos a desinfec¢fo, os dpices vegetativos € os
segmentos nodais foram cultivados individualmente em tubos de vidro (25 x 160
mm), contendo 10 ml de meio de cultura, constituido por macronutrientes de
ANDERSON (1984) (And), micronutrientes ¢ vitaminas de MURASHIGE &
SKOOG (1962), 0,5 mg.I' de 6-benziladenina (BA), 20 g.l'de sacarose e
solidificado com 7 g.I"' de agar. O pH foi ajustado a 5.7 e o meio autoclavado a
121 °C, 1 atm., durante 20 min. As culturas foram mantidas em condigdes
ambientais controladas a 2542 °C, com fotoperiodo de 16 h e intensidade
luminosa de 55 pmol m™s’.,

Decorridos trinta dias apds iniciagdo, os explantados vidveis tinham
desenvolvido apenas um rebento (15-24 mm), com 4-5 folhas. Estes foram entdo
separados em d4pices e segmentos nodais, e transferidos para meio de
multiplicagdo.

Multiplicacio e alongamento de rebentos

Para multiplicagdo dos rebentos foi testado o meio basal acima referido com
combinagbes de diferentes reguladores de crescimento a diferentes
concentragdes.

Inicialmente foram testadas as citocininas BA, cinetina, 6-(y,y-
dimethylallylamino)-purina (2iP) e zeatina, nas concentragdes 1,5 ¢ 4 mg.l”,
combinadas com a auxina 4cido indolacético (AIA) nas concentragdes 0,5 ¢ 1
mg.I''. Numa fase posterior, foram testadas diversas concentragdes de zeatina,
combinadas ou ndo, com o AIA, nomeadamente: zeatina a 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5
(mg.I'") e o balango zeatina : AIA 1,5:0,5; 3:1; 4:1 e 5:2 (mg.I'H.

Cada periodo de multiplicagdo teve a duragdo de oito semanas, tendo as
culturas sido mantidas nas condi¢des anteriormente referidas.

Enraizamento in vitro

Nos ensaios de enraizamento utilizaram-se rebentos com 3 cm de
comprimento, seleccionados a partir de culturas a crescer no meio base sem
reguladores de crescimento durante uma semana (Est. 1C).
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Foram testados dois métodos de indugdo radicular, a incorporagdo de
auxinas no meio de cultura e a imersdo basal dos rebentos em solugdo auxinica
concentrada, seguida de cultura em meio sem reguladores de crescimento.

Foram testados dois meios de cultura para expressdo e desenvolvimento
radicular: And e 1/2And (no qual se reduziu para metade os macronutrientes),
suplementados com 1 ou 2 mg.l" de 4cido naftalenoacético (ANA), acido
. indolbutirico (AIB) ou acido indolacético (AIA).

No método de imersdo basal, a base dos rebentos foi imersa em solugdo
de ANA ou AIB (1 g.I'") durante 2 min., seguindo-se a inoculagdo dos rebentos
em meio de cultura (And e 1/2And) sem reguladores de crescimento. Neste
ensaio testou-se a influéncia de luz ou escuriddo durante a primeira semana de
enraizamento.

Como recipientes de cultura foram utilizados tubos de vidro (32 x 200
mm) com 20 ml de meio. O periodo de enraizamento foi de oito semanas nas
condigdes atras descritas.

Aclimatizacio

As plantulas com raiz (Est. 1D) foram retiradas do meio de cultura,
lavadas dos residuos de meio e transplantadas individualmente para vasos de
150 ml de capacidade contendo substrato constituido por uma mistura de turfa e
vermiculite (2:1, v/v). Apés envasamento as plantulas foram colocadas em
estufim de aclimatizagio sob intensidade luminosa de 70 pumol m? s e
temperatura de 2512 °C. A humidade relativa nas primeiras trés semanas foi
mantida a 98%, sendo este valor reduzido gradualmente até 70%. Ao fim de oito
semanas as plantulas foram transplantadas para vasos de 350 ml de capacidade e
foram colocadas em caixas de polietileno transparente com tampa e colocadas
no exterior (Est. 1E). Decorridos dois meses foram gradualmente abertas.
Posteriormente as plantas foram transferidas para vasos de maior capacidade e
colocadas ao ar livre.

Quantificagdo dos resultados e tratamento estatistico

Para cada meio de multiplicagfo foram testados 30 rebentos. Decorridas
oito semanas registou-se o numero de rebentos desenvolvidos por explantado e
o comprimento do maior rebento.

Nos ensaios de enraizamento com incorporagdo de auxinas no meio de
cultura, testaram-se 30 rebentos para cada meio de cultura (And e 1/2And),
auxina (ANA e AIB) e concentragfio. No caso da imersdo basal em cada uma
das combina¢des, meio de cultura (And e 2And), auxina (ANA e AIB) e luz ou
escuro, testaram-se 50 rebentos. Ao longo da fase de aclimatizagio registou-se
trimestralmente a percentagem de sobrevivéncia € o crescimento em altura das
plantas.

A andlise dos dados foi feita no programa SPSS. Os resultados foram
avaliados estatisticamente através de andlise de varidncia. Para valores de F
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significativos compararam-se as médias pelo teste de Duncan para p<0,05. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de médias + erro-padrio, sendo os
valores significativamente diferentes assinalados com letras diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Multiplicacdo e alongamento de rebentos

A fase de multiplicagdo é de grande importincia durante o processo de
micropropagagdo, uma vez que o seu objectivo é a produgo rpida de 6rgdos ou
outras estruturas que possam ulteriormente regenerar novas plantas
(MURASHIGE, 1974). Todas as espécies vegetais requerem um estudo para
encontrar a melhor relagdo de reguladores de crescimento que permita optimizar
o seu desenvolvimento in vitro (TAJI & WILLIAMS, 1996). O efeito das
citocininas varia de acordo com o seu tipo, concentragdo, tipo de cultura e
espécie em estudo. As auxinas podem também ser utilizadas durante a fase de
multiplicagio em combinagfio com as citocininas, estimulando o alongamento
dos rebentos (MINOCHA, 1987).

Neste trabalho na auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultura
ndo se verificou a formagdo de rebentos, tal como foi verificado por McCOWN
& LLOYD (1983) noutras espécies de Rhododendron.

Conforme se pode observar na Figura 1 a multiplicagdo de rebentos foi
conseguida tanto a partir de 4pices como de segmentos nodais. Das quatro
citocininas testadas em combinagdo com o AIA, a zeatina foi a que melhores
resultados permitiu relativamente ao nimero médio de rebentos desenvolvido. O
balango 4 mg.I"' zeatina + 1 mg.I"' AIA apresentou resultados significativamente
superiores (p<0,05), nos dois tipos de explantados.

Os resultados observados com as citocininas cinetina ¢ BA confirmam
resultados anteriores que indicam os rododendrons como nfo respondendo a
estas citocininas sintéticas (FORDHAM et al.,, 1982). Nos meios contendo
zeatina ¢ 2iP observou-se a formagédo de callus basal com posterior regeneragio
de rebentos adventicios (Est. 1B).

O alongamento dos rebentos foi superior nos meios suplementados com as
combinagdes zeatina:AIA e 2iP:AlIA, para os dois tipos de explantados (Fig. 1).

Quando se adicionou apenas zeatina ao meio de multiplicagio (Fig. 2), a
concentragio de 1 mg.l"' permitiu obter um nimero de rebentos significati-
vamente superior (p<0,05) para os 4pices. Para os segmentos nodais este
resultado ndo foi significativamente diferente do observado com 1,5 mg.I" de
zeatina. A adigdo de AIA (4:1, 3:1 e 5:2; mg.I'') ao meio contendo zeatina ndo
afectou significativamente os resultados.

O tamanho dos rebentos desenvolvidos pelos apices foi significativamente
superior (p<0,05) para as concentragdes de 1 e 1,5 mg.I" (Fig. 2), enquanto que
nos segmentos nodais sé foram observadas diferengas significativamente
inferiores quando a concentrag¢do de zeatina foi mais baixa (0,1 mg.I"") (Fig. 2). A
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adigdo de auxina ao meio de multiplicagdo ndo estimulou o alongamento dos
rebentos (Fig. 2).

5
o 45
2
g
e
s 3f
=
=]
2
~
E 2}
g
£
E 1r ¢S
[
0 |—
E
E
2 20
g
=
E a
o 15 be T
2 == a —
: <) -
© 'Q“ |
® 10} "‘4 b
g <)
g <4 —
E Ped — <
T <L ] -
s 5 ’0‘
£ % [
S % N
) ) NE
Apices Segmentos nodais
1,5 mg.!" zeatina + 0,5 mg.I" AIA [ZZ1 1,5 mg,I" cinetina + 0,5 mg.i" AIA
B8 4 mg.l" zeatina + 1 mg.I' AIA E= 1,5mgI' BA +0,5 mg.I" AlA
EE 1,5 mgd” 2iP +0,5 mg.I" IAA K3 4 mg.I' BA + 1 mgl' AlA

[ 4 mg.I" 2iP + 1 mg.I" AIA

Figura 1. Influéncia do balango citocinina:auxina no nimero de rebentos e no
comprimento do maior rebento, no final do periodo de multiplicagdo (8 semanas). Para
cada tipo de explantado e varidvel, letras diferentes representam médias significativa-
mente diferentes (p<0,05).
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Figura 2. Influéncia da concentragdo de zeatina e do balango zeatina:AIA no numero de
rebentos e no comprimento do maior rebento, no final do periodo de multiplicagdo (8
semanas). Para cada tipo de explantado e varidvel letras diferentes representam médias
significativamente diferentes (p<0,05).

No final do periodo de multiplicagdo os rebentos com tamanho adequado
(cerca de 1,5 cm, Fig. 2) para serem enraizados foram transferidos para meio de
cultura sem reguladores de crescimento, onde foram mantidos durante uma
semana (Est. 1C). Este procedimento teve como objectivo libertar os rebentos da
acgdo das citocininas tornando-os mais reactivos ao estimulo auxinico
(BOLLMARK & ELIASSON, 1986)
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Enraizamento in vitro

Para que o enraizamento in vitro de rebentos micropropagados de adelfeira
seja um processo viével torna-se necessario recorrer ao uso de auxinas uma vez
que na sua auséncia a frequéncia de enraizamento foi de apenas 10%. Os
rebentos inoculados em meio contendo AIA ndo desenvolveram raizes. Este
resultado podera ter ocorrido devido a acgdo desta auxina decrescer rapidamente
no tempo, quando os meristemas radiculares estdo em formagéo (DE KLERK et
al., 1999).

Embora o enraizamento seja principalmente controlado pelas auxinas, outros
factores endogenos e exogenos influenciam o sucesso deste processo,
nomeadamente o meio de cultura. Neste trabalho verificou-se formagio de raizes
em todos os meios de cultura suplementados com auxinas. O meio '2And
permitiu obter frequéncias de enraizamento superiores para ambas as auxinas e
concentragdes testadas, 4 excepgdo de 1 mg.I'' de ANA (Fig. 3).
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Figura 3. Influéncia do meio de cultura (And e 1/2And) e das auxinas ANA (1 € 2 mg.I™"
e AIB (1 e 2 mg.I'") na frequéncia de enraizamento.

A redugdo dos sais no meio de cultura parece favorecer a formagdo e
desenvolvimento das raizes de Rhododendron a semelhanga do que tem sido
observado em outras espécies lenhosas (KOOI et al., 1999; KAMENICKA &
LANAKOVA, 2000; SAADAT & HENNEERTY, 2001).

Relativamente a imersdo basal dos rebentos, verificou-se que em qualquer dos
casos a frequéncia de enraizamento foi elevada, variando entre os 91% e os
100% de rebentos enraizados (Tab. 1).

A escuriddo durante a primeira semana de enraizamento, ndo provocou um
aumento consideravel da frequéncia de enraizamento, a semelhanga de resultados
obtidos por CABONI et al. (1992) em macieira.
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Tabela 1. Efeito do meio basal (And e “4And), das auxinas (ANA e AIB, 1 g.I"') aplicadas
por imersdo basal dos rebentos, da luz ou escuro, durante a primeira semana de
enraizamento, na frequéncia de enraizamento, nimero de raizes desenvolvidas por rebento
€ comprimento da raiz mais longa. )

Comprimento da

Meio Auxina  Tratamento .% Num'e - raiz mais longa
Enraizamento de raizes
o . (mm)
And ANA Luz 96 7+1b 5,86 £ 0,64 be
And ANA Escuro 96 6+1b 6,02+£0,52¢
Y2And ANA Luz 91 7x1b 6,46 £0,79 ¢
YaAnd ANA Escuro 100 7+0b 6,04 £0,53 ¢
And AlIB Luz 93 60D 8,00 £ 0,86 be
And AIB Escuro 94 9t1a 7,85 % 0,66 be
Y2And AIB Luz 94 10+1a 9,29+0,87b
YaAnd AIB Escuro 100 10x1a 14,49+ 1,29a
Andlise ANOVA
Meio (A) *okok * %
Auxina (B) *rE ) il
Tratamento (C) ns ns
A X B %% &k k
AXC ns wok
BxC ns *
AxBxC ns *

Os valores representam as médias * ep. Efectuou-se uma anélise ANOVA tri-factorial; ns,
*, %% xx* | representam ndo significativo, significativo para p<0.05, p<0.01 ¢ p<0.001,
respectivamente. Efectuou-se uma andlise de varilncia simples e o teste de Duncan
(Duncan’s New Multiple Range Test) para cada varidvel. Na mesma coluna valores
seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (p<0,05).

_ Utilizando o meio basal 1/2And, AIB e escuro, durante a primeira semana de
enraizamento, conseguiu-se obter simultaneamente elevada frequéncia de
enraizamento e elevado numero e comprimento das raizes (Tab. 1, Est. 1D).

Aclimatizac¢io

A maioria das espécies necessita de um periodo de aclimatizagdo as novas
condigdes, de modo a garantir que as plantas sobrevivam a transferéncia para o
solo. As dificuldades de aclimatizagdo das plantas produzidas in vitro resultam
principalmente do fraco controlo da perda de agua por parte das folhas (PREECE
& SUTTER, 1991; ROMANO & MARTINS-LOUCAO, 2003).

A taxa de sobrevivéncia de plantas micropropagados de Rhododendron
ponticum subsp. baeticum no final do primeiro ano de aclimatizagio foi de 33%,
¢ o crescimento mais acentuado (25 cm) verificou-se entre os 9 € os 12 meses de
aclimatizagdo (Fig. 4).
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A fase de aclimatizagfio apresenta-se como um obsticulo ao sucesso de
propagagio in vitro de Rhododendron ponticum subsp. baeticum pelo que se
torna importante a optimizagio de metodologias que permitam o aumento da
sobrevivéncia das plantas micropropagadas.

Novos ensaios de aclimatizagdo estdo a decorrer no sentido de serem
optimizados estes resultados, bem como as condi¢des de adaptagdo das plantas
ao seu habitat natural.

Presentemente as plantas micropropagadas, com dois anos, encontram-se em
fase de endurecimento no exterior (Est. 1F), com vista ao seu transplante para
um antigo eucaliptal situado na zona da Foia (Serra de Monchique).
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia e crescimento ao longo do periodo da aclimatizagdo de
plantas micropropagadas de Rhododendron ponticum subsp. baeticum.

CONCLUSOES

A adelfeira (Rhododendron ponticum subsp. baeticum) pode ser cultivada in
vitro em meio de cultura suplementado com zeatina. Os rebentos micropro-
pagados podem ser enraizados recorrendo a imersdo basal dos rebentos em AIB
(1 g.I'") e posterior inoculagdio em meio 1/2And, com 100% de sucesso. Contudo,
a fase de aclimatizagfo necessita ser optimizada de forma a incrementar a
percentagem de plantas sobreviventes. Para tal pretendem-se realizar ensaios de
enraizamento ex vitro.

Os resultados obtidos permitem perspectivar a utilizagdo, com sucesso, destas
metodologias, demonstrando como a biotecnologia vegetal pode ser um
contributo relevante na conservagio e gestio dos recursos genéticos vegetais.
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Estampa 1. Diferentes aspectos do processo de propagagdo in vitro de adelfeira. A -
Plantas de adelfeira em flor no seu habitat natural (Foia- Monchique); B — Cultura em fase
de multiplicag@o, sendo visiveis numerosos rebentos desenvolvidos a partir do callus
basal; C - Rebentos aptos a serem enraizados; D - plintula enraizada in vitro; E - Plantas
no final do primeiro més de aclimatizagdo; F - Plantas com dois anos em fase de
endurecimento ao ar livre.
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Clavijo, A., Diaz Barradas, M. C., Zunzunegui, M., Ain-Lhout,
F., Alvarez Cansino, L., Correia, O. & Garcia Novo, F. (2003).
A conservagdo de Corema album no litoral atlantico da
Peninsula ibérica; a influéncia de dispersores animais na
regeneragdo natural. Revista Biol. (Lisboa) 21: 43-56.

Corema album é uma espécie didica endémica da costa
Atlantica da Peninsula Ibérica. Esta espécie cresce em solos
dunares que estdo muito ameagados em diversos pontos da
sua area de distribuigdo, devido a crescente pressio
urbanistica das zonas litorais e as reflorestagdes intensas com
pinheiros, acacias, retamas e outras espécies exdticas. Com a
finalidade de poder estabelecer no futuro planos de
conservagdo e regeneragdo desta espécie, é preciso conhecer a
sua biologia reprodutiva e a capacidade de regeneragdo
natural.

Os individuos femininos produzem bagas esféricas, de cor
branca ou suavemente rosada, ricas em agua e aguicar, que sdo
consumidas por numerosos animais, especialmente coelhos,
raposas € diversas aves como melros e gaivotas. A produgio
de frutos € muito varidvel, quer entre zonas, quer entre
individuos da mesma zona. O nimero de frutos/m*> de
cobertura de planta varia entre 200 em individuos velhos da
praia de Monte Velho em Santo André e na mata de Monte
Gordo ambos em Portugal, até valores de 10.000 em Sio
Jacinto (Portugal) e no Asperillo (Espanha).

Na zona de Asperillo estuddmos a germinagdo natural e
pudemos observar que no Outono ha numerosos frutos sobre
a areia, especialmente junto a plantas femininas adultas, mas
também ha sementes nos excrementos fundamentalmente de
coelhos. Apos as primeiras chuvas comegam a germinar as
novas plantulas mas com um padrio de distribui¢do muito
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irregular, geralmente em zonas abertas associadas a latrinas
destes animais. A probabilidade de sobrevivéncia destas
plantulas depende do padrio de distribuigdo das chuvas, cerca
de 80% morre ainda na fase de cotilédones e s6 um 1-2% das
plantulas pode chegar ao ano seguinte.

Os ensaios de germinag@o em condigdes de laboratério, foram
realizados com frutos recolhidos em Setembro, dos quais
foram extraidas as sementes. Estas foram sujeitas a diferentes
tratamentos  experimentais: sementes sem  qualquer
tratamento, tratamento mecénico e tratamento quimico com
4cido cloridrico. Foram também isoladas sementes a partir de
excrementos de animais colhidos no campo (coelhos e
raposas) que foram postas a germinar nas mesmas condigdes
experimentais das anteriores. As sementes foram controladas
diariamente ao longo de 5 meses. Ndo se verificou
germinagdo nas sementes procedentes dos frutos em qualquer
dos tratamentos e sO as sementes provenientes de
excrementos de animais germinaram (14% para coelhos ¢ 6%
raposas).

Estes resultados permitem demostrar que a regeneragio
natural de C. album estd completamente dependente de
vectores animais que actuam como elementos facilitadores,
permitindo a quebra de dorméncia. De facto, em zonas mais
perturbadas onde os animais sdio raros as populagdes estdo
formadas por individuos muito velhos sem regeneragdo
natural. E importante investir em novas metodologias de
germinagdo, para obtengdo de plantas em viveiros, que
possam ser usadas em programas de repovoamento desta
espécie com vista a sua conservag@o nos ecossistemas litorais.

Palavras chave: baga, coelhos, dispersdo, dunas, esforgo
reprodutor, germinagfo, raposas.

Clavijo, A., Diaz Barradas, M. C., Zunzunegui, M., Ain-Lhout,
F., Alvarez Cansino, L., Correia, O. & Garcia Novo, F. (2003).
The conservation of Corema album in the Atlantic coast of
the Iberian Peninsula, the role of animal dispersers for its
natural regeneration. Revista Biol. (Lisboa) 21: 43-56.

Corema album is a dioecious species, endemic of the Atlantic
coast of the Iberian Peninsula. This species grows on sandy
soils, which are severely in regression in many places due to
the increasing urbanistic pressure in many coastal areas and
to the plantation of large areas with pines, acacias and other
exotic species. With the aim to establish conservation and
regeneration projects it is important to study the reproductive
biology and the natural regeneration of this species.

Female plants produce white berries in summer, rich in water
and sugar, which are eaten by several animals, as rabbits,
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foxes and birds like seagulls and blackbirds. Fruit production
is variable, both between zones and plants of the same area.
The number of fruits per square meter ranges from 200 in old
individuals of Monte Velho in St. André and Monte Gordo, to
10.000 in some plants of S&o Jacinto and Asperillo.

Natural regeneration was studied in the Asperillo where many
fruits lie on the sands (under female plants) in autumn and
there are also many seeds in animal faeces (especially from
rabbits and foxes). Seedling emergence occurs after the first
rains but with an irregular distribution pattern. The
probability of seedling survival depends on rainfall
distribution, and microhabitat characteristics, but more than
80% of seedlings die during the first weeks and only 1-2%
can reach the following year.

To develop germination experiments, fryits were collected in
the field in September of 2001 and transported to the
laboratory where seeds were isolated. They were subjected to
different experimental treatments: control (without any
treatment), mechanical and acid escarification. Seeds were
also isolated from animal faeces (rabbits and foxes). All the
seeds were placed in humid Petric plates and controlled every
day for 5 months. There was no germination in the seeds
obtained from the fruits independent of the treatment, only
seeds from animal faeces germinated (14% for rabbits and
6% for foxes).

These results show that natural regeneration in C. album is
dependent of animal dispersers. In fact in more disturbed
areas where animals are scarce, populations of C. album are
formed by old plants without natural regeneration. It is
necessary to invest in new methodologies to improve
germination in order to obtain seedlings of this species for
plantations in natural coastal habitats.

Keywords: .berry, dispersion, fox, germination, rabbit,
reproductive effort, sand dunes.

INTRODUCAO

Na natureza, os recursos sdo limitados para a maior parte dos organismos,
sendo canalizados preferencialmente pelas diferentes fungdes vitais. No caso das
plantas, os 6rgdos fotossintéticos s@o os elementos produtores de energia quimica
posteriormente distribuida pelas diferentes fungdes, como o crescimento e a
reproducdio. De um modo geral, um maior gasto em reproducdo, isto ¢ uma
maior produgdo em frutos e sementes, tem como consequéncia uma reducio
noutras fungdes como o crescimento vegetativo e a propia sobrevivéncia
(STEARNS, 1989, GARCIA & EHRLEN 2002, OBESO 2002).

Além disso, a dispersdo e germinagdo das sementes e a sobrevivéncia das
plantulas, sdo factores cruciais na regeneragdo natural das populagbes vegetais.
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Nestas etapas, onde existe uma maior taxa de mortalidade, as condigdes
ambientais sdo particularmente importantes (HARPER 1977).

Muitas espécies de plantas superiores apresentam uma dispersdo de sementes
por animais frugivoros, com os quais mantém relagdes de tipo mutualista,
originando processos de coevolugio (JANZEN 1983, HERRERA, 1982, 1987).
As plantas proporcionam aos animais substincias nutritivas e dgua e estes por
sua vez, actuam como agentes de dispersdo. As sementes de espécies com frutos
suculentos sdo dispersas via defecagio ou regurgitagdo dos-animais que
consomem estes frutos, chegando a sitios muito diversos conferindo-lhes grande
capacidade de colonizacio de diferentes habitats. Em teoria, um animal serd um
bom agente de dispersdo para uma planta, se for capaz de levar as sementes a
sitios onde as plantulas tém uma maior probabilidade de sobreviver (CALVINO
2002) ou transporta-las a novos habitats susceptiveis de ser colonizados.

As dunas litorais sdo exemplos classicos onde ocorrem processos de sucessio
primaria. Nestes ambientes a deposigdo de areias deixa novos sitios a descoberto,
deste modo uma planta pioneira nestes habitats devera ser capaz de colonizar as
superficies dunares recentemente expostas. )

Apesar da sua aparente homogeneidade, as dunas litorais mostram uma notéavel
heterogeneidade, espacial e temporal (DAVY & FIGUEROA 1993). Dada a sua
heterogeneidade, GARCIA NOVO ef al. (in press) consideram as manchas de
vegetagdo nas dunas como ilhas ambientais que podem ser estudadas dentro de
um modelo de metapopulagdes com imigragbes e extingdes recorrentes. Neste
contexto, os agentes de dispersdo permitem a conectividade entre as manchas € a
persisténcia dessas metapopulagGes.

Na Peninsula Ibérica muitos destes sistemas dunares estdo a sofrer uma
pressdo antropogénica crescente, fundamentalmente com fins urbanisticos e
recreativos, o que origina que essa associago entre plantas e animais que actuam
de agentes de dispersdo esteja a desaparecer de maneira alarmante.

Corema album (L.) D. Don (Empetraceae) ¢ um arbusto didico, endémico dos
sistemas dunares da costa atlantica da Peninsula Ibérica. No Verdo as plantas
femininas produzem frutos carnudos, bagas brancas ou suavemente rosadas que
sdo consumidas pelos animais ¢ também pelas populagdes humanas das zonas
litorais. Esta espécie estd ameagada em muitos zonas da sua 4drea de distribuigsio
devido a crescente degradag@o das zonas litorais e as reflorestagdes intensas com
pinheiros, acicias, retamas e outras espécies exdticas. Muitas populagdes estdo
fragmentadas (CLAVIJO et al in press), e as vezes reduzidas a poucos
individuos velhos de grandes dimensdes.

Com vista ao estabelecimento no futuro de planos de conservagio e
regeneracdo desta espécie, os objectivos deste trabalho foram os seguintes:

1. Estudar a biologia reprodutiva de Corema album.
2. Estudar a sua capacidade de regeneragio natural.
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3. Avaliar os factores que controlam a dispersdo das sementes e a sua
germinagdo, quer no campo quer em laboratério.
4. Estudar a distribuigfo e sobrevivéncia das plantulas em condi¢des naturais.

MATERIAL E METODOS
Corema album

Corema album (L.) D. Don (camarinha) ¢ um arbusto didico, com polinizagio
anemofila e folhas ericoides, com uma altura média de 40 a 50 cm, podendo
atingir vérios metros de extensdo lateral. A distribui¢iio dos sexos e a possivel
existéncia de dimorfismo sexual a nivel morfolégico foram estudados ao tongo
da sua 4rea de distribuigio por DIAZ BARRADAS ef al. (2000).
Ocasionalmente, encontraram-se alguns individuos com flores hermafroditas,
mas s6 na zona do Asperillo em Huelva e na mata de Monte Gordo no Algarve
(DIAZ BARRADAS et al. 2002). A biologia reprodutiva desta espécie foi
estudada por GUITIAN e al. (1997), na zona de Camarifias (Galiza).

Os individuos femininos de Corema album produzem, durante o Verdo, frutos
suculentos, de cor branca ou suavemente rosada, com 6,6 mm de didmetro e uma
polpa rica em agua (75% do peso fresco) e aglicar (77,1% do peso seco dos
frutos), dados obtidos para as populagdes da Andaluzia estudadas por
HERRERA (1987). Estes frutos sdo consumidos por diferentes vertebrados,
como coelhos (Oryctplagus cuniculus), raposas (Vulpes vulpes), melros (Turdus
merula) e gaivotas (Larus cachinnans). Na época estival este recurso pode ser
muito importante para os animais como fonte de agua, sobretudo nas zonas de
clima mediterranico onde a chuva é muito escassa no verdo. Cada fruto contem
geralmente trés sementes com 9,9 mg de peso (HERRERA, 1987) e 0,48 + 0,01
mm de comprimento cada uma (CALVINO, 2002), com um endocarpo lenhoso,
extremamente rijo.

AREA DE ESTUDO

Ao longo de toda a area de distribui¢do de C. album escolheram-se seis
populagdes representativas: Camariiias, S3o Jacinto, Fonte da Telha na costa da
Caparica, praia de Monte Velho em St. André, mata de Monte Gordo (Vila Real
de St. Antonio) e Asperillo (costa de Huelva). A localizagio das zonas em estudo
na costa Atlantica da Peninsula Ibérica e o respectivo diagrama ombrotérmico
encontram-se representados no mapa da Figura 1.

A zona do Asperillo, com a maior populagio de C. album da costa da
Andaluzia no Parque Natural de Doiiana, foi seleccionada para a realizagio de
estudos sobre a germinag@o natural no campo, e aqui foram também colhidos
frutos maduros e excrementos de raposas e coelhos, para os ensaios de
germinagdo no laboratério.
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Figura 1. Localizagdo das zonas de estudo na costa Atlantica da Peninsula Ibérica e
diagrama ombrotérmico de cada uma das zonas estudadas.

METODOS

Em cada zona de estudo mediu-se a densidade e cobertura de todos os
individuos de ambos sexos em transectos com 10 parcelas de 10 x 10 m cada um,
separadas 10 m entre si. Em cada transecto escolheram-se aleatoriamente 10
individuos de cada sexo onde foram realizadas medidas do indice de Area Foliar
(LAI ou Leaf Area Index), com o LAI-2000 (LI-COR). A metodologia utilizada
esta descrita em DIAZ BARRADAS et al. (2000) e CLAVIJO et al. (in press).

No final de Maio principio de Junho, fez-se uma estimativa da produgdo de
frutos ¢ do tamanho dos mesmos, tendo sido recolhidos os frutos maduros em
Setembro para a sua pesagem. De cada zona, escolheram-se aleatériamente 100
frutos que foram pesados em blocos de 10.

Para estimar a produgéio de frutos, escolheram-se em cada zona, 10 individuos
femininos isolados representativos da populagdo, mediu-se em cada um o
didmetro maior ¢ menor da copa com o fim de estimar a cobertura (tomando uma
elipse como forma da projecgdo, que corresponde & das plantas isoladas). Na
copa de cada um, tomou-se, aleatoriamente, um sector de 50x50 cm de superficie
onde foram contados todos os frutos. Considerando que C. album tem uma forma
de crescimento em monocamada e que a distribuigdo de frutos é homogénea em
toda a superficie, pode-se desta forma estimar a produgfo total dos frutos e a
produgdo por m? de copa. Em cada uma destas plantas, colheu-se uma amostra
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aleatoria de frutos que foram pesados em fresco e em seco para comparar as
diferentes zonas.

Na zona do Asperillo seleccionaram-se trés microhabitats para os estudos de
germinagdo natural, (i) uma zona no alto da duna, com escassa cobertura vegetal,
(ii) uma zona baixa, entre dunas com maior cobertura de C. album e de outras
espécies fundamentalmente Pinus pinea (pinheiro manso) tipo arbustivo,
Halimium halimifolium (sargaca) e Stauracanthus genistoides (t0jo) e (iii) ainda
na zona baixa, mas junto das copas de individuos adultos de C. album. Em cada
um destes microhabitats realizou-se a seguinte amostragem:

1. Zona alta - foram realizados dois transectos paralelos de 15 quadrados de 1
m 2, distanciados de 1 m.

2. Zona baixa - com cobertura vegetal e distribui¢do aleatoria foi realizado um
transecto de 15 quadrados de 1 m 2, distanciados de 1 m.

3. Na mesma zona baixa, seleccionaram-se 15 quadrados situados junto do
limite das copas de individuos de C. album adultos.

Em cada quadrado registou-se o nimero de plintulas de C. album em Janeiro,
Maio e Setembro de 2001.

Em Setembro de 2001, também na zona de Asperillo, colheram-se frutos
maduros das plantas femininas de C. album e também excrementos de coelhos
que continham sementes e de raposas com restos de frutos e sementes. Todo este
material foi levado para o laboratério, onde as sementes foram isoladas e
contadas.

As 4500 sementes extraidas dos frutos maduros foram sujeitas a dois
tratamentos experimentais: controlo, sementes sem qualquer tratamento,
tratamento mecéanico, por escarificagdo com areia e tratamento quimico, com
acido cloridrico. Estas ultimas foram tratadas com o 4cido concentrado durante
15 minutos e posteriormente lavadas cuidadosamente.

As 1500 sementes extraidas dos excrementos (75% de coelhos e 25% de
raposa) foram isoladas e lavadas. No caso dos coelhos, fez-se uma contagem em
120 excrementos e em média cada excremento continha 2,93 sementes, com um
desvio de 2,15. Também obtivemos sementes a partir de dejectos de coelhos do
ano anterior (Verdo de 2000) que tinham sido colhidas no campo e armazenadas
no laboratério. '

Todas as sementes foram colocadas a germinar a temperatura ambiente, em
caixas de Petri, com papel de filtro saturado em agua (300 sementes/placa) e
controladas diariamente ao longo de 5 meses. Foram colocadas réplicas de todos
os tratamentos no frigorifico a 4 °C, para testar se as temperaturas baixas tinham
efeito sobre a germinago.

RESULTADOS
A cobertura vegetal e LAI dos individuos femininos, a produgdo de frutos e o
peso fresco dos mesmos nas seis localidades estudadas estdo resumidos na
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Tabela 1. A populagdo de Monte Gordo formada por individuos velhos, com
grande cobertura, apresenta a menor produgfo de frutos e de menor tamanho.
Além disso, muitos dos frutos produzidos ndo chegam a desenvolver-se e
abortam. Pelo contrério, as populagdes de Camarifias e Sdo Jacinto, constituidas
por individuos jovens, com valores de cobertura e de LAI inferiores, apresentam
uma maior produc¢do de frutos e de maior tamanho, principalmente a populagdo
de Sdo Jacinto. A maior producdo e peso dos frutos foi encontrada no Asperillo,
com um valor médio de 6978 frutos/m> de cobertura vegetal e um peso fresco de
0,51 g/fruto.

Observa-se que, numa mesma populacdo, a produgio de frutos é muito
varidvel, plantas aparentemente muito semelhantes em termos estruturais,
apresentam um nimero muito elevado de frutos e outras uma produgéo muito
baixa, o que explica os valores tdo elevados dos desvios em todos os casos
estudados (Tabela 1).

O peso fresco dos frutos € maior na populagdo do Asperillo, ndo existindo
contudo diferengas significativas. Somente em Monte Gordo o peso dos frutos é
significativamente menor que nas outras zonas.

Tabela 1. Valores médios de cobertura vegetal (m? /planta) e LAI (indice de 4rea foliar,
m?.m?) dos individuos femininos, produgio de frutos (n° de frutos/m? planta) e peso
fresco dos frutos (g/fruto) nas seis localidades estudadas (os valores entre parénteses
correspondem ao desvio padréo).

Cobertura LAI Produgio de frutos Peso fresco
Localidade da copa (m?.m?) (N° de frutos/ m* (g/fruto)

(m’ /planta) ) planta) :
fgs';:;'ﬁ‘ss 0,8 1,50 (0,41) 1480 (520) 0,29 (0,050)
S(;% :tngl:lt;) 0,5 1,55 (0,48) 6120 (3630) 0,34 (0,041)
(CP?:lrllgc:l) 1,8 2,61 (0,60) 4600 (2570) 0,42 (0,037)
(S}t).ozrt:g:-) 1,6 2,36 (0,69) 1930 (900) 0,31 (0,025)
?g:)er.tizrlc)io 26 | 500 (225) 0,053 (0,01)
E\Es:;;lltllz) 1,3 1,69 (0,51) 6978 (4142) 0,51 (0,050

A partir dos dados da Tabela 1 e dos estudos de HERRERA (1987) sobre a
composigéo dos frutos (77,1% aglicares ndo estruturais, 5,8% lipidos, 2,2% de
proteinas, 11,2% de fibra sobre peso seco), pode fazer-se um célculo do esforgo
reprodutor dos individuos femininos em C. album. Os resultados para as
populagdes de Asperillo encontram-se na Tabela 2. Pode observar-se que o
esfor¢o reprodutor médio dos individuos femininos é muito grande; uma planta
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feminina pode apresentar cerca de 2 kg de frutos/m* de cobertura vegetal, o que
equivale a 470 g de peso seco, com um conteiido em agucar de 360 g. A relagdo
entre a biomassa de frutos e a biomassa de folhas é de 0,9.

Tabela 2. Calculo do esforgo reprodutor em individuos femininos do Asperillo. As alineas
permitem ajudar a explicar os célculos efectuados.

a) Produgiio média de frutos (n° frutos/m?) 6978
b) Peso fresco (g/fruto) 0,27
¢) Peso fresco frutos (g/ m?) axb 1884
d) % de agua dos frutos 75%
e) Peso seco frutos (g/ m?) ¢ x (100-d) 471
f) Agucar dos frutos (g /m?) 363
g) Lipidos dos frutos (g/ m?) 27
h) Proteinas dos frutos (g/m?) 10
i) Fibra dos frutos (g/m?) 52
f) Esclerofilia folhas (mg/cm?) . 32
g) Peso seco folhas (g/ m*) LAIxf 540
h) Peso seco frutos/ P.s. folhas e/g 0,87

Os resultados da germinagdio natural na zona do Asperillo indicam que a
germinag@o € maior nas zonas abertas, sem cobertura vegetal (Tabela 3), o que
geralmente corresponde as latrinas dos coelhos. Contudo, o éxito reprodutor
nessas zonas ¢ muito baixo, € a maior parte das plantulas morre ao chegar a
Primavera, pois logo que exista um periodo de alguns dias sem precipitagdo a
superficie da areia seca rapidamente e pode atingir temperaturas muito elevadas,
superiores aos 50°C. Este periodo de stress para as plantulas aumenta ainda com
a chegada do Verdo e as poucas sobreviventes morrem durante a esta¢do estival.

Tabela 3. Germinag@o em condigSes naturais e mortalidade das plintulas em diferentes
micro-habitats no Asperillo ao longo do ano 2001.

Densidade de % %
Microhabitat plantulas (N°/m?) Mortalidade em | Mortalidade
Janeiro Maio em Setembro
Zona alta 1 10,4 97,1 100
Zona alta 2 5,07 92,1 98,7
Zona baixa 1,07 93,8 100
Margem das copas 1,7 423 69
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Os resultados da Tabela 3 indicam que nas zonas abertas poucas plantulas
podem atingir o Outono seguinte. Contudo, essa probabilidade aumenta
notavelmente para as plantulas que germinaram sob a influéncia das copas dos
individuos adultos que exercem uma melhoria das condigdes microclimaticas na
area da sua influéncia. E nestas manchas de individuos adultos de C. album que
o éxito reprodutor, medido como a taxa de sobrevivéncia das plantulas, atinge os
valores mais elevados, cerca de 30% de taxa de sobrevivéncia.

Nas experiéncias de germinag@o no laboratdrio, as sementes s6 comecaram a
germinar um més depois do inicio do estudo. Contudo, sé germinaram as
sementes obtidas a partir de excrementos de animais, principalmente de coelhos.
Os resultados foram nulos nas sementes extraidas directamente dos frutos,
independentemente do tratamento. Na Figura 2 apresentam-se os resultados das
experiéncias de germinagdio em valores didrios absolutos (Figura 2a) e
acumulados (Figura 2b).
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Figura 2. Resultados das experiéncias de germinagdio no laboratério. Na Figura 2a

apresenta-se 0 numero de sementes germinadas por dia e na Figura 2b o nimero
acumulado ao longo do periodo de estudo.
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No caso das sementes colocadas no frio, no frigorifico, sé germinaram as
sementes extraidas dos dejectos dos coelhos, mas os valores foram muito
inferiores 4 germinagdo ocorrida & temperatura ambiental. As sementes obtidas a
partir de dejectos de coelhos, colhidos no ano anterior (2000), também
germinaram, mas em nimero inferior as cohidas em 2001.

A percentagem maxima de germinagio obtida nas nossas experiéncias foi de
14% nas sementes extraidas de excrementos de coelhos de 2001 e de 2% nas se-
mentes extraidas dos excrementos das raposas. Os resultados foram nulos para as
sementes isoladas dos frutos, em todos os tratamentos experimentais (Figura 3).

16 1
14

—_
N

% germinagao

Coelho 2001  Coelho 2000 Coelho em frio Raposa

Figura 3. Percentagem de germinagio das sementes de Corema album obtidas a partir de
excrementos de animais.

DISCUSSAO

Em habitats de recursos limitados, os obtidos pelas plantas devem ser
canalizados para trés fungdes: para o crescimento, permitindo uma maior
capacidade competitiva, para a defesa anti-herbivoria que favorece a
sobrevivéncia e para a reprodugdo que permite manter a populagéo e colonizar
novos habitats. Segundo OBESO (2002) a alocagio dos recursos pode ser vista
como uma redistribuigiio segundo um modelo triangular entre estas trés fung¢Ses
que competem entre si, existindo a nivel fisiolégico sistemas de controlo que
permitem canalizar a sua distribui¢do para cada uma delas.

No caso de C. album os nossos dados permitem demonstrar que o esforgo
reprodutor é enorme nesta espécie, mas também ¢ bastante varidvel entre
populagdes e entre individuos da mesma populagdo, o que nos leva a sugerir a
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existéncia de um mecanismo de controlo do esforgo reprodutor. Segundo FONT
QUER (1992), C. album sé frutifica de dois em dois anos, no entanto em todas
as populag¢des estudadas observou-se que todos os individuos adultos produziram
flores e frutos, durante véarios anos seguidos, apenas variando a produgéo anual
de frutos. Outros estudos de campo mostraram que o crescimento vegetativo
anual apresenta oscilagSes inter-anuais o que parece estar relacionado com a
competi¢do entre os gastos vegetativos e reprodutores (CLAVIJO, et al. dados
ndo publicados).

Provavelmente, os valores baixos de produgdo de frutos e tamanho dos
mesmos que se encontrou na populagdo de Monte Gordo, serdo devido ao facto
desta ser constituida por individuos velhos, com elevada competi¢do com
pinheiros e retamas, canalizando, por essa razdo, grande parte dos recursos
disponiveis para o crescimento e manutengfo, deixando muito pouco disponivel
para a reprodug@o.

A grande produgdo de frutos que existe nalgumas populagdes, como a de
Asperillo, deve constituir um recurso importante no Verdo, proporcionando aos
animais agua e hidratos de carbono.

No més de Setembro s6 10% das dejectos de coelho recolhidas ndo continham
sementes de C. album. No caso das raposas os dejectos continham uma mistura
de sementes e frutos mal digeridos.

Os resultados deste estudo, sugerem que em Asperillo, o coelho € o principal
agente da dispersdo das sementes. A maior densidade de plantulas germinadas
nas zonas abertas, no cimo das dunas sem cobertura vegetal, parece estar
associada a latrinas destes animais. Inclusive nestas zonas encontramos plantulas
germinadas no proprio excremento do coelho. Noutros lugares, como no Parque
Natural das Ilhas Cies (Galiza) as gaivotas sd3o quantitativamente mais
importantes como agentes de dispersdo, pois a densidade de coelhos € muito
baixa nesta zona (CALVINO 2002). Noutras espécies o papel dos coelhos como
agentes de dispersdo das sementes € também muito importante (WELCH 1985,
MALO & SUAREZ 1995) especialmente em comunidades herbaceas. Também a
regeneragdo natural de Juniperus phoenicea no Parque Nacional de Doiiana
parece estar dependente dos coelhos como agentes de dispersdo e facilitadores da
germinagio (MUNOZ REINOSO 1993)

O padrio de dispersdo das sementes permite-nos observar quais as preferéncias
de habitat e microhabitat dos animais que actuam como elementos de dispersdo
(LEVELY, 1988, CALVINO 2002). Os passaros frugivoros como por exemplo o
melro (Turdus merula) preferem pousar nas moitas das plantas onde se
alimentam, favorecendo um padrio de dispersdo a volta da planta mie
(HERRERA 1984, HERRERA et al. 1994, DEBUSSCHE & ISENMANN
1994). Tanto as gaivotas, como os coelhos preferem zonas abertas, como se pode
demonstrar neste estudo e no de CALVINO (2002), enquanto as raposas deixam
as suas fezes nas moitas de Ulex € Stauracanthus como se observou ao longo
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deste estudo. O papel das raposas como agentes de dispersdo foi estudado por
BUSTAMANTE ef al. (1992).

Nos ambientes dunares, as plantas especializadas nestes habitats devem ser
capazes de colonizar novas superficies de deposigdo, e também de manter-se no
seu habitat. Neste contexto, os coelhos e as gaivotas permitem transportar as
sementes para novas superficies expostas, no entanto a aridez do Verdo neste
ambiente mediterrdnico ndio permite a possibilidade de uma grande
sobrevivéncia.

Nio foi possivel determinar quais os agentes mais importantes na dispersdo e
germinagdo das sementes a volta da planta mde, ou s¢ outros agentes mais
especializados, como por exemplo as aves frugivoras, terdo algum papel
importante nestas populagdes. Neste microhabitat, a sobrevivéncia das plantulas
¢ maior, provavelmente devido a uma melhoria significativa nas condi¢Bes
microclimaticas e edaficas. Nas populagdes de C. album ¢ tipico encontrar
grandes manchas mono-especificas formadas por individuos dos dois sexos, que
podem atingir varios metros de didmetro, a origem destas manchas pode ser
devida a relagdes de facilitagdo entre plantulas e plantas adultas.

As experiéncias de germinagfo indicam que a passagem das sementes através
do aparelho digestivo dos animais é um processo chave que facilita a quebra da
dorméncia e a sua germinag&o. Nas zonas mais intervencionadas, ¢ provavel que
a auséncia de germinagdo seja devida & escassez de animais que actuem como
agentes de dispersdo das sementes e facilitadores da germinacdo. Este estudo
parece sugerir que a disponibilidade de vectores animais € o clima s&o factores
chaves na regeneragdo natural das populagdes de C. album.

A nivel de conservagio, ¢ necessario investir nos estudos de germinagdo, de
forma a obter plantulas em viveiros para manter e reintroduzir esta espécie nos
ecossistemas litorais da Peninsula Ibérica.
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The macrobenthic Crustacea from the Bay of S. Torpes were
characterised in the present work both from hard and soft
bottoms. Within hard bottom stations, animals were removed
from quadrats of 25x2Scm. Soft bottom samples were
collected over a 0.1m? area with a hand-corer at the intertidal
zone and with a suction-sampler at the subtidal area. The data
collected were analysed by a combination of uni- and multi-
variate statistical methods. Multidimensional analysis and the
SIMPER routine have revealed clear differences between the
assemblages from both substrates. Despite hard bottom
samples being clearly dominated by the cirriped Chathamalus
spp. at the Midlittoral Zone, the amphipods Hyale stebingii
and Melita hergensis were also considered characteristic

. species at this shore level. Dexamine spiniventris and
Apherusa jurinei dominated the Infralittoral Fringe. Within
the Infralittoral Zone samples, although the cirriped Verruca
stroemia was clearly the dominant species, Pisidia cf
longicornis, Balanus amphitrite, Aora gracilis, Caprella
Jretensis and Phtisica marina were also important for the
characterisation of this depth zone. Soft bottom samples were
dominated by the amphipod Haustorius arenarius and the
cirolanid isopod Eurydice pulchra at Midlittoral Zone and
Infralittoral Fringe, respectively. Within the Infralittoral
Zone, the decapods Anapagurus curvidactilus and Diogenes
pugilator and the tanaid Apseudes cf. spinosus were the
dominant species. The crustacean assemblages analysed in
the present work were in agreement with other studies for this
region and also along other areas from the Portuguese coast.
Although with some restrictions, as we have only analysed
crustacean data, it was possible to recognise depth zonation
patterns in both hard and soft bottoms. .
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(2003). Crustaceos macrobentonicos da Baia de S. Torpes
(Portugal). Revista Biol. (Lisboa) 21: 57-70.

O presente trabalho teve por objectivo a caracterizagdo dos
povoamentos de crustdceos macrobentdnicos (substratos
moével e rochoso) da Baia de S. Torpes. Nas estagdes
referentes ao substrato rochoso, os organismos foram
removidos de areas quadrangulares de 25x25cm. As amostras
de substracto mdvel foram obtidas numa area de 0,1m2 com
auxilio de um corer, na zona intertidal, € com uma sugadora,
na drea subtidal. Os resultados obtidos foram analisados
recorrendo a métodos estatisticos do tipo uni- e multivariado.
As andlises multidimensionais e a rotina SIMPER do
programa PRIMER revelaram que os povoamentos de
crusticeos macrobenténicos de ambos os substratos
apresentavam claras diferengas. Apesar das amostras de
substrato rochoso serem claramente dominadas pelo cirripede
Chathamalus spp. na Zona Mediolitoral, os anfipodes Hyale
stebingii e Melita hergensis foram igualmente considerados
como espécies caracteristicas a este nivel da praia. Dexamine
spiniventris € Apherusa jurinei foram as espécies dominantes
na Franja Infralitoral. Ao nivel da Zona Infralitoral, a espécie
dominante foi o cirripede Verruca stroemia, ainda que Pisidia
cf longicornis, Balanus amphitrite, Aora gracilis, Caprella
Jretensis e Phtisica marina tenham também sido consideradas
espécies importantes para a caracterizagdo desta zona. As
amostras de substrato mével foram dominadas pelo anfipode
Haustorius arenarius e pelo isépode Eurydice pulchra ao
nivel da Zona Mediolitoral e Franja Infralitoral, respectiva-
mente. Na Zona Infralitoral, os decdpodes Anapagurus
curvidactilus, Diogenes pugilator e o tanaidaceo Apseudes cf.
spinosus foram as espécies dominantes. Os povoamentos de
crusticeos analisados no presente trabalho estdo em
concordancia com outros estudos desenvolvidos, quer nesta
regido, quer em outras areas ao longo da costa portuguesa.
Ainda que com algumas restrigdes, devido ao facto de apenas
se terem analisado os dados relativos aos crusticeos, foi
possivel reconhecer os padrdes gerais de zonagio com a
profundidade.

Palavras chave: Macrobentos, Crustacea, substrato mével,
substrato rochoso.
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INTRODUCTION

Although the biological study of sandy beaches has progressed substantially, it
is lacking behind that of rocky shores (BROWN & MCLACHLAN, 1990). This
could be related to the fact that within rocky shores many animals are large,
sessile or very slow moving, highly coloured and may be observed without much
effort during low tide (BROWN & MCLACHLAN, 1990). On the other hand,
intertidal sandy beaches seem almost devoid of life (BROWN &
MCLACHLAN, 1990; DEGRAER et al., 1999). Nevertheless, sandy beaches
constitute the most widely distributed type of intertidal environment throughout
the world (DEXTER, 1986/87, 1988), and over 70% of the exposed Portuguese
coastline (DEXTER, 1988). Along the Portuguese coast, few studies are
available regarding sandy beach macrofauna (REIS et al., 1982; DEXTER, 1988,
1990; JONES & PIERPOINT, 1997; FERREIRA, 2001). The most complete
work was performed by DEXTER (1988) on 58 beaches from Esposende (NW
Portugal) to Manta Rota (Algarve, south Portugal). Regarding rocky shores
much more information is available (e.g. ALMACA, 1960, 1990; SALDANHA,
1974; MARQUES et al. 1993; CRUZ, 1999; BOAVENTURA, 2000;
BOAVENTURA et al., 2002).

A common issue on rocky and sandy shores has been the depth zonation
pattern. DAHL (1952 in BROWN & MCLACHLAN, 1990) described a scheme
for sandy beach zonation including three zones, comparable to those accepted for
rocky shores. While peracarids are important in defining sandy beach’s zonation,
within rocky shores this role belongs to the cirripeds (barnacles). Although the
material analysed in the present study has been collected 20 years ago, it is the
only available information on the macrobenthic crustaceans of this area before
the construction of a Thermoelectric Power Plant in the bay. These data were
only recently analysed regarding the depth-related zonation patterns within both
substrates and the results are compared with the commonly accepted zonation
schemes.

MATERIAL AND METHODS
Study area and sampling strategy

Sampling was undertaken every three months between 1981 and 1982 at the
Bay of S. Torpes (Sines, western coast of Portugal) (Figure 1). The study area
comprises 17 sampling stations, including soft and hard substrates, from interti-
dal and subtidal zones (depths ranging from +2m to —28 m). Hard bottom com-
prises stations S1, S5 (+2m), S3, S7 (0m), S11 (-14m), S15 (23m), S13 and S17
(-28m). Soft bottom comprises stations S2, S6 (+2m), S4, S8 (0m), S10, S12 (-
14m), S14, S16 (-23m) and S18 (-28m). For the purpose of the classification
analysis, sampling periods were labelled A, B, C and D, respectively Autumn,
Winter, Spring and Summer. The samples were assigned to three different frin-
ges according to depth, Midlittoral Zone (ML, +2m), Infralittoral Fringe (IF, Om)
and Infralittoral Zone (IZ, -14m, -23m and -28m). At the hard bottom stations,
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animals were scrapped from a 0.2 m” area (three quadrats of 25x25 cm), both
within intertidal and subtidal zones. The material removed was then preserved in
plastic bags with seawater, and preserved in 10% buffered formalin solution.
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Figure 1. Location of sampling sites.
(*) Hard bottom stations; (¢) Soft
bottom stations.

Three replicate soft bottom samples were collected at the intertidal zone with a
hand-corer (19.6cm i.d.) and at the subtidal area with a suction-sampler (0.03 m?
area). Within both substrates, subtidal samples were obtained by scuba diving.
Soft bottom sediments were sieved in situ through a 1mm-mesh sieve and the
retained material was preserved in 10% buffered formalin. In the laboratory,
crustaceans were sorted into the main taxonomic groups. Specimens were
identified to the lowest possible taxonomic level and counted under a binocular
stereomicroscope.

Data analysis

The crustaceans were analysed regarding the number of species (S) and
abundance (A). These parameters were calculated for each sampling station
using the mean value of the four sampling periods. Data analysis was performed
using the statistical package PRIMER v5.2.4 (CLARKE & WARWICK, 1994).
Similarity between faunal data was analysed by cluster and ordination techniques
(non-metric MDS) based on the Bray-Curtis similarity coefficient after log (x+1)
transformation (CLARKE, 1993). The cluster analysis applied the unweighted
pair group average algorithm (CLARKE & WARWICK, 1994). The MDS plots
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were represented in two dimensions (vertical and horizontal axes), with the stress
value. Stress value is a measure of goodness-of-fit in representing the triangular
matrix in two dimensions (CLARKE & WARWICK, 1994). Stress values above
0.2 indicate that the results are difficult to interpret and thus should not be
considered as a truthful representation of the multidimensional matrix; values
below 0.1 are indicative of good representations (CLARKE & WARWICK,
1994). Samples S 10A, S 18D (soft bottom), S 1D and S 17 B (hard bottom)
were excluded from multivariate analysis, as they did not present any individual.
Species’ contribution to dissimilarity among substrates and among fringes within
each substrate was investigated using the similarity percentages routine
(SIMPER).

RESULTS

A total of 17,700 individuals from 155 different faxa were identified. Species
were distributed among 7 main taxonomic groups: Cirripedia (8 species),
Cumacea (2 species), Tanaidacea (4 species), Mysidacea (5 species), Isopoda (19
species), Decapoda (39 species) and Amphipoda (78 species). The relative
abundance of each group for both substrates analysed (soft and hard bottom) is
presented in Figure 2.

Although the Cirripedia was the most abundant group, the analysis of Figure 2
showed that this dominance was restricted to hard bottom samples, due to
Chthamalus spp. (Chthamalus stellatus and Chthamalus montagui) and Verruca
stroemia. In general, the amphipods were the dominant group regarding species
number, followed by the decapods. The majority of the species (80.6%) was
exclusive of a single substrate, 32.9% on soft bottom and 47.7% on hard bottom.
Only 30 species (19.4%) occurred on both substrates analysed.

Multivariate analysis performed on hard and soft bottom samples showed that
in general both substrates were different (Figure 3). The results from both
analyses showed that in general both substrates were different. MDS also pointed
out that for both substrates differences were more evident at the two upper
fringes (ML and IF) and less clear within the Infralittoral Zone. From all the
species identified, SIMPER’s analysis (Table I) has indicated that species mainly
found in hard bottom samples such as Chthamalus spp., Verruca stroemia,
Pisidia cf. longicornis, Apherusa jurinei, Hyale stebbingi, Dexamine spiniventris
and Balanus amphitritte and dominant species from soft bottorn samples such as
Eurydice pulchra, Anapagurus curvidactylus and Haustorius arenarius were the
species that presented higher contribution to both substrates separation. This
Primer’s routine indicated that both substrates presented an average dissimilarity
of 99.32%. As both substrates were associated with two different crustacean
assemblages, the analysis regarding depth zonation will be hereafter performed
separately.
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Figure 2. Relative abundance and number of taxa of the taxonomic groups identified from
soft and hard bottom samples. A — Soft bottom relative abundance; B - Soft bottom
relative number of species; C - Hard bottom relative abundance; D - Hard bottom relative
number of species.

Table I. Differences in mean abundance (> and <) of species that most contribute to
dissimilarity between both hard and soft bottoms (SIMPER).

Soft Hard
Chthamalus spp. 0.00 < 44213
Verruca stroemia 0.00 < 52.17
Pisidia cf. longicornis 0.00 < 5.37
Eurydice pulchra 5.82 > 0.17
Apherusa jurinei 0.00 < 5.87
Anapagurus curvidactylus 2.85 > 0.63
Hyale stebbingi 0.00 < 3.00
Dexamine spiniventris 0.00 < 11.2
Haustorius arenarius 3.18 > 0.00
Balanus amphitrite 0.00 < 2.07
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Figure 3. Classification (A) and ordination (B, C) diagrams. (A) — Autumn; (B) — Winter;
(C) — Spring; (D) — Summer. ML —Midlittoral Zone; IF - Infralittoral Fringe; 1Z —
Infralittoral Zone.

Hard bottom

Within hard bottom samples, the Infralittoral Fringe showed the highest
number of species closely followed by the Infralittoral Zone. The abundance
pattern was highly determined by the cirripeds. The highest mean abundance was
found at the Midlittoral Zone (1887 individuals of Chtamallus spp.), followed by
a sharp decrease at the IF and at the IZ (Figure 4).

MDS plot (Figure 5) pointed out a gradient from the ML to IZ samples. Based
on species contribution, three faunal groups were recognised within hard bottom
samples matching those three zones defined a priori. From the analysis of
SIMPER'’s results (Table II) it was observed that the ML was characterised by
large numbers of the cirriped Cthamallus spp. and by the amphipods Hyale
stebbingi and Melita hergensis. The Infralittoral Fringe was dominated by the
amphipods Apherusa jurinei and Dexamine spiniventris. The Infralittoral Zone
was mainly characterised by Verruca stroemia, although Pisidia cf longicornis,
Balanus amphitrite, Aora gracilis, Caprella fretensis and Phtisica marina were
also important species.
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Figure 4. Mean abundance and mean number of species along the depth profile for hard
bottom samples. ML —Midlittoral Zone; IF — Infralittoral Fringe; IZ — Infralittoral Zone.
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Figure 5. MDS plot for hard bottom samples. ML —Midlittoral Zone; IF — Infralittoral
Fringe; IZ — Infralittoral Zone.
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Table 1I. Differences in mean abundance (Ind./0.2m?) (> and <) of species that most
contribute to dissimilarity between the three fringes within hard bottom samples
(SIMPER). ML -Midlittoral Zone; IF — Infralittoral Fringe; [Z — Infralittoral Zone.

ML IF 1Z
Chthamalus spp. 188729 > 6.63 > 0.00
Hyale stebbingi 10.43 > 2.13 > 0.00
Apherusa jurinei 0.57 < 21.38 > 0.07
Dexamine spiniventris 0.00 < 41.25 > 04
Melita hergensis 7.29 > 0.00 0.00
Verruca stroemia 0.00 0.00 < 104.33
Pisidia cf. longicornis 0.00 0.00 < 10.73
Balanus amphitrite 0.00 0.00 < 413
Aora gracilis 0.00 0.00 < 3.73
Caprella fretensis 0.00 0.00 < 2.87
Pthtisica marina 0.00 < 0.13 < 3.87

Soft bottom
Within soft bottom samples, the mean number of species and abundance
showed a general increase towards the Infralittoral Zone (Figure 6).
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Figure 6. Mean abundance and mean number of species along the depth profile for soft
bottom samples. ML — Midlittoral Zone; IF — Infralittoral Fringe; 1Z — Infralittoral Zone.

Regarding depth zonation, MDS showed a less clear pattern compared to the one
observed for hard bottom, although it was also perceptible the existence of some
differences from ML and IF to IZ samples (Figure 7). SIMPER’s analysis
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indicated, however, that the three fringes were characterised by different species
(Table III). The average dissimilarity between fringes was always above 89.19%.
" While the ML was dominated by the amphipod Haustorius arenarius, the cirolanid
isopod Eurydice pulchra was the dominant species at the IF. The IZ presented a
richer and more diverse fauna, mainly characterised by the decapods Anapagurus
curvidactilus and Diogenes pugilator and the tanaid Apseudes cf. spinosus.
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Figure 7. MDS plot for soft bottom samples. ML — Midlittoral Zone; IF — Infralittoral
Fringe; 1Z — Infralittoral Zone.

Table III. Differences in mean abundance (Ind./0.1m?) (> and <) of species that most
contribute to dissimilarity between the three fringes within soft bottom samples
(SIMPER). ML — Midlittoral Zone; IF — Infralittoral Fringe; 1Z — Infralittoral Zone.

ML IF 1Z
Haustorius arenarius 13.25 0.25 > 0.00
Eurydice pulchra 1.88 12.75 > 4.5
Anapagurus curvidactylus 0.00 0.00 < 5.39
Diogenes pugilator 0.00 0.00 < 3.56
Apseudes cf. spinous 0.00 0.00 < 4.11

DISCUSSION

The analysis of the crustacean data showed that, within the study area, both
substrates presented two different assemblages. This was expected as benthic
colonization results from the combination of both biotic (e.g. competition,
predation, larval availability) and abiotic (e.g. grain size, hydrodynamic regime,
sediment stability, organic and microbial content) factors (see reviews by
RODRIGUEZ et al., 1993; SNELGROVE & BUTMAN, 1994; OLAFSSON et
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al., 1994; WALTERS & WETHEY, 1996). As expected, within hard bottom
samples, benthic fauna was clearly dominated by cirripeds, namely Chthamallus
spp. (C. montagui + C. stellatus) at Midlittoral Zone, and Verruca stroemia at the
Infralittoral Zone. The amphipods Apherusa jurinei, Hyale stebbingi, Dexamine
spiniventris, the decapod Pisidia cf. longicornis and the cirriped Balanus
amphitrite were also characteristic species from this type of substrate.
Concerning soft bottom faunal composition, the peracarids Eurydice pulchra
(isopod) and Haustorius arenarius (amphipod) and the decapod Anapagurus
curvidactylus were the dominant species.

Regarding hard bottom samples, it was observed a clear depth zonation pattern
from ML to IZ fringe. The number of species increased considerably from ML
towards the two other deeper fringes. In contrast, abundance was higher at the
ML followed by a sharp decrease at the IF and IZ fringes. These results were
mainly due to Chthamallus spp. distribution. This taxon was highly abundant at
the ML (1887 ind./0.2m?), and the competition for space possibly did not allow
many other species to colonize the substrate. Each fringe seemed to be clearly
associated with different species. The ML was characterised by large numbers of
Chthamallus spp. and by the amphipods Hyale stebbingi and Melita hergensis,
being the latter exclusive of this area. The Infralittoral Fringe was dominated by
the amphipods Apherusa jurinei and Dexamine spiniventris. Within the
Infralittoral Zone, although Verruca stroemia was clearly the dominant species,
Pisidia cf longicornis, Balanus amphitrite, Aora gracilis, Caprella fretensis and
Phtisica marina were also important for the characterisation of this depth zone.

Within soft bottom biotopes, it was observed a general increase in the number
of species and abundance towards the Infralittoral Zone. Concerning faunal
composition, the amphipod Haustorius arenarius dominated in the ML, which
was expected, as this species is characteristic of intertidal areas up to the water
mark (LINCOLN, 1979). At the IF the cirolanid isopod Eurydice pulchra was
the dominant species, while the I1Z presented a richer and more diverse fauna,
mainly characterised by the decapods Anapagurus curvidactilus and Diogenes
pugilator and the tanaid Apseudes cf. spinosus. The dominance of Eurydice
pulchra within an intermediate beach level and the existence of a rich and
diverse fauna at the Infralittoral Zone was also observed by RODRIGUES et al.
(2002) for an estuarine beach and by DEGRAER et al. (1999) for a macrotidal,
ultra-dissipative sandy beach. Within soft bottom crustaceans, the depth zonation
patterns was not as evident as for hard bottoms. Distribution of macrobenthos on
sandy beaches exhibits patchiness, resulting namely from passive sorting by the
waves and swash and from localised food concentrations (BROWN &
MCLACHLAN, 1990). Thus, it was not surprising that samples of the two upper
fringes (+2m and Om) were less clear separated, as this area is much more
influenced by waves and swash, than the Infralittoral Zone.

The crustacean assemblages analysed in this study suggested instability, as the
majority of the species did not show a regular distribution pattern during the
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several sampling periods. This could be related to periods of either high
sedimentation rates or high hydrodynamic conditions, which are not only
supported by in situ observations, but also by unusual distributions of some
crustacean species. The occurrence within hard bottom samples of Iphinoe
trispinosa, Gastrosaccus spinifer, Cyathura carinata, Lekanesphaera rugicauda,
Pisidia cf. longicornis and Pirimela denticulata is an example of such
disturbances. All these species are characteristic of soft sediments (PERES &
PICARD, 1964; GLEMAREC, 1969), although differing in grain-size
preferences. Pirimela denticulata was indicated by PERES & PICARD (1964) as
being associated with photophylic algae in areas under sedimentation. On the
other hand, it was observed in situ the existence of a sediment layer over most of
the hard bottom subtidal samples, which can also justify the presence of these
unusual species within this type of substrate. Evidences of high hydrodynamics
are given by the presence within soft bottom samples of Processa cf.
macrophtalma, Processa cf. elegantula, Pisidia cf. longicornis, Ebalia tuberosa,
Ebalia cranchi, Thia scutellata and Atelecyclus rotundatus, which are usually
associated to gravel and coarse sands (PERES & PICARD, 1964; GLEMAREC,
1969).

The crustacean assemblages analysed in the present work were in agreement
with other studies for this region and also along other areas from the Portuguese
coast (ZARIQUIEY ALVAREZ, 1968; SALDANHA, 1974; DEXTER, 1988;
MARQUES et al., 1993; BOAVENTURA, 2000; FERREIRA, 2001). Regarding
depth related patterns, the already established zonation patterns both for hard and
soft bottoms were in general recognisable in the present work. The absence of
the characteristic talitrid amphipods was probably due to the lack of samples on
the upper part of the beach (Dahl’s sub-terrestrial fringe). Although we could
observe the existence of the characteristic barnacle-delimited area
[corresponding to eulittoral zone on STEPHENSON & STEPHENSON (1949)
scheme], it was not possible to detect the other fringes, as crustaceans, the only
group analysed in this study, do not define them.
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Costa, A. M., Cristo, M. & Cancela da Fonseca, L. (2003).
Annual cycle of the benthic community of a coastal lagoon:
Lagoa de Melides (Grandola, SW Portugal). Revista Biol.
(Lisboa) 21: 71-89.

As a part of an ecological evaluation of the coastal lagoons of
the littoral “Alentejo” (SW Portugal) a one year sampling
programme was carried out from March 1988 to March 1989,
in the Lagoa de Melides. This brackish coastal lagoon with
an elongate shape along a NE - SW axis, is in the munici-
pality of Grindola north of the locality of Sines, and spreads
over an average area of approximately 38 ha receiving water
from an hydrographic basin of approximately 63 km?. The
communication with the sea, that could provide its renewal,
only very seldom establishes naturally. However, due to the
adjacent exploited rice fields, a man-made channel, which
connects the lagoon with the ocean and prevents the rising of
brackish water and its overwash to the rice fields, is
established whenever it is necessary. This can be revealed by
the range of salinity values (1 to 36%o), and by the faunal
composition of the macrozoobenthos. Of the 94 invertebrate
taxa found, 31.9% can be considered, as continental, 24.5%
of lagoonal affinities, and 41.9% may be included in a marine
and/or estuarine group. Polychaetes, Oligochaetes, Gastro-
pods and Dipterans were the only taxonomic groups with a
high number of individuals recorded. It was possible to
identify in this lagoon a benthic community based on a few
taxa known from lagoon environments (Nereis diversicolor,
Potamopyrgus jenkinsi, Lekanesphaera hookeri, Naucoris
maculatus and Chironomidae), which constitute the main
taxa present throughout the year with regularity. The other
identified organisms (from an aquatic continental or an
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estuarine/marine pool of species) only appear in the lagoon
under favourable environmental conditions. The commu-
nication with the sea silts up naturally by action of the sea
currents. The renewal with marine components (vivification
sensu the Italian authors) and the maintenance of the brackish
characteristics are essential for the productivity of the
system, and seems to prevent its eutrophication as it occurs in
other brackish environments.

Key words: Melides, Macroinvertebrate community, Me-
sohaline lagoons.

Costa, A. M., Cristo, M. & Cancela da Fonseca, L. (2003).
Ciclo anual da comunidade benténica de uma lagoa costeira:
Lagoa de Melides (Grindola, SW Portugal). Revista Biol.
(Lisboa) 21: 71-89.

Na Lagoa de Melides, foi realizada uma monitorizagio anual,
entre Margo de 1988 ¢ Margo de 1989, como parte de um
projecto de avaliagfio ecolégica das lagoas costeiras do litoral
alentejano (SW Portugal). Esta lagoa costeira salobra, com
uma forma alongada segundo um eixo NE-SW, situa-se no
conselho de Grandola, a norte de Sines e distribui-se por uma
drea de aproximadamente 38 ha, recebendo dgua de uma
bacia hidrografica com cerca de 63 km” A comunicagdo com
0 mar, que permite a sua renovagdo, s6 muito
esporadicamente se estabelece naturalmente. No entanto,
sempre que & necessario, nomeadamente para impedir que a
dgua salobra invada -os arrozais adjacentes, é aberta uma
comunicagdo com o mar. Este facto é bem notério pela
variagdo dos valores de salinidade (1 to 36%.), e pela
composicdo faunistica do macrozoobentos. Dos 94 faxa de
invertebrados encontrados, 31.9% podem ser considerados
como continentais, 24.5% como de afinidades lagonais, e
41.9% podem ser incluidos num grupo marinho e/ou
estuarino. Poliquetas, Oligoquetas, Gastrépodes ¢ Dipteros
foram os Unicos grupos que registaram um nimero elevado
de individuos. Nesta lagoa, foi possivel identificar uma
comunidade bentnica baseada num pequeno nimero de taxa
de ambientes lagunares (Nereis diversicolor, Potamopyrgus
Jenkinsi, Lekanesphaera hookeri, Naucoris maculatus and
Chironomidae), e que se encontram, com regularidade, ao
longo de todo o ano. Os restantes organismos identificados
(espécies de origem marinha/estuarina ou lagunares
continentais) s6 sfo encontrados na lagoa em condigdes
ambientais favordveis. A comunicagio com o mar ¢
interrompida naturalmente pela acgiio das correntes marinhas.
A renovagdo com elementos de origem marinha (vivificagio
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sensu autores italianos) e a manutengdo de caracteristicas
salobras, sdo essenciais para a produtividade do sistema, €
para impedir a eutrofizagdo, como acontece em outros
ambientes lagunares salobros.

Palavras chave: Melides, Comunidade de macroinverte-
brados, Lagoas mesohalinas.

INTRODUCTION

Coastal lagoons are important reservoirs of continental material where, as a
rule, exceptional primary production conditions prevail. Each lagoon is a case
onto itself. They are also comparatively simple systems and in a typical lagoon
the exchange and mixture of saltwater and freshwater is irregular. Its
hydrography may show fluctuations daily, seasonally, and over long periods of
time (COLOMBO, 1977). Discharge to the ocean is frequently prevented by
active beach-ridges, forcing the water to accumulate in small coastal lagoons.
The accumulation of large amounts of water can lead to an inlet opening, re-
establishing the communication with the sea. Therefore, the ecology of coastal
lagoons is largely determined by the freshwater inputs and by mixing and
exchange processes with the adjacent sea. The water budget of a lagoon, with its
freshwater and marine components, also determines its sedimentation rate and
sediment patterns (POSTMA, 1981). Part of the accumulated allochthonous and
autochthonous material is exported to the sea, from which an important
biological component is imported. Interactions between sea and lagoonal
environments are of major importance for the biogeochemical and ecological
cycles.

The most important characteristics of lagoonal sediments are the large
quantities of organic matter and the high water content of the bottom deposits. A
shallow water body with a high nutrient content provides ideal conditions for
high production (BARNES, 1980) and due to their shallowness, sunlight is able
to reach the bottom and increase the primary production of benthic and water
column communities. Generally, a restricted export concentrates the organic
matter and the accumulation of this material leads to silting and rapid ageing of
lagoons.

Along the Portuguese SW coast several environments show different degrees
of ageing, related to their status in terms of exchanges with the sea (COSTA et
al., 1985; MAGALHAES et al., 1987, CANCELA DA FONSECA, 1989;
CANCELA DA FONSECA et al., 1989). The marine renewal seems to be
essential to maintain a steady state and these systems may be included among the
“permanent habitats with seasonal changing environmental conditions”
(CANCELA DA FONSECA, 1979). Summer ecological changes generally
referred to as "dystrophic crises” have been observed (BERNARDO et al.,
1988). According to the magnitude of episodic fresh- and seawater inputs in
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winter, anoxic conditions in the stagnant bottom water may develop (CANCELA
DA FONSECA et al., in press).

The Melides, Santo André and Sancha lagoons, located in the Alentejo coast,
SW Portugal, have been studied during several years as part of a program of
ecological characterisation of the littoral lagoonal environments of Setubal
district (COSTA et al., 1985; BERNARDO er al.,, 1988; CANCELA DA
FONSECA, 1989; CANCELA DA FONSECA et al., 1987, 1989, 1990, 1999, in
press; BERNARDO, 1990; DUARTE er al, 1990, 2002; CRISTO &
CANCELA DA FONSECA, 1994). These lagoons present different senescence
degrees, where the spontaneous communication with the sea only seldom occurs.

“Lagoa de Melides” is a small coastal brackish lagoon located 20 Km north to
Sines (39° 08’ N, 8°47° W) (Fig. 1), near the village of Melides and is isolated
from the sea by a sand barrier, with an almost regular shape which spreads along
a NE-SW axe. A mean surface of 38 ha was maintained during all the year due
to the frequent opening of an inlet. This procedure assures a regular
communication between lagoon and sea, and a periodical colonisation by marine
species. The freshwater comes from “Ribeira de Melides”, a 14 Km stream with
a catchments area of 65 Km’. This stream is also the main origin of the
continental pool of species that colonise the lagoonal environment. Sinuous and
branchy channels which cross the bottom assure the water circulation in the
entire lagoon (FONSECA, 1992).

The renewal of the lagoon marine faunal community (vivification to SACCHI
1961, 1979) is determined by the frequency of man-made sea openings. These
are established whenever it is necessary to prevent the rising of brackish water
and its overwash to the rice fields. The inlets provide the main exchanges
between lagoon and sea (discharge of retained materials and input of marine
species), which extends by a variable period (few days to few weeks) until the
sealing off by sea currents.

The aims of this study were to define the structure of macro invertebrate
community through the year and to identify the factors that affect its succession
and seasonal changes.

METHODS

From March 1988 to March 1989 (13 month period), samples were collected
monthly at 6 stations (Fig.1).

Several environmental parameters were registered in water: temperature,
salinity, pH, dissolved oxygen and turbidity. Monthly bottom water samples
were also obtained with a 3L Van Domn bottle sampler for nutrient analyses,
which were carried out in unfiltered water replicates following standard
procedures described by STRICKLAND & PARSONS (1972) for phosphate,
nitrate, nitrite and silicate and by GRASSHOFF (1976) for ammonia.
Chlorophyll a (Chlor.a) and pheopigments (Pheop) were determined spectropho-
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tometrically in the filtered material obtained in Whatman GF/C filters, after
extraction with 90% acetone in cool and dark conditions (LORENZEN, 1967).

The National Meteorological Institute provided rainfall data.
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Figure 1. Melides lagoon: location on the Iberian Peninsula, aerial photograph (A) and

main sediment types and sampling stations (B).
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For the studies of sediments and benthic communities, samples were obtained
with a modified Van Veen grab (“Sousa Reis"/LMG 83, 0.05 m?).

Macroinvertebrates were sorted from samples sieved in situ, through a 1mm?
square mesh sieve and preserved in a 10% formalin solution stained with Rose
Bengal. After sorting, samples were kept in 4% buffered formalin solution. All
organisms were counted and identified to the lowest possible taxonomical level,
Total number of taxa (S), total number of individuals (N), Shannon-Wiener
diversity (H’, bits), equitability (Pielou’s J’), Margalef’s species richness (d) and
Simpson’s dominance (D) indices (KREBS, 1994) were calculated using
PRIMER 5.2.4 (CLARKE & GORLEY, 2001) software package.

Estimates of sediment organic matter content (%) for the top centimetre were
obtained by weight loss on ignition (+450°C during a 24h period), after drying
for 24h at 65°C. Macrophyte biomass, measured as ash free dry weight (AFDW
g.m?), was determined using the above method, with the material sorted from
samples collected for the study of the benthos. Two seasonal (winter and
summer) sediment samples were collected, for grain size determinations.

For data analysis, stations were grouped by sediment type (sand, muddy
sand/sandy mud, mud) and by month. Data on faunal abundance were square
root transformed and cluster analysis (Q mode) was done on the similarity
matrix obtained using the Bravais-Pearson correlation coefficient. Doing this
large counts do not totally dominate the coefficient (CLARKE & WARWICK,
1994). Non-metric scaling analysis (MDS Ordination) was performed on the
same similarity matrix. Cluster analysis (R mode — Bravais-Pearson correlation
coefficient) was also done on environmental and community descriptors.
Environmental and taxonomic descriptors were superimposed one at a time on
the faunal MDS ordination as circles whose sizes reflect the magnitude of these
variables, to emphasise a visual relationship between the sample grouping and
the variable in consideration. NTSYS PC 2.02 (ROHLF, 1998) and PRIMER
5.2.4 (CLARKE & GORLEY, 2001) software packages were used.

RESULTS

Sediments of Melides lagoon show a distribution pattern between sand, muddy
sand/sandy mud and mud (Fig. 1). The average organic content (top centimetre)
of the sediments, range from 2 to 12% (Table 1).

Climatic conditions - mainly rainfall - define the annual pattern of the system,
since it influences the water salinity (Fig. 2). The lagoon can be classified as
poly-euhaline (> 25%o salinity), mesohaline or oligohaline (<5%o salinity) during
the year, due to the increasing or lack of precipitation (Table 1). Diurnal
dissolved oxygen recorded values were low (<6 mg/l) from May to January, but
never reached zero.

Month average values of dissolved nutrients, chlorophyll @ and pheopigments
in near bottom water are presented in Table 1. The higher values of nitrate are
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related to continental drainage after heavy rainfall periods. Silicate average
values may depend on lack of dissolved oxygen near the bottom or on runoff due
to rainfall increase. That could explain its gradual increase from July to
November. During summer, phosphate and ammonia concentrations may also
depend on lack of dissolved oxygen near the bottom, but due to the presumed
consumption by producers only slightly higher values were recorded during this
period. Average values of chlorophyll a and pheopigments seem to present the
same pattern.

Table 1. Melides lagoon: monthly average values of environmental parameters over the
sampling period, March/1988 - March/1989.

Environmental Year 1988 Year 1989
parameters Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec| Jan Feb Mar
Rainfall (mm) 1536 464 107 179 357 679 214 0O 15 1411 1821 107 71 54 36
Temperature (°C) - - 186 203 238 253 228 23.0 23.0 19.2 17.7 14.6]|12.8 158 163
Salinity (%) - - 339 215 162 79 33 20 08 04 04 130[70 38 IS5
Oxigen mg/l - - 133 115 41 57 32 43 22 64 44 52|43 87 101
pH - - 76 80 87 93 81 80 85 85 173 - 8.6 - 8.8
Nitrate (mg/l) - - 92 61 03 07 45 02 22 07 04 03|15 08 03
Nitrite (mg/1) - - 036 022 001 005 0.11 0.19 034 0.02 0.03 0.11|0.16 0.08 0.05
Ammonia (mg/I) - - 218 000 471 065 561 218 199 2.18 6.51 10.57[1.01 0.79 1.11
Phosphates (mg/1) - - 023 033 009 012 1.54 044 092 036 021 0.75(0.33 0.42 040
Silicates (mg/l) - - 80 199 3.1 140 338 469 844 101.01272 27.2(273 153 7.0
Turbidity (NTU) | - - 252 262 225 2.65 423 1042 675 3.83 485 - |320 - 233
Chlorophyll a (mg/m®)] - - 0.60 6.13 3.00 1.62 094 12.16 13.22 4.18 13.60 7.78 [ 3.96 1598 2.97
Pheopigments (mg/m®)| - - 0.15 2.15 131 1.09 1.42 948 6.63 1.70 9.90 5.83|548 1513 2.22
Sedim. Org. Mat (%) { - - 233 10.23 6.35 6.48 8.07 990 6.77 5.60 632 833|868 7.40 12.06
Macrophytes (g/m?) | - - 154.5 189.1 237.0 191.6 245.0 232.5 180.1 207.3 216.2 195.7182.7 141.3 201.9

During summer, water volume decreases, and in July the global average
macrophyte biomass reaches a maximum (245g AFDW. m™ - Table 1). Ruppia
maritima was the main macrophyte species, either present in the sampled area of
the lagoon, or in upstream areas near to the rice fields, Potamogeton pectinatus
was also collected. Macrophyte biomass distribution decreases from the central
part of the lagoon towards the inlet zone, to the deeper area and to the P.
pectinatus area (Fig. 3a). Average macrophyte distribution also matches
sediment types (Figs. 1 and 3a). Sediment organic content and macrophyte
biomass are well correlated (Fig. 3b).

A total of 18502 individuals from 94 different taxa were identified. Species
were distributed among 7 main taxonomic groups: Cnidaria (1 species),
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Annelida (27 species), Mollusca (28 species), Crustacea (7 species), Insecta (20
species), Bryozoa (2 species), Echinodermata (2 species) and Chordata (5
species). Month occurrences of all recorded faxa by sediment type are presented
in Table 2.

2000 + D Rainfall (mm) 40
1800 L —&— Botton Temp. ~ |
—=— Botton Salin. r35

K Q;b & ng\\%%(\%% Q,%g%%&% $ & OQJQ)Q%%Q%% @
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Figure 2. Melides lagoon month rainfall and average values of bottom water temperature
and salinity.

The main variation of faxa distribution by sediment types emphasise the
importance of sand and muddy areas for differences in benthic communities
(Table 2; Fig. 4a). Fig. 4b shows that monthly distribution of number of taxa is
positively correlated with global density (individuals/0.15m?) of benthic
organisms.

Multivariate analysis on month faxa abundances and distribution by different
sediment types (Fig. 5a) allowed the separation of three main clusters: i) Two
groups of samples recollected in sand - A (March to July 1988) and C (February
1989), and ii) one group with the all the other samples ~ B the remaining months
and all the different sediment types (sand, muddy sand/sandy mud and mud).
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Flgure 3. Melides lagoon: a) average distribution of the macrophyte biomass (AFDW
g.m’ ) b) relation between sediment organic content and macrophyte biomass.
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Table 2. Melides lagoon: list of taxa referenced monthly in the benthos, in sand (1, 4, 7,
10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31), muddy sand/sandy mud (2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29 and
32) and mud (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 and 33) from March 1988 to March 1989.
Shades indicate presence (] - Sand; ] - Muddy sand/sandy mud; | ' - Mud).

1988 1989
Mar | Apr {May | Jun | Jul { Aug | Sep | Oct | Nov | Dec | Jan | Feb | Mar
CNIDARIA
Cordylophora caspia (Pallas) [ |
ANNELIDA
Scoloplos amiger (O.F. Maller) E

Malacocerus fuliginosus (Claparéde)
Malacocerus tetraceus  Schmarda i
Scolelepis squamata (Miilter)
Spio fiticoris (O.F. Muller)
Streblospio dekhuyzeni Horst
Capilella capitata (Fabricius)
Ophelia cf. bicoris Fabricius
Nereis diversicolor O.F. Miiller
Nephtys caeca Fabricius
Nephtys cimosa Ehlers
Nephtys hombergii Audouin & M. Edwards
Sabela pavonina Savigny)|
Raphidnius of. Nemasoma Morticelll
Protodrilus sp

Amphichaeta sannio Kallstenius,
Paranais litoralis (Miller) = -
Nais elinguis Maller|
Nais communis Piguet
Tubifex tubifex Muller
Tubifex cf, Utoralis Erseus
Tubificoides benedeni (Udekem). . ..

Tubificoides pseudogaster (Dahly
Ui ¥ e

Clitellio arenarius (O.F. Miller)
Fridericia paroniana lssel

MOLLUSCA
Hydrobia ulvae (Pennant)

Potamopyrgus jenkinsi (Smith) -l HI EY @3 I_' | il n | ER & B
Rissoa parva (da Costa)
Rissoa inconspicua (Alder) .

Lymnaea peregra (Maller) -
Physa fontinalis (L.) . . . l
Haminoea hydatis (L.)
Haminoea sp
Modiolus barbatus {L.)
Musculus mamoratus (Forbes)
Atring fragifis (Pennant)
Cerastoderma edulis {L.) B
Cemastoderma glaucum (Poiret),
Cerastoderma sp
Paphia rhomboides (Pennant)
Paphia aurea (Gmelin)
Mactra glauca Bom
Spisula solida (L))
Spisula subtruncata (da Costa)
Lutraria angustior Philippi
Exrvilia castanea (Montagu)}
Scrobicutaria plana (da Costa)
Abra alba (Wood)
Abra ovala (Philippi)
Ensis ensis (L.)
. Ensis siliqua (L)
Sphenia binghami Turton
Bamea candida (L) | |
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Table 2 (Cont.)

1988 1988
Mar | Apr Jun | Jul | Aug | Sep | Oct | Nov | Dec | Jan | Feb | Mar

B

CRUSTACEA
Simocephalus vetulus {O.F. Miller)

Tanais dulongii (Audouin)
Lekanesphaera hookeri  (Leach) ] I . . . .
Tvios europaeus (Audouln)
Gammarus chevreuxi Sexton
Athyaephyra desmaresti (Millet) I
Hyppolitidae sp1

INSECTA
Centropilum sp .

Cloeon sp I .-.-:.‘

Baetis sp

Ischnura slegans (Van der Linden)
Ischnura graelisi Rambur
Ischnura pumilio (Charp.)
Aeshna affinis {(Van der Linden)
Crocothemis erythraea (Brullé) . g Ej
Corixidae n.d.

Plea leachi McGregor & Kirk .
Naucoris maculatus Febricius B | ] 5} W

itus cf. irel S

-

=]
|
£l
-

Haliplus sp|’

Berosus sp
Philydrus sp

Diptera n.d.
Culkidae n.d.
Chironomidae n.d.
Ceratopogonidae n.d.
Ichneumonidae n.d.

!..
B
|
-
-|
—
=
-
=
=
-
w

BRYOZOA

Victorella pavida Saville Kent|

Conopeum seurati (Canu) B F
ECHINODERMATA

Amphiphotis squamata (0. Chiaje) .
Amphiura sp| I}
CHORDATA
Ascidiacea n.d. [Jj
Anguilla anguilla {L.) . .
Syngnathus abaster Risso :

Atherina boyeri Risso
Atherina sp

MDS ordination (Fig. 5b) highlights these groups and allows the separation of
subgroups A, A,, B, and B,, which become associated with: A, — Crustacea
(Fig. Sh); A, — Polychaeta (Fig. 5f) and Bivalvia (Fig. 5g); B, — Gastropoda
(Fig. 5j); B, — Insecta (Fig. 5i); C- Oligochaeta (Fig. 5k). The stress values
(0.09) points to a good ordination (CLARKE & WARWICK, 1994).

Circles proportional to values of salinity, macrophyte biomass and organic
sediment content plotted on MDS ordination stress the importance of these
parameters on the separation of groups A and B (Fig. 5b, 5¢, 5d and 5e).

Cluster analysis (R mode) on the month average values of sediment organic
matter, macrophyte biomass, water physical-chemical and benthic community
parameters by different sediment types shows an opposition between a group
formed by macrophyte biomass, sediment organic matter and Simpson’s D, and
another one assembling all the other parameters (Fig.6). In the latter two
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subgroups are enhanced, in which is possible to see salinity associated with S, d
and H’, and N, Chlor.a, Pheop with the nutrients related to oxygen depletion
(phosphate, ammonia and silicate).
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Figure 4. Melides lagoon: a) Monthly distribution of number of taxa per sediment type. b)
relation between month total number of taxa (S) and number of individuals (N).
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DISCUSSION

Values of salinity depend on annual climatic conditions, but in contrast with
other estuarine/lagoonal environments of the Portuguese Southwest coast, where
salinity always decreases in Autumn-Winter due to runoff, and increases in
Spring-Summer periods due to sea-connections and evaporation (ANDRADE,
1986; MAGALHAES ez al., 1987; CANCELA DA FONSECA, 1989), the
Melides lagoon revealed abnormal conditions.

The salinity increase that was noticed after periods of heavy rainfall (Fig. 2),
and that could lead to a poly-mesohaline situation, is a result of sand barrier
overwash by the seawater. In other SW Portugal coastal lagoons a similar pattern
was observed in winter months during severe storms (MAGALHAES et al., 1987).
This fact associated with a great volume of water in lagoon basin could promote
natural openings to the sea, which is the case in February/March 1988 (Fig. 2).

During the sampling period precipitation occurred every month excepting
August. In October and November, strong rainfalls were recorded (Fig. 2). This
could explain the sudden decline and disappearance of marine/estuarine taxa,
and the low number of species that could subsist all year long (Table 2). Further
more, the incoming of seawater in winter months represents a new disturbance
and restrains population development of remaining species, consequently in
Melides lagoon the reduction of faxa was not followed by an increase on the
density of benthic organisms (Fig. 4b) as it occurs in Sancha and St. André,
other neighbouring brackish lagoons (CANCELA DA FONSECA, 1989;
CANCELA DA FONSECA, et al., 1999).

As in other brackish environments (cf: VERHOEVEN & VIERSEN, 1978;
BARNES, 1980; VIERSEN & VERHOEVEN, 1983; CANCELA' DA
FONSECA, 1989; QUINTINO & RODRIGUES, 1989), the benthic community
of this lagoon depends on environmental fluctuations, and its bottom
communities are strongly influenced by salinity which seems to be the main
ecological factor controlling the seasonal change of benthic taxa.

Of the 94 invertebrate faxa found (Table 2), only the Annelida Nereis
diversicolor, the Mollusca Potamopyrgus jenkinsi, the Crustacea Lekanesphaera
hookeri, and the Insecta Naucoris maculatus and Chironomidae spp. can be
considered constant in the lagoon. The other identified organisms (from an
aquatic continental or an estuarine/marine pool of species) only appear in the
lagoon under favourable environmental conditions. However, from all recorded
taxa, 31.9% can be considered as continental, 24.5% of lagoonal affinities, and
41.9% may be included in a marine and/or estuarine group, according with
QUINTINO (1988), CANCELA DA FONSECA (1989) and QUINTINO &
RODRIGUES (1989).

The dynamic of sediments of Melides lagoon reflects two main situations:
periods of sea-lagoon connection, which supplies sand to the lagoonal environ-
ment, and those of heavy continental runoff, carrying silt and clay to the lagoon.
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The same situation occurs with other brackish lagoons of the Portuguese coast
(CANCELA DA FONSECA et al., 1987; QUINTINO, 1988; FONSECA, 1992).

a) lél———«:m

Stress:0.09 |

b)

Figure 5. Melides lagoon: Multivariate (Cluster and MDS) analysis and environmental and
taxonomic descriptors superimposed on the faunal MDS ordination: a) cluster analysis (Q
mode— Bravais-Pearson correlation coefficient) of square-root transformation of species
abundance; b) MDS ordination referred to the cluster analysis (numbers refer to sediment
type and month of the sample as in Table 2); c) Salinity circles over MDS; d) Macrophyte
biomass circles over MDS; e) Sedim. organic content circles over MDS; f) Polychaeta
circles over MDS,; g) Bivalvia circles over MDS; h) Crustacea circles over MDS; i) Insecta
circles over MDS; j) Gastropoda circles over MDS; k) Oligochaeta circles over MDS (the
circle size reflect the magnitude of the retained variables).
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Figure 6. Melides lagoon: Cluster analysis (R mode- Bravais-Pearson correlation
coefficient) on water, sediment and benthic community parameters.

Distribution of number of faxa by sediment types stresses that sands are
colonised by a greater number of species (Table 2 and Fig. 4a). These may be
assigned to a marine and/or estuarine group (poly-euhaline species related to
higher salinity values) recorded at the sand stations during the first months of
this study. The sea-lagoon connection allows colonisation of those areas by the
referred species. :

Species occurring in muddy areas are mainly insects and gastropods and
excepting chironomids, are related to macrophytes occupying the same
substrates.

From all registered environmental and biological parameters, salinity explains
the distribution of group A (Fig. 5b, 5c,.5f, 5Sg and 5h); Macrophytes correlated
with sediment organic content (Fig. 3b), can explain group B (Fig. 5b, 5d, Se, 5i
and 5j). Group C though characterized by the presence of Oligochaetes can not
be assigned to any environmental parameter (Fig. 5k).

Data from Table 1 concerning nutrient values points to: i) an internal recycling
and release of ammonia, silicate and phosphate from sediments; ii) an increase of
nitrogen (nitrate) due to runoff from the catchment’s basin. As pointed out for
neighbouring lagoons by BERNARDO er al (1988) and CANCELA DA
FONSECA et al. (1999) the first case results from high water temperatures
leading to low bottom water dissolved oxygen. So, as shown in Fig. 6, the higher
average values recorded for chlorophyll @ and pheopigments seem to correspond
to nutrients supplied by summer internal release from sediments.



BENTHIC COMMUNITY OF LAGOA DE MELIDES 87

Considering the dynamics of salinity, macrophyte biomass and organic matter
and to their influence on taxa distribution, it is clear that the communication with
the sea inhibits macrophyte development and contributes to prevent lagoon
eutrophication as in Santo André lagoon (CANCELA DA FONSECA et al., in
press). :

As pointed out by BAMBER ez al. (1992), lagoons with communities
dominated by “lagoonal specialists” may be considered relevant for conservation
as “ecological islands”. That may be the case of Melides lagoon (Table 2) in
which a restricted number of species (‘marine’ lagoonal or ‘continental’ lagoonal
species, cf. CANCELA DA FONSECA, 1989) appeared to tolerate the wide
environmental variations that occur throughout the year. Due to this, the benthic
community of Melides lagoon can also be considered as a “physically controlled
community” (cf. SANDERS, 1969).
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CONDICOES DE ACLIMATACAO DE MESOPODOPSIS
SLABBERI (VAN BENEDEN), (CRUSTACEA: MYSIDACEA)
NUM SISTEMA SEMI-ESTATICO
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Sardo, A. M., Azeiteiro, U. & Morgado, F. (2003), Condigdes
de aclimatagiio de Mesopodopsis slabberi (van Beneden)
(Crustacea: Mysidacea) num sistema semi-estatico. Revista
Biol. (Lisboa) 21: 91-102.

Mesopodopsis  slabberi é um misiddceo eurihalino e
suprabéntico, que apresenta uma vasta distribui¢do
geografica, sendo uma das espécies de misiddceos mais
abundantes nas Aguas costeiras pouco profundas. Vérias
espécies de misidaceos (p. ex., Mysidopsis sp, Neomysis
integer) tém sido cultivadas em laboratério e sdo frequente-
mente utilizadas em testes ambientais. No entanto, em relagéo
a M. slabberi as referéncias a condigSes de aclimatagio sdo
extremamente escassas, apesar da sua relevncia ecoldgica e
domindncia. Para a utilizagdo dos organismos em laboratério,
¢ fundamental a existéncia prévia de um protocolo de
aclimataggo claro € rigoroso, que se possa seguir sempre que
necessario. Assim, com este trabalho pretendeu-se contribuir
para a optimizagio das condigdes de aclimatagdo desta
espécie. Nio foram obtidas variagdes importantes nos
parimetros fisicos e quimicos medidos (salinidade, tempera-
tura da agua, pH e %0,) antes e apos a mudanca de agua,
assim como em todo o periodo de aclimatagio (12 dias) e a
mortalidade foi bastante baixa (6.7%). Conclui-se que o
controlo da qualidade da agua, assim como da densidade de
misidaceos (30 L") e a escolha de uma dieta adequada
(nauplii de Artemia), conduzem 2 aclimatagdo de M. slabberi
COm SUCESSO.

Palavras-chave: Aclimatagdo, Mesopodopsis  slabberi,
qualidade da agua, dieta.
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Sardo, A. M., Azeiteiro, U. & Morgado, F. (2003).
Acclimation conditions of Mesopodopsis slabberi (van
Beneden) (Crustacea: Mysidacea) to a semi-static system.
Revista Biol. (Lisboa) 21: 91-102.

Mesopodopsis slabberi is a euryhaline and suprabenthic mysid
that presents a wide geographic distribution and is one of the
most abundant mysid species in coastal shallow waters. Seve-
ral mysid species (e.g., Mysidopsis sp, Neomysis integer) have
already been cultured in laboratory and are frequently used in
environmental tests. As for M. slabberi there is few published
information about a possible acclimation, despite its domi-
nance and ecological importance. In order to perform labora-
torial tests, the optimization of an acclimation protocol is
needed. The main goal of the present study was the optimi-
zation of this mysid species acclimation. No important
variations in the physicochemical parameters (salinity, water
temperature, pH and %0,) were observed, neither before nor
after water change, during the whole acclimation period (12
days), and a very low mortality occurred (6.7%?. In conclu-
sion, the water quality and mysid density (30 L™) control, as
well as the choice of a proper diet (Artemia nauplii), are
important factors for a successful acclimation of M. slabberi.

Key words: Acclimation, Mesopodopsis slabberi, water
quality, diet.

INTRODUCAO

Os misidaceos constituem um grupo de crusticeos, predominantemente
marinho, com grande capacidade de adaptagdo, que inclui algumas espécies de
dguas doces € muitas estuarinas. Sobretudo suprabenténicos, ocupam um largo
espectro de habitats com diversidade de recursos alimentares, que exploram com
sucesso. Costumam nadar perto do fundo durante o dia, enquanto que a noite
efectuam migragdes verticais em direcgdo a superficie (MAUCHLINE, 1980). A
razdo entre sexos varia com a época do ano, mas tende a favorecer as fémeas
(MAUCHLINE, 1980) e a coesdo do grupo parece ser muito importante numa
comunidade de misididceos (OHTSUKA et al., 1995). A maioria das espécies é
filtradora e ndo selecciona as suas presas (DAUBY, 1995), tendo sido observado
canibalismo em culturas laboratoriais (REITSEMA & NEFF, 1980; DOMIN-
GUES et al., 1998). Em termos alimentares s3o omnivoros e podem alimentar-se
de pequenos organismos plancténicos como copépodes, diatomaceas e detritos
organicos (MAUCHLINE, 1980). Varios estudos tém sido efectuados sobre a
composi¢do das comunidades suprabenténicas, sendo os misiddceos muitas
vezes um dos grupos mais importante ¢ mesmo dominante (DRAKE et al., 1997,
MEES et al., 1993, 1995). Na Ria de Aveiro foi observada uma tendéncia
semelhante, podendo a dominancia dos misidaceos estar associada a ambientes
com uma maior dindmica e imprevisibilidade (CUNHA et al., 1999).
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Mesopodopsis slabberi (van Beneden 1861) é membro de um grupo de
espécies pertencentes ao género Mesopodopsis. A taxonomia do género
Mesopodopsis Czemiavsky e, em particular, da espécie slabberi, tem sido alvo
de controvérsia. Em 1861, van Beneden descreveu a primeira espécie de
Podopsis slabberi e, erradamente, atribui-a a um género de decapode. Dois anos
depois Goes transferiu correctamente para o género Mysis Latreille
(WITTMANN, 1992). M. slabberi é um misidaceo eurihalino (GREENWOOD
et al., 1989) e suprabentonico, exibindo migragdes mareais e verticais didrias e
horizontais / longitudinais sazonais (WEBB & WOOLDRIDGE, 1990). Durante
o dia é essencialmente hiperbentonico, agrupando-se em grandes e densos
enxames, perto do substrato. Sob condigdes de baixa luminosidade, como aguas
turbidas ou a noite, vagueia frequentemente entre o fundo e a superficie, como
organismo planctonico. Exibe uma independéncia em relagéo ao substrato, mais
visivel que nos restantes Mysidae hiperbenténicos e pode ser encontrado em
quase todos os tipos de substratos nas dguas costeiras com profundidade inferior
a 50 m. Alimenta-se sobretudo de seston e de outros pequenos organismos
(WITTMANN, 1992).

Apresenta uma vasta distribui¢iio geogrifica (GREENWOOD et al., 1989),
sendo uma das espécies de misidiceos mais importantes nas aguas costeiras
pouco profundas (GOMOIU, 1978). Ocorre frequentemente em sistemas
estuarinos (MACQUART-MOULIN, 1965) onde €, na maior parte das vezes, o
misiddceo mais abundante (WEBB & WOOLDRIDGE, 1987; GREENWOOD
et al., 1989), estando presente em salinidades entre 1.3 e 43 (WITTMAN, 1992).
M. slabberi abunda ndo s6 em sistemas estuarinos como marinhos, tais como
Atlantico-NE, Biltico oeste, todo o Mediterrdneo, Mares da Marmara, Negro e
Azov, 30-59°N, 10 °W-41°E (WITTMANN, 1992).

E ‘facilmente distinguido, uma vez que apresenta um corpo delgado e
transparente ¢ olhos de um comprimento invulgar — o dobro do didmetro da
carapaga na regido gastrica. Numa amostra destaca-se, uma vez que nada
activamente e parece uma pequena vara, que termina em olhos pretos
(GOMOIU, 1978). Os organismos vivos sdo transparentes com os olhos azuis
escuros e os pequenos cromatoforos presentes no corpo podem expandir-se para
pequenas tiras cinzentas, na maioria dos organismos, ou para um par de pontos
avermelhados localizados nos urépodes. A carapaga pode apresentar entre 14 a
27 poros € os ovos (embrides) variam entre transparentes a amarelados opacos,
ou raramente verdes (WITTMANN, 1992).

Alguns estudos indicam que € uma das presas preferidas dos peixes, ocorrendo
em 30 a 40% dos estdbmagos analisados (HOSTENS & MEES, 1999). Apresenta
um papel ecoldgico importante (GREENWOOD et al., 1989) e ¢ sem duvida
uma das espécies dominantes, tal como mostram diversos estudos (DRAKE et
al., 1997, MEES et al., 1993, 1995). Estdo também disponiveis informagdes
sobre produgdo (AZEITEIRO et al., 1999), bioquimica (AZEITEIRO et al.,
2001) e histologia (PASTORINHO et al., 2003) desta espécie.



94 A. M. SARDO, U. AZEITEIRO & F. MORGADO

Em trabalhos de laboratério, ¢ fundamental a existéncia de um protocolo de
aclimatagio bem definido e rigoroso, que se possa seguir sempre que necessario,
O presente estudo estd integrado num trabalho de ecotoxicologia, utilizando M,
slabberi como espécie teste. Constituindo a aclimatagiio o primeiro passo em
qualquer teste de toxicidade, o objectivo principal da presente investigacio foi
conseguir reunir um conjunto de condigdes que permitissem optimizar a aclima-
tagdo deste misiddceo, que possibilitassem a sua manutengdo em laboratério por
um periodo de tempo consideravel. Partindo do conhecimento das condiges
ambientais, tentou-se adaptar os organismos a condi¢des laboratoriais impostas,
A existéncia de um protocolo de aclimatagdo de M. slabberi podera permitir a
sua utilizagdo em iniimeros ensaios de ecotoxicologia, ou mesmo possibilitar a
sua cultura em laboratério.

MATERIAL E METODOS

Métodos de colheita n
A recolha de organismos ocor- .é_

reu na Ria de Aveiro, no Canal da

Cidade (Figura 1), com profun-
didades que oscilaram entre os 5 e
os 7 metros, cerca de 2 horas apds
a preia-mar € a uma salinidade de
35. Todas as amostras foram
colhidas durante o dia, uma vez
que se sabe que, nesse periodo, os
misiddceos suprabenténicos en-
contram-se perto do fundo
(MEES et al, 1993). A captura
foi realizada com recurso a um
trené suprabenténico com copo
de colheita (Figura 2), ambos de
malha 500 pum, operado a partir
de uma embarcagio, com arrastos
de 3 a 4 minutos, realizada
sensivelmente a meio do Canal e
sempre contra a corrente. O
contetdo do copo de colheita foi
colocado em contentores de 20 L
de capacidade (com o auxilio de
um esguicho com édgua do local),

de forma a manter os organismos Figura 1. Localizagfio da Ria de Aveiro, com
vivos até ao laboratério. indicagdo do local de amostragem (L.A.).

Oceano Atlantico

Ria de Aveiro
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Figura 2. Esquema do trené suprabentdnico utilizado nas colheitas realizadas na entrada
do Canal de Mira (adaptado de CUNHA er al., 1999). Col.: copo colector; T.: trend; A.
est.: asas estabilizadoras; Pr. Fr.: prato frontal.

Métodos laboratoriais

Apés triagem das amostras presentes nos contentores, foram colocados 10
organismos (pertencentes & mesma classe de tamanho) em cada frasco de vidro,
contendo 500 mL de solugdio ASTM (ASTM, 1980) com salinidades
progressivamente decrescentes (35, 30, 25, 20, 16, 10 e 6), sem sedimento e com
arejamento permanente. Apds 2 a 3 horas (que, em testes prévios se revelou
suficiente para salvaguardar o choque osmético) de estarem numa salinidade, os
organismos foram cuidadosamente transferidos para a salinidade imediatamente
inferior. Este ensaio decorreu numa sala com temperatura e fotoperiodo
controlados, 20°C e 14h de luz.

Numa segunda abordagem, efectuou-se um procedimento idéntico, mas em
que 15 espécimes de M. slabberi foram colocados numa solugdo de 4gua do mar
artificial, preparada através da dilui¢do de sal marinho SERA PREMIUM® em
dgua destilada, com uma salinidade de 25 (GREENWOOD et al., 1989) e sem
sedimento. Esta solugfio foi previamente arejada e, durante toda a aclimatagfo, o
arejamento foi mantido. Esta experiéncia consistiu em 4 réplicas e a aclimatagdo
ocorreu durante um periodo de 12 dias, durante os quais, diariamente, se
procedeu & contabiliza¢dio da mortalidade e monitorizagdo da temperatura, pH,
salinidade e percentagem de saturagdo de O, da dgua, assim como & substitui¢do
de 250 mL (sistema semi-estitico). Os pardmetros fisicos e quimicos foram
medidos utilizando sondas digitais (condutivimetro WTW LF330, oximetro
WTW Oxi330i e medidor de pH WTW pH330). A medigio dos pardmetros foi
sempre feita antes e apés a mudanga de agua.



96 A. M. SARDO, U. AZEITEIRO & F. MORGADO

Colocou-se uma rede de malha muito fina no interior dos frascos, para que nio
houvesse possibilidade de retirar espécimes enquanto se pipetavam os 250 mL.
A 4agua nova foi cuidadosamente introduzida, com o auxilio de uma vareta de
vidro e por escorréncia através das paredes do frasco. Os organismos foram'
colocados numa sala com temperatura do ar e fotoperiodo controlados (20 °C e
14 horas de luz, respectivamente).

Inicialmente experimentou-se alimentar os organismos com Arfemia
congelada, mas, além de ser superior em tamanho a M. slabberi, diminuia
drasticamente a qualidade da agua, pelo que esta hipdtese foi abandonada. Em
experiéncias de cultura de misidaceos, nauplii de Artemia sio tradicionalmente
utilizados como alimento (DOMINGUES, 2000). Os cistos de Artemia foram
eclodidos em condi¢Ges de luz intensa, temperatura de 25 °C, salinidade média
de 27, com arejamento forte e permanente.

Os organismos foram alimentados diariamente com Artemia eclodida ha 24
horas, ad libitum, uma vez que os misidaceos sdo canibais € comem-se uns aos
outros se ndo estiver disponivel alimento suficiente (DOMINGUES, 2000).
Sempre que se julgou necessério, removeu-se o excesso de alimento acumulado
no fundo dos frascos.

RESULTADOS

A utilizagdo do meio ASTM foi abandonada apés vdrias tentativas, uma vez
que se revelou letal: os organismos morreram num periodo de tempo varidvel
entre as 2 e as Sh ou, apesar de resistirem a transferéncia progressiva de
salinidades, ndo sobreviveram por mais de 12h.

Pelo contrario, a solugdo de agua do mar preparada em laboratério mostrou-se
de alta tolerincia para estes organismos. Na Tabela I encontram-se as condig¢des
que conduziram ao sucesso na aclimatagio de M. slabberi. Alguns itens podem
ser alterados: o numero de organismos por frasco (nunca mais de 20 em 500 mL
de 4gua), a quantidade de agua por frasco (dependendo do niumero de
organismos) e a quantidade de agua mudada (nunca inferior a 250 mL por dia).
Por outro lado, condigdes como o tipo e frequéncia de alimentag@o, frequéncia
de mudanga de agua, arejamento e temperatura do ar, devem ser seguidas
conforme este protocolo e mantidas o mais constante possivel.

Os parametros fisicos e quimicos, medidos antes e apds a mudanca de agua,
mantiveram-se estaveis enquanto durou a aclimatagdo: a salinidade (Figura 3)
variou ente 25.0 e 27.0 (erro-padrdo: 0.170 antes da mudanga de agua; 0.140
ap6s a mudanga de agua); a temperatura da agua (Figura 4) oscilou entre 19.8 €
20.9 °C; o nivel de oxigénio (Figura 5) esteve entre 61.1 e 81.6; o pH (Figura 6)
apresentou valores de 7.55 a 8.42. Os valores de salinidade, com excepgdo do
primeiro dia, foram sempre superiores antes da mudanga de dgua. A dgua de
substituigdo ¢ preparada a salinidade 25 e a introdug@o de alimento implica um
aumento na salinidade (uma vez que a eclosio de Artemia envolveu a utilizagio
de um meio com salinidade superior 38 do meio de aclimatagfo), embora este
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aumento s6 seja visivel algumas horas apés a introdugdo — dai que o valor de
salinidade do dia seguinte seja sempre superior. Os valores de pH apresentaram
um padrio semelhante, sendo este também devido a renovagio da dgua. A maior
variagdo verifica-se nos valores do nivel de oxigénio, o que € facilmente
explicado pelo constante arejamento a que estdo submetidas as solugdes € que
nio permite a total estabilizagdo da sonda (para tal € necessario que ndo existam
quaisquer movimentos na solugdo monitorizada).

Tabela I. Resumo das condig8es gerais, durante os 12 dias de aclimatagdo.

PARAMETRO CONDIGAO
Tipo de teste | Semi-estatico
Salinidade | 25+ 2 PSU
Temperatura | 20+2°C
Fotoperiodo | 14:10h (luz artificial)
Tipo de frasco | Vidro, transparente, com tampa
Tipo de 4gua | Do mar artificial (SERA PREMIUM® em 4gua destilada)
Volume de 4gua | 500 mL
Mudanca de dgua | 250 mL dia’
Arejamento | Constante, moderado
N° de misiddceos | 15 adultos
N° de réplicas | 4
Alimento | Artemia 24h; ad libitum
Sedimento | Sem sedimento
Monitorizagdo | Didria
275 y
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Figura 3. Variagio média da salinidade antes (A) e ap6s (D) a mudanga de dgua, durante o

periodo de aclimatago, nas 4 réplicas (média + erro-padréo).
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Figura 4. Variagdo média da temperatura da dgua (°C) antes (A) e apés (D) a mudanga de
4gua, durante o periodo de aclimatagfo, nas 4 réplicas (média + erro-padrio).
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Figura 5. Variagdo média do nivel de oxigénio (%) antes (A) e apés (D) a mudanga de
agua, durante o periodo de aclimatago, nas 4 réplicas (média + erro-padrio).

Foi possivel manter estiveis as condi¢gdes ao longo de 12 dias, o que
demonstra a eficicia do protocolo proposto, quando aplicado de uma forma
rigorosa.

Em relagdo a4 mortalidade, também monitorizada diariamente, apresentou
valores relativamente baixos. Verificaram-se 2 baixas no sexto dia e outras 2 no
sétimo. Assim, num total de 60 espécimes morrerem 4, o que corresponde a uma
mortalidade de 6.7 %, um valor bastante aceitivel, se tivermos em conta a
duragdo da aclimatagfio face ao curto ciclo de vida desta espécie (WITTMANN,
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1992). E curioso notar que se verifica uma maior mortalidade a meio do periodo
de aclimatag#o, contrariamente ao que seria de esperar, uma vez que os dias mais
criticos seriam os primeiros, em que os organismos se estariam a adaptar a um
novo meio e suas caracteristicas particulares.

[
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Figura 6. Variagio média do valor de pH antes (A) e ap6s (D) a mudanga de 4gua, durante
o periodo de aclimatagao, nas 4 réplicas (média + erro-padrdo).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Um sistema de agua estatico, em culturas de misidaceos, apresenta vérias
vantagens e desvantagens quando comparado com sistemas de renovamento
continuo. Enquanto que em sistemas estaticos os misidiaceos ndo tém que
despender muita energia para manter a sua posi¢do, uma vez que nfo existe
qualquer corrente (DOMINGUES et al., 1998), nos sistemas com renovamento
constante, os organismos s3o orientados para a corrente (MAUCHLINE, 1980).
Outra desvantagem dos sistemas com renovamento constante € que os nauplii de
Artemia s3o constantemente arrastados para o filtro, onde ficam aprisionados,
obstruindo esta estrutura (WARD, 1991). Por outro lado, um sistema estatico
permite a acumulagdo de produtos de excregdo e outros desperdicios, originando
uma agua de baixa qualidade. Elevadas concentragGes de amoénia, nitrato e nitrito
e escasso oxigénio dissolvido sfo condigdes que conduzem a um aumento da
mortalidade dos misidaceos (BRANDT et al., 1993). Assim, ndo sé6 num sistema
de cultura, mas também num processo de aclimatagdo como é o do presente
estudo, a escolha do tipo de sistema é muito importante para uma manutengfo
satisfatoria de misidaceos. O sistema utilizado (semi-estatico) retine as vantagens
do estatico devido a ndo existéncia de corrente € as de um sistema de
renovamento constante, uma vez que hd uma mudanga periddica e controlada da
agua. Através dos dados fornecidos pela monitorizagdo didria dos pardmetros
fisicos e quimicos e dos valores de mortalidade, pode afirmar-se que o sistema
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semi-estatico funcionou muito bem e & apropriado para o processo de
aclimatagdo de M. slabberi. A logistica e materiais utilizados para manter o
sistema de aclimatagdo como descrito sdo simples e econémicos e podem
facilmente ser instaladas noutros laboratérios.

Outro factor importante para que a aclimatago seja alcangada com sucesso é a
densidade de misiddceos. Se, por um lado, maior densidade significa que mais
misiddceos vo crescer no mesmo espago, o que é importante devido a baixa
fecundidade destes organismos, por outro aumenta as possibilidades de
ocorréncia de canibalismo e conduz a uma diminuicdo da qualidade da 4gua
(DOMINGUES et al., 1999). Os valores obtidos na literatura para densidades de
misiddceos s3o muito varigveis: 50 ind.L’! (DOMINGUES et al., 1998) e 6
ind.L"! (REITSEMA & NEFF » 1980) utilizando Mysidopsis almyra; 2.4 ind.L"
para Mysidopsis bahia (WARD, 1991). BRANDT ef al. (1993) sugere que, em
culturas de Neomysis mercedis, acima dos 20 ind.L"' sio esperadas mortalidades
elevadas. O niimero de organismos utilizado por frasco foi de 15 em 500 mL
ndo foi observado nenhum comportamento competitivo, canibalismo ou uma
elevada mortalidade, o que pode indicar que se trata de um ntimero adequado de
misidaceos.

A alimentagdo ndo constitui um problema técnico na aclimatagdo de M.
slabberi em sistemas semi-estéticos, uma vez que a eclosdo de cistos de Artemia
¢ féacil e rapida. No entanto, os custos associados a utilizagdo de Artemia
representam uma elevada despesa. Apesar de os nauplii de Artemia terem sido
muito utilizados nos ultimos anos em culturas de misidéceos, o prego dos cistos é
muito elevado ¢ tem vindo a aumentar, tornando-se numa dieta dispendiosa em
culturas de misidiceos em larga escala (DOMINGUES et al., 1998).
Experiéncias realizadas de comparagdo de dietas de Artemia e de Artemia
enriquecida mostram que a utilizagio de um factor de enriquecimento ndo
conduz a um aumento na reprodugfio, mas melhora significativamente a
sobrevivéncia de juvenis (DOMINGUES et al., 2002). Neste trabalho foi
inicialmente experimentada, em testes preliminares, uma dieta de Artemia
congelada. No entanto, para além de diminuir a qualidade da 4gua, nfio era
comida por M. slabberi. WARD (1991) observou que espécies de Mysidopsis
parecem preferir presas que se movimentam, como nauplii de Artemia e o
mesmo parece ter acontecido com a espécie deste estudo. Dietas que utilizam
fitoplancton ou compostos artificiais apresentam uma produgdo e taxa de
sobrevivéncia significativamente mais baixas (DOMINGUES et al., 2002).

Neste trabalho, a manutengo da qualidade da agua parece ter sido o factor que
mais afectou a sobrevivéncia dos organismos, mais do que a densidade ou o
canibalismo. Dai que se tenha estabelecido uma mudanca de 4gua didria e em
consideravel quantidade (50%). Por outro lado, a deteriorag@io da qualidade da
agua parece ser causada por concentragdes elevadas de presas (nauplii de
Artemia), acima do necessério, tal como observado por DOMINGUES et al.
(1999).
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A escolha de agua do mar artificial foi feita na tentativa de eliminar possiveis
fontes contaminantes. REITSEMA & NEFF (1980) concluiram que, quando se
utiliza 4gua do mar artificial ¢ muito importante que esta seja preparada com
4gua destilada, uma vez que solugdes preparadas com agua da torneira provocam
baixa sobrevivéncia e uma notéria diminui¢o da fecundidade.

Em conclusdo, pode afirmar-se que é possivel aclimatar M. slabberi durante
um periodo consideravel de tempo ¢ com baixa mortalidade. Para tal, o protocolo
proposto deve ser seguido de forma a assegurar 0 sucesso da aclimatagdo. A
utilizagdo de agua do mar artificial preparada a partir de dgua destilada e
renovada frequentemente, o controlo do niimero de organismos por litro, assim
como a escolha e verificagdo da quantidade de alimento disponivel constituem as
condigdes chave para uma aclimatagdo com €xito.

Estes resultados sdo promissores mas o grande avango para o desenvolvimento
de um robusto e fidedigno método de teste ird requer o desenvolvimento de um
sistema de cultura capaz de produzir juvenis de M. slabberi.
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Pombo, L., Dias, C., Lopes, C. & Rebelo, J. E. 2003. Fishes,
cuttlefishes and the environmental status of the Ria de Aveiro
estuarine lagoon (Portugal). Revista Biol. (Lisboa) 21: 103-
118.

Commercial fish assemblage and cuttlefish population were
examined for patterns in spatial structure within an estuarine
coastal lagoon, Ria de Aveiro. Three years of abiotic condi-
tions variation were recorded to identify factors responsible
for maintaining structure of fish assemblages and cuttlefish
population. Nine sites were monthly sampled with a
traditional beach-seine net “chincha”, between November
1998 and October 2000 for fish, and a trawl net “zorro”,
between June 2001 and May 2002 for cuttlefish. Most fish
and cuttlefish abundance changed significantly between sites.
Salinity, pH, turbidity and depth changed significantly
between sites. Depth significantly decreased and pH
significantly increased from the first to the second year of
fish sampling. Correlations between fish assemblage structure
and abiotic factors were identified. Temperature and salinity
are key factors above abundance of migrant species, and,
dissolved oxygen and depth are important to explain fish
migrations within the lagoon. Trophic analysis indicates that
dietary groups do not affect the general positioning of fish
within the area. Thus, the environmental-biological
interactions appear to have a greater effect on fish distribution
than do biological interactions.

Key words: fish fauna, cuttlefish, diversity, environmental
factors, Ria de Aveiro.

Pombo, L., Dias, C., Lopes, C. & Rebelo, J. E. 2003. Peixes,
chocos e o estado ambiental da laguna estuarina Ria de
Aveiro (Portugal). Revista Biol. (Lisboa) 21: 103-118.

A comunidade de peixes comerciais e a populagio de chocos
foram estudadas em padrdes de estrutura espacial ao longo da
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laguna costeira estuarina, Ria de Aveiro. Durante trés anos
foram registadas as condigdes abidticas do ecossistema para
identificar os factores responsiveis pela manutengio da
estrutura da comunidade de peixes e da populagdo de chocos.
Os peixes foram capturados com a “chincha”, uma rede de
cerco tradicional da regido e o choco foi capturado com uma
rede de arrasto também tradicional, o “zorro”. Foram
efectuadas amostragens mensais, em nove locais de
amostragem, entre Novembro de 1998 e Outubro de 2000,
para o caso dos peixes, e entre Junho de 2001 e Maio de 2002
para o caso do choco. A abundéncia da maioria das espécies
de peixes e chocos variou significativamente entre as
estagdes. A salinidade, o pH, a turbidez e a profundidade
variaram  significativamente entre as estagdes. A
profundidade diminuiu e o pH aumentou significativamente
do primeiro para o segundo ano de amostragem de peixes.
Foram estabelecidas correlagdes entre a estrutura das
comunidades de peixes e os factores abi6ticos. A temperatura
¢ a salinidade ‘sdo os factores chave na abundéncia das
espécies migradoras, e o oxigénio dissolvido e a profundidade
sdo impottantes para explicar as migragdes dos peixes dentro
da laguna. A anélise tréfica indica que os grupos alimentares
ndo afectam o posicionamento geral dos peixes na laguna, por
isso, as interacgGes abidticas-biolégicas aparentam ter maior
efeito na distribuigio dos peixes do que as interacgdes
biolégicas.

Palavras-chave: peixe, choco, diversidade, factores ambient-
tais, Ria de Aveiro.

INTRODUCTION

Assemblages of estuarine organisms vary in time and space, largely because
estuaries have widely varying environmental characteristics and they serve as
nurseries for many productive and dependent marine species (ROGERS e al.,
1984; ELLIOTT & HEMINGWAY, 2002). The habitats, and consequently the
fish assemblages, are also potentially affected by several anthropogenic
influences which may have a direct influence on the food resources, distribution,
abundance, growth, survival and behaviour of the fauna present (WHITFIELD,
1996).

The main estuarine water quality parameters, salinity, temperature, turbidity,
pH and dissolved oxygen are known to affect fish distribution (BLABER &
BLABER, 1980). Sediment characteristics, substratum heterogeneity and
vegetation also affect fish distribution through their influence on prey
availability (MARCHAND, 1993) and protection from predators (BLABER &
BLABER, 1980). The studies on fish assemblage structure have a high value in
estuarine quality assessment (ELLIOTT ef al., 1988; POMFRET et al., 1991)
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although causal links have to be

determined between environ-
mental parameters and fish
assemblage structure and
functioning.

The Ria de Aveiro (Figure 1),
on the west coast of Portugal is
an estuarine coastal lagoon with
a maximum length of 45 km and
maximum width of 11 km de-
limit a total area between 42 km?
(low tide) and 47 km? (high tide)
(BARROSA, 1980). The water
volume is 70 million m®, with an
oceanic tidal contribution of
between 25 million m’ (neap-
-tides) to 90 million m’® (higher
spring tides). Four rivers (Vouga,
Antui, Caster and Boco) and
uncounted streams flow between 3
m’s”! and 60 m’s” due to the
influence of seasonal precipitation
and run-off patterns. The depth
varies between 0.6 m and 10.0 m.
The nature of the sediments, the
grain size in particular, is
extremely variable. Its compo-
sition varies between 20 to 90%
sand, 10 to 80% of silt and 0 to
30% of clay. In the north the
sediments are finer but become
coarser with progression to the
south (BORREGO et al., 1994).
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Figure 1 - Map of the Ria de Aveiro lagoon

showing sampling sites.

The lagoon receives considerable raw and treated wastewater effluent and
three main pollution types are apparent: organic and chemical pollution from
paper-pulp factories (in the rivers of Vouga and Antud); chemical pollution,
particularly mercury, from the industrial area of Estarreja (in Laranjo area); and
microbial contaminants from the urban sewage effluent and cattle raising areas
({lhavo channel, Vouga river and Ovar channel) (HALL, 1980; LIMA, 1986;
LUCAS et al., 1986; BORREGO et al., 1994).

The particular abiotic attributes of the Ria de Aveiro lagoon — shallowness,
high turbidity, nature of the substrate, temperature, salinity and oxygen —
associated with its high biotic productivity, offer excellent conditions for
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colonization by many species, especially teleosts (POTTER et al., 1990;
REBELO, 1992; POMBO & REBELO, 2002). The biology and ecology of fish
species in the Ria de Aveiro have been recently characterized in various studies
(REBELO, 1992; POMBO & REBELO, 2000; REBELO & POMBO, 2001;
POMBO & REBELO, 2002). The importance of cuttlefish, Sepia officinalis, has
been increasing in the recent years, both in terms of landings and relative
importance among other marine resources. The absence on data about cuttlefish
and its high economical importance in the Ria de Aveiro was determinant to
include this species in this study. The novelty of this paper is the study of two
subsequent years of fish and environmental factors, which improve the analysis
of any tendency of fish or abiotic variance.

The present study aims to assess the spatial characteristics and community
structure of some commercial fish and cuttlefish populations within the estuary
and to determine variations in population with respect to environmental factors,
The interactions of feeding habits of various fish species have also been
examined.

MATERIAL AND METHODS

Fish were monthly sampled, between November 1998 and October 2000, with
“chincha”, a traditional beach-seine net and cuttlefish were monthly sampled
between June 2001 and May 2002 with a traditional trawl net “zorro”. Samples
were taken in triplicate, at low tide during the adjacent five days of spring tides
(new moon) at nine sampling sites (Figure 1): near the mouth of the lagoon
(Barra, Gafanha and Sdo Jacinto); at the edges of the main channels (Arefio, Car-
regal and Vagos); in the main freshwater area, highly organically enriched (Rio
Novo de Principe); in the area showing the highest levels of industrial pollution
(Laranjo), and approximately in the middle of the longest channel (Torreira).

Fish and cuttlefish were preserved by freezing and were identified using
taxonomic keys of WHITEHEAD et al. (1986), BAUCHOT & PRAS (1987) and
CAMBELL, 1988. The food items were identified using HAYWARD &
RYLAND (1998). Species composition and the abundance of each species were
recorded.

Ten fish species were selected for this study comprising the two most
dominant species of each ecological guild according to the classification in
ELLIOTT and DEWAILLY (1995). These categories are: (1) ER, estuarine
residents; (2) MJ, marine juveniles; (3) MS, marine seasonal; (4) MA, marine
adventitious; CA, diadromous migrant; and (6) FW, freshwater adventitious.
Only the latter category was not considered because it was only found three
specimens of only two species, Carassius carassius and Gambusia affinis.

Measurements of temperature (£ 0.1 °C) and dissolved oxygen (+ 0.01 mg.l-1)
were taken with an oxygen meter (Consort Z621), salinity (£ 0.1) with a
refractometer (4fago), and pH (+ 0.01) with a pH meter (WTW 330/set — 2).
These parameters were only recorded at the water surface since preliminary
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fieldwork had shown water column differences were not significant (REBELO,
1992). Turbidity (£ 0.1 m) and depth (+ 0.1 m) were measured with a Secchi disc
after the triplicate fish and cuttlefish samplings at low tide of spring tides.

The distribution of species throughout the lagoon was established producing a
percentage diagram of each single species per site, which indicates the tendency
of a species to have a preferential area in each year separately.

Two-way ANOVA without replication (ZAR, 1984; SOKAL & ROHLF,
1995) was carried out in each species to test significant differences among the
abundance of species between sites in each year. The same statistical test was
assessed to test significant differences among the abiotic parameters between
sites. Homogeneity of variances was tested using the Fmax test (ZAR, 1984;
SOKAL and ROHLF, 1995). The abiotic analysis was completed using a t-test
for a single parameter to determine if whether each year was different to the
subsequent year only in the case of fish samplings (1998-99 and 1999-00) (ZAR,
1984; SOKAL & ROHLF, 1995). The package Sigma-stat for windows version
2.03 was used for these analyses.

Analysis of the assemblage was established on the abundance data using the
statistical computer programme MVSP (KOVAC, 1998), a multivariate
ordination technique, canonical analysis, which enabled the assemblage data to
be assessed with respect to the environmental parameters. It gave an assessment
of the relative importance of the parameters to the distribution of each species, as
well as the factors of most importance to the community structure. The relative
position of each species on the graph and its relationship to the environmental
factors are given. The importance of the environmental factors is indicated by the
relative length of vectors, the longer the vector the greater the influence on
species distribution. In addition, the closer any two species are on the graph, the
more similar their distribution; a similar relationship exists to the environmental
parameters (MARSHALL & ELLIOTT, 1998).

The non-parametric Spearman Rank correlation analysis was used to
determine the statistical significance of any relationship between the distinct
species assemblages and abiotic factors and identify factors responsible for
maintaining structure of the fish assemblages in each year separately.

Stomachs contents were analysed to the lowest possible taxonomic level,
according to CAMBELL, (1988) and HAYWARD & RYLAND, (1998), with a
stereo microscope (Olympus SZ60-PT) (630x) and an optic microscope (Olympus
CH 30) (1000x). For diet quantitative analysis, frequency of occurrence
described by HYSLOP (1980) and abundance were used. The weight of the prey
items was not considered, since samples came from hauls conducted during
different hours of the day and hence the digestion degree of the organisms
ingested was different. Fish size will affect the prey taken (WOOTTON, 1990),
thus the size of each fish was noted.

The diet of each species were subsequently analysed for the abundance of prey
species and a Bray-Curtis similarity coefficient was performed followed by



108 L. POMBO, C. DIAS, C. LOPES & J. E. REBELO

production of a dendrogram to indicate the degree of feeding similarities and
therefore the interspecific dietary interactions within the estuary. The package
MVSP (KOVAC, 1998) was used for these analyses.

RESULTS

The presence of each species at each site was expressed as the percentage
occurrence during two subsequent years for fishes and a different year for
cuttlefishes showed in Figure 2. The spatial distributions considering the data
monthly sampled of most species were significantly different. Only thinlip
mullet, in the first year, and sardine, striped red mullet and flounder, in the
second year, did not show a significant difference distribution within the lagoon.
The distribution of sea bass was not statistically significant in both years,
although the biological significance of any result based on a small sample size is
questionable, especially in the first year (37 specimens) (Table 1). Cuttlefish
showed a significantly difference distribution within the lagoon.
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Figure 2 — Distribution of species at each site, as a percentage occurrence over the study
period, each graph corresponds to a determined sampling year. Species abbreviations are
explained in Table 1 and site abbreviations are explained in the text and shown in Figure
1. Significantly differences of species abundance within sites are shown (*): p<0.05, (**):
0.05<p<0.01; (***): p<0.001; n.s.: p=0.05.
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Table 1 — Total abundance of species in each year of sampling, common names of the two
more dominant species of each ecological guild, fish abbreviations and ecological guilds
proposed by Elliott & Dewailly, 1995.

Species Common name | Abbrev.| Ecological Abundance (No,) | Biomass (kg)
guild — 11998/99 11999/00 11998/99 11999/00
E .o Big-scale sand Estuarine
\Atherina boyeri Risso, 1810 smelt Aboy Resident 2082 2911 5,6 3,1
Platichthys flesus Estuarine
Li s, 1875) Flounder Pfle Resident 121 21 1,0 0,3
therina presbyter Cavier, | - oo qemett | Apre | M oy f s |11 | 69
1829 Juvenile
Dicentrarchus labrax (L., Europeen Dlab Mam?e 37 757 1,5 8.0
1758) seabass Juvenile
Liza aurata (Risso, 1810)] GOdensrey | . Marine 4273 | s092 | 456 | s02
mullet Seasonal
Sardina pilchardus European . Marine_
(Waul 1792) pilchard Spil Seasonal 8739 | 29478 13,7 13,7
Midlus surmulenus L, 1758 | Stpedred | o, | Marine oy 09 | 0
mullet Adventitious
Symphodus bailloni i ] Marine
(Valenciennes, 1839) o| Shillons prasse | Sbai |\ yoonifions | 93 | 159 | L4 14
A”él’;’slg"”g“"’“ @, Eel Aang | Catadromous | 53 | 46 | 27 | 20
Lizfsrz"é’;“’d“ (Risso, Thinlipmullet | Lram | Catadromous | 627 | 1227 | 10,6 | 114

The environmental data (minimum, mean, and maximum) of each site and year
is evident in Figure 3. Sampling sites are presented on the graphs from the minor
distance to the lagoon entrance.

Salinity, pH, turbidity and depth showed extensive spatial statistically
significant variations (Figure 3). Salinity varied from typically freshwater (ARE
and RIQ), brackish water (VAG, LAR and CAR), and marine water (BAR, SJA,
GAF and TOR) close to the mouth of the lagoon (Figure 1) and decreased from
the first to the second year but that difference was not significant (p=0.429). pH
changed between acid (6.81) in the regions with higher chemical pollution
problems, especially Hg concentrations, from the industrial complex of Estarreja
(LAR) (Figure 1) (POMBO et al., 2000) and alkaline (9.62) in the regions with
urban effluents and farming activities (ilhavo channel, Vouga River and Ovar
channel) (VAG, RIO and CAR) (Figure 1). There was a statistically difference
(p<0.001) of pH values in all the sites, from the first to the second year,
becoming more alkaline, in spite of not having apparent natural or human reason
for that change. Thus, it is questionable the significance of pH as it constantly
varied during measurements. Turbidity varied between 20 cm at the edges of
lagoon and 2 m, near the mouth of lagoon, where currents are stronger. There
was not a statistical variation between the first and the second year (p=0.088) at
all sites. Depth varied from the edges of channels (0.5 m) (ARE at south and
TOR at north) to the inner regions of the lagoon (6 m) (RIO, VAG and LAR).
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Figure 3 - Minimum, average and maximum values of abiotic parameters by sampling
sites, each column of graphs corresponds to a determined sampling year. Site
abbreviations are explained in the text and shown in Figure 1. Significantly
differences of abiotic parameters between sites along months are shown (*): p<0.05,
(**): 0.05<p<0.01; (***): p<0.001; n.s.: p=0.05.

There was a significant difference between the two years of fish samplings
(p<0.001) (Figure 2), being noticed a significant decreasing. The depth measure
can be questionable, however it is possible to point out that there was a tendency
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of depth decreasing, which was clearly noted along the years at all the sites,
especially at the deepest regions. The distribution of sediment environments in
the Ria de Aveiro is determined mainly by the morphology of the channels, the
hydrodynamic regime and sediment sources (CUNHA, 1999). Sediment loading
into the Ria system is particularly associated with the winter and spring flows of
the River Vouga. Fine particles deposit in low-flow areas, mainly in the central
and northemn regions of the Ria, where the sediment is predominantly organic
rich mud and muddy sand (CUNHA, 1999). The dominance of sandy sediments
with very low organic content at the lower edges is closely related to the
dynamic circulation regimen in these areas. Sandy sediments are also dominant
all over the southern channel (Mira channel) due to the low input of solids from
freshwater and terrestrial sources.

Temperature and dissolved oxygen were not spatial statistically significant in
the three years. Temperature changed between 4 and 27 °C (Figure 3). The
differences were significant among months (POMBO & REBELO, 2002) but not
among sites; between the two subsequent years there was not a statistically
dlfference (p=0.440). Dissolved oxygen varled from levels near the anoxia (4
mg.1") and oversaturated values (13 mg.I'") but those values were not significant
between sites. There was not a statistically significant difference, at the whole
lagoon, between the two years.

The relative importance of the measured environmental factors to the dominant
fish species is shown in Figure 4, as determined by canonical analysis. Axes 1
and 2 represented a total of 82 % and 80 %, respectively in each year, of the
environmental influence on the species within the lagoon.

1998/99 1999/00

Figure 4. CCA ordination diagram of Ria de Aveiro dominant fish abundance with
environmental factors represented by arrows: temperature (TP); salinity (SL); dissolved
oxygen (DO); pH (pH); turbidity (TB) and depth (DP). Species abbreviations are
explained in Table 1.
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Ordinal values were calculated for each species and plotted on the graph
allowing their positions relative to each other and to the environmental gradients
to be assessed. The closer the species to the vector, the stronger the relationship,
while the relative position along the vector will give the type of effect, i.e.
increasing abundance with high or low values for the environmental variable
(MARSHALL & ELLIOTT, 1998). Species located around the origin either did
not show a strong relationship to any of the variables measured or are found at
average values of each environmental variable measured. In addition, the
opposition between temperature and salinity, and dissolved oxygen and depth are
key factors to explain the fish distribution within the lagoon.

Temperature was the most important abiotic factor in the abundance
distribution of species (Figure 4), reflecting the seasonally varying nature of the
assemblage and proving to be the best predictor of total abundance. This
seasonality is related more with the movements of fish from the sea to the lagoon
(and vice-versa) than with migration within the lagoon. The majority of species
had a higher abundance above average temperature and occur at the areas near
the mouth of the lagoon, where the salinity and depth are higher (Figure 3).The
temperature was particularly important in both years, in the distribution of
seasonal migrant species that only colonises the lagoon in spring and summer,
when the temperature is high. Salinity was important in both years above the
abundance of sardine, sand smelt (APRE), and baillon’s wrasse (SBAI).

Dissolved oxygen and depth highly influenced the abundance of fish, which
occurs at deep regions (Figure 4), as big-scale sand smelt, which uses those sites
as a refuge against eventual predators, also with high abundance on vegetation,
and consequently high productivity.

The dominant 10 species showed some statistically significant correlations
with environmental factors further demonstrated by the values of the Spearman
correlation coefficients (Table 2). Turbidity influenced the abundance
distribution of sand smelt and the catadromous species, thinlip mullet (LRAM)
in both years. Depth influenced the distribution of golden grey mullet (LAUR)
and baillon’s wrasse (SBAI) in both years. The influence of pH was statistically
significant in distribution of flounder (PFLE), baillon’s wraisse (SBAI) and eel
(AANG), but when pH increases, in the second year, that influence was not
significant (Table 2).

The abundance of prey is ranked in Table 3 indicating that several feeding
groups are present in fish species. The main food items of most species are
copepods, detritus and bivalves, although they can feed opportunistically on
other organisms (Table 3). The Bray-Curtis similarity (Figure 5) coefficient
shows the degree of feeding similarities and therefore the dietary interactions
within the estuary. Four groups can be established at 36 % of similarity (Figure
5). The two Atherina species are classed together at 68% of similarity. These
species diet is based on bivalves, gastropods, annelids, insects and crustaceous.
Sardine and the two species of mullets constitute the second group (Figure 5),
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which diet is based essentially on copepods, detritus and algae. Flounder,
seabass, eel, and striped red mullet also show similarities in diet, although
smaller than the other groups (36 % of similarity), preferring small benthic and
pelagic crustaceans, especially mysids, amphipods and Sphaeroma sp. Baillon’s
wrasse feed on almost strictly amphipods, forming a different group.

Table 2. The degree of correlation between the abundance of dominant species and
environmental factors. Species abbreviations are explained in Table 1. TP- temperature
(°C); SL- salinity (psu); OD- dissolved oxygen (mg.l-1); pH- pH; TB- turbidity (m); DP-
depth (m). Significantly correlations between species abundance and abiotic parameters
are shown (*): p<0.05, (**): 0.05<p<0.01; (***): p<0.001; n.s.: p20.05.

1998/99 TP SL DO pH TB DP 1999/00 TP SL DO pH TB DP

Aboy ns. ns. ns. nS. NS. ns. Aboy ns. nS. Nns. ns. ns. **
Pfle *** ns. ns. * *¥E* ns. Pfle ns. ns. ns. ns. ns. ns.
Apre ns. *** ns. ns. * ns. Apre ns. *** ns. ns. * ns.
Dlab ns. ns. * ns. ns. ns. Dlab *ohkk * *%* ns. ns. ns.
Laur ns. ns. ns. Nns. ns. ** Laur ns. ns. NS, ns. ns, *x*
Spil * ¥ ns. ns. ns. ns. Spil *EE Rk 4k+ s, NS, ns.
Msur n.s. * ns. ns. * ns. Msur ns. ns. ns. NS, NS NS
Sbai n.s. * ns. * ons, kxx Sbai ns. *** ns. ns, ¥Er kx
Aang ** ns. ns. ¥ onps. K Aang ns. * ns. ns. ns. ns
Lram ns. Nns. Nns. ns. * ns. Lram * ns. ns. ns. *** ns,
DISCUSSION

Fish studies have importance in estuarine water quality evaluation and
assessments of human impacts (ELLIOTT er al, 1988; ELLIOTT &
HEMINGWAY, 2002). Both fish abundance and species diversity can provide
managers with a good indication of the health of a particular system
(WHITFIELD, 1996). The Ria de Aveiro, a coastal estuarine lagoon, as others
ecosystems in general (LEEUWEN er al., 1994), is a system highly influenced
by the environmental abiotic changes, which affect the recruitment, distribution
and the survival of fish species.

Environmental factors strongly influence fish assemblages but could not fully
explain differences between assemblages. Salinity, pH, turbidity and depth
changed significantly between sites. Temperature was found to be the most
important abiotic factor affecting the abundance distribution of fish assemblage.
Most species had a higher abundance above average temperature and occur at the
areas near the mouth of the lagoon, where the salinity and depth are higher,
especially the adventitious and seasonal migrant species.

Several natural and anthropogenic factors may have a direct influence on the
environmental and consequently on food resources,- distribution, abundance,
growth, survival and behaviour of the fish present (WHITFIELD, 1996). It is
important to point out that dredging in the Ria de Aveiro occurred in the
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previous previous years, between October 1997 and May 1998, extracting a total
of 1 510 000 m® of sediment from the main channels (Ovar, Murtosa, and Mira)
(JAPA, 1993). This enlarged the tidal-range and the water removal, allowing a
large variety of marine adventitious species, as baillon’s wrasse, to enter the
lagoon. After dredging, channels with high depth and consequently high
potential of fish mobility in the water column, induces the entrance of typically
marine species from the adjacent ocean. In spite of dredging, depth significantly
decreased from the first to the second year of fish sampling. The strong
precipitation in the second year of sampling, and consequently the raised flows

Table 3 — Food items abundance of dominant species during 1998/99, size range, total
number of fish, and total number of analysed stomachs. Species abbreviations are
explained in Table 1.

Estuarine Resident Marine Juvenile  Marine Seasonal  Marine adventitious  Catadromous

Food items Aboy  Pfle Dlab  Apre Laur Spil Sbai Msur Lram  Aang

Algae 21 0 1 26 90 2 0 0 57 10
Ampelisca sp. 0 0 0 0 0 0 0 6 0 12
Amphipoda 15 4 23 94 1 11 215 65 ¢ 6
Ampithoe sp. 1] 0 0 1 0 0 10 0 0 15
Annelida 127 9 14 462 4 1 1 0 14 2
Bivalvia 329 5 3 583 55 19 5 13 16 0
Branchiopoda 0 0 0 0 150 0 0 0 0 0
Carcinus sp. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 5
Chironomidae 0 29 0 1] 1 0 0 0 1 2
Copepoda 350 0 4 226 223 670 20 0 160 3
Corophium sp. 0 0 0 1 0 0 2 6 0 0
Crangon sp. 7 9 8 6 0 0 0 2 1 4
Crustacea 74 1 19 92 11 8 22 1 7 2
Crustacea larva 0 0 0 1 17 27 26 0 0 4
Cumacea 6 0 0 3 0 4 0 0 0 0
Decapoda 0 0 3 6 0 1 1 0 0 3
Detritus 15 12 0 26 839 83 4 0 156 2
Eggs 42 0 1] 130 2 0 0 1] 0 1
Fish 0 3 1 0 0 2 4 1 0 13
Formicidae 1] 0 0 26 (1] 1] 0 0 0 0
Gammarus sp. 0 1 7 6 1 0 2 24 0 13
Gastrosaccus sp. 0 0 2 6 1 0 0 1 0 14
Gastropoda 90 0 0 138 36 156 0 0 43 0
Gnathia sp. 0 0 0 8 0 0 0 1] 0 1
Idotea sp. 7 10 1] 6 0 1 77 3 0 1
Insecta 52 51 0 174 107 11 2 0 24 6
Insecta larva 35 0 1 55 77 1 4 0 17 3
Isopoda 1 0 0 6 6 3 3 1 1 0
Mysidacea 25 38 21 47 6 35 7 32 0 23
Neomysis sp. 0 3 0 1 7 0 0 0 0 1]
Paramysis sp. 0 0 0 0 7 0 0 (] 0 0
Ostracoda 10 0 0 18 6 0 0 0 0 0
Digested food 213 30 16 226 216 52 28 4 69 17
Polychaeta 21 8 8 57 51 4 2 0 0 18
Praunus sp. 5 0 0 4 1] 0 0 0 0 0
Sphaeroma sp. 417 21 190 459 1 6 11 24 1 45
Turbularia sp. 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0
Size length (cm) 4-12 2-28 320 5-15 2-126 4-16 4-16 6-19 231 6-63
Total number indiv. 2503 121 37 1169 4273 8739 93 21 627 53
Analysed stomachs 346 78 34 493 1026 146 50 13 323 49
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Figure 5. Bray-Curtis similarity analysis of stomach content data of dominant fish species
during 1998/99. The vertical line defines 4 groups (I, II, III and IV) with similar diet
composition.

of water leads to a bedstead deepen, transporting sediments from one region to
another, changing substantially the substract of the lagoon. These changes
consequently modify the distribution of fishfauna, especially the benthonic fish,
which migrate to deeper regions, as a strategy of protection against predators and
minimization of food competition with others fish species (HARLEY et al.,
2001). In addition, pH significantly increased from the first to the second year of
fish sampling. This may be a cause of salinity decreasing with a consequently
different productivity patterns in the system. In spite of the significance of pH
may be questionable, because of its high variance during the day, it is clear the
tendency of increasing along the three years here analysed, which reflects
somehow global changes in the environment of the lagoon.

Correlations between environmental factors and fish assemblage structure
were identified. The opposition between temperature and salinity is important
above marine seasonal migrant species, which only migrate to the lagoon when it
finds favourable conditions. In addition, dissolved oxygen and depth are key
factors to explain fish migrations within the lagoon. Those parameters influence
most species in the second year, when both factors decreased. Thus, in the
second year, big-scale sand smelt is not so abundant at the northern edges and
occurs mainly at the south deep regions, where dissolved oxygen is high. In the
first year, sea bass highly occurs at Rio Novo de Principe, and in the second year
this species occurs mainly at the edges of the lagoon, the Ovar channel, in the
north, and ilhavo channel, in the south, where dissolved oxygen is low. It is
relevant that the abundance of sea bass increased more than 20 times from one
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year to another, and temperature, salinity and dissolved oxygen together appears
to be important abiotic factors for that occurrence. The influence of pH is strong
in the abundance of flounder, baillon’s wrasse and eel, but when pH increases, in
the second year that influence is not significant. This species occurred mainly at
the north edge, with basic pH, in the first year. In the second year, when the pH
values increases in the lagoon, the species moves to Barra, near the sea, with
more alkaline values. Baillon’s wrasse prefers alkalinity in water, its abundance
in the second year almost duplicated in relation to the first year.

The relationships between environmental and biological variables are
important, however the information on biological inter-relationships is also
required to determine the patterns in distribution (MARSHALL & ELLIOTT,
1996). The most important of those patterns are the competition for food and
space and the recruitment to the lagoon. The dietary analysis enables a further
assessment of biological interactions of fish within the lagoon. Four groups of
fish with similarities on food preference can be established. Apparently, it is not
verified the overlapping spatial distributions with the alimentary groups,
however, more information is required on the availability of prey organisms,
especially on size or age classes of fish and spatial and temporal feeding habits
to be sure of their effectiveness influence on the distribution of fishes within the
lagoon.

This study constitutes a base on future studies that will include not only the
abundance but also the biomass of fish, which gives a production perspective of
the lagoon. Temporal variation on fish distribution and environmental factors
will also be included in these studies, besides the spatial variation. It is important
to point out that it is difficult to separate and analyse separately each
environmental factor from the others, and it’s known that they interact with each
other. Besides that, many other factors were not considered in this study but have
a great importance on fish distribution, namely the influence of tides, velocity
and streams and also the human impacts. In what concerns cuttlefish this study
only constitutes a preliminary analysis on distribution although further studies
are predicted on aspects such as reproduction, spatial usage and trophic
interactions with fish.

It can be concluded that Ria de Aveiro shows a dynamic and a variable
environment, characterised to fluctuations on tide and significant variations in
the abiotic and climatic parameters. These environmental variations regulate the
distribution and the diversity of fishfauna, but do not fully explain all the
differences between assemblages. In a food-rich lagoon, as Ria de Aveiro, the
environmental-biological interactions appear to have a greater effect on fish
distribution than do biological interactions.
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