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RESUMO

Nas Ultimas décadas as ameacas a biodiversidade tém sido cada vez mais numerosas,
nomeadamente para os especialmente sensiveis ecossistemas de dgua doce. Estes ambientes
ocupam uma area relativamente reduzida do planeta, porém onde a perda de biodiversidade
parece ser mais elevada do que em ambientes terrestres.

A Peninsula Ibérica (PI) constitui um sistema isolado do resto da Europa no que diz respeito a
espécies aquéticas. Este isolamento resulta da evolugdo geomorfolédgica da regido com o
estabelecimento dos Pirenéus. O surgimento de formacgdes geoldgicas complexas, a alteracdo
de escoamento das suas bacias hidrogréficas e fendmenos tectdnicos condicionaram o curso
dos rios e ribeiras e, consequentemente, das espécies que neles habitavam. Os peixes de agua
doce, sendo peixes primarios, sdo intolerantes a salinidade e a Unica forma de dispersarem é
através de contactos entre linhas de agua. Como consequéncia, as suas histdrias evolutivas estdo
inevitavelmente ligadas as das bacias hidrograficas. A PI é rica em endemismos, com cerca de
80% das espécies estritamente dulciaquicolas endémicas. O mesmo se observa nas aguas
continentais portuguesas com 10 endemismos lusitanicos registados.

Um desses endemismos é a boga-portuguesa, Iberochondrostoma lusitanicum Collares-Pereira
1980, espécie com estatuto de ameaca IUCN Criticamente em Perigo. Habita rios e ribeiros
pouco profundos do tipo mediterraneo nas bacias do Tejo, Sado e Ribeiras do Oeste tendo sido
objecto de monitorizacbes em ambientes urbanos, particularmente, nas ribeiras da Lage,
Barcarena, Rios Jamor, Lizandro e Ota. Estas monitorizacBes mostram uma variabilidade na
estrutura populacional entre os varios locais e anos amostrados. Em alguns dos locais foram
detectadas espécies exoticas e invasoras e 0 ensombramento registado foi considerado razoavel,
embora ndo correspondente a complexidade da galeria ripicola. Uma das ameacas conhecidas
para as espécies de dgua doce continentais portuguesas é a degradacao dos habitats que, aliada
ao reduzido efectivo, impde a necessidade de medidas de conservacdo mais imediatas que
incluem a reproducdo ex situ. Para isso, foi criado um Projecto de conservagdo com uma
vertente de restauro ambiental associada a reprodugdo em cativeiro em condigdes semi-
naturalistas. A reproducdo nestas condicGes foi bem-sucedida, com uma elevada producéo de
descendentes subsequentemente libertados nos locais de origem dos reprodutores. De modo a
perceber as caracteristicas das fases iniciais de vida foi registado o desenvolvimento de ovos e
larvas de 1. lusitanicum de uma populacdo do Sado reproduzida em cativeiro. As fases
embrionaria e larvar, no seu conjunto, sdo relativamente longas, o que deixa os individuos
vulneraveis a perturbacdes e ameacas durante mais tempo. As diferentes populacbes de |I.
lusitanicum estdo isoladas em cursos de dgua sem contacto e para esclarecer as suas relacdes
filogeograficas, realizou-se uma analise molecular que confirmou existirem diferengas
significativas entre dois grandes grupos: Tejo+Oeste e Sado, e a analise morfoldgica dos
individuos foi concordante com as diferencas moleculares encontradas. Deste modo, sugere-se
a separacdo da populagdo Tejo+Oeste numa espécie diferente, Iberochondrostoma tagensis.
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ABSTRACT

In recent decades, threats to biodiversity have been increasingly numerous, particularly for
especially sensitive freshwater ecosystems. These environments occupy a relatively small area
of the planet, but where the loss of biodiversity appears to be higher than in terrestrial
environments.

The Iberian Peninsula (IP) constitutes a system isolated from the rest of Europe regarding
aquatic species. This isolation results from the geomorphological evolution of the region with
the establishment of the Pyrenees. The emergence of complex geological formations, changes
in the flow of its river basins and tectonic phenomena conditioned the course of rivers and
streams and, consequently, the species that inhabited them. Freshwater fish, being primary fish,
are intolerant to salinity and the only way to disperse is through contact between watercourses.
Therefore, their evolutionary histories are inevitably linked to those of river basins. IP is rich
in endemism, with around 80% of strictly freshwater species endemic. The same is observed in
Portuguese continental waters with 10 Lusitanian endemisms recorded.

One of these is the arched-mouth nase, Iberochondrostoma lusitanicum Collares-Pereira 1980,
a species with IUCN category CR- Critically endangered. It inhabits Mediterranean type
shallow rivers and streams in the Tagus, Sado and Ribeiras do Oeste basins and has been
monitored in urban environments, particularly in the Lage, Barcarena, Jamor, Lizandro, and
Ota rivers. This monitoring show variability in the population structure between the various
locations and years sampled. In some of the locations, exotic and invasive species were
detected, and the shading recorded was considered reasonable, although not corresponding to
the complexity of the riparian gallery. One of the known threats to Portuguese continental
freshwater species is the degradation of habitats which, combined with reduced numbers,
imposes the need for more immediate conservation measures that include ex situ reproduction.
To this end, a conservation project was created with an environmental restoration aspect
associated with captive reproduction in semi-naturalistic conditions. Reproduction under these
conditions was successful, with a high production of offspring subsequently released in the
breeders' places of origin. In order to understand the characteristics of the initial stages of life,
the development of eggs and larvae of I. lusitanicum from a population of Sado reproduced in
captivity was recorded. The embryonic and larval stages, as a whole, are relatively long, which
leaves individuals vulnerable to disturbances and threats for longer. The different populations
of 1. lusitanicum are isolated in watercourses without contact and to clarify their
phylogeographic relationships, a molecular analysis was carried out which confirmed that there
are significant differences between two large groups: Tejo+Oeste and Sado, and the
morphological analysis of the individuals was in agreement with the molecular differences
found. Therefore, it is suggested that the Tejo+Oeste population be separated into a different
species, Iberochondrostoma tagensis.
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Introducéo

Nas Ultimas décadas tem vindo a ser registada uma elevada perda de
biodiversidade em todos os ecossistemas (WWF, 2020), cujos efeitos sdo agravados pelas
alteracdes climaticas que inegavelmente tém vindo a ocorrer (e.g. Weiskopf et al., 2020).
Os ecossistemas de &gua doce, apesar de terem uma importancia fundamental, ocupam
uma area relativamente pequena do globo (Tickner et al., 2020), sdo particularmente
sensiveis (Dudgeon et al., 2006) e estima-se que a perda de biodiversidade nestes
ambientes seja mais elevada do que nos ambientes terrestres (Costello, 2015), com uma
em cada trés espécies de dgua doce em risco de extincdo (Collen et al., 2014; WWF,
2020).

A Peninsula Ibérica (P.l.) esta isolada do resto da Europa desde o levantamento
dos Pirenéus a Nordeste da peninsula (Doadrio & Carmona, 2004), o que condicionou de
forma determinante a evolucgdo da ictiofauna de dgua doce deste territério (Miqueleiz et
al., 2022). Existem duas teorias principais para a origem das espécies ibéricas, uma que
aponta para uma coloniza¢do antiga da P.I. através da Europa Central (“northern-
dispersal hypothesis”’; Banarescu, 1973) e outra que sugere uma colonizacdo mais recente
através de uma rede lacustre existente na actual regido do Mediterraneo, numa fase
designada por Lago Mare (“southern sea-dispersal hypothesis”; Bianco, 1990). Estas
teorias ndo se excluem mutuamente, e podem ter contribuido ambas para explicar a
colonizagdo da P.l. por diferentes linhagens de peixes dulciaquicolas (Banarescu & Coad,
1991; Robalo, 2007). Estes autores propuseram que 0s ciprinideos europeus terdo tido
origem na Asia e que terdo seguido duas vias diferentes de colonizaco, uma pelo norte e
a outra pelo sul, e que terdo dado origem as espécies agora endémicas das areas
mediterraneas. Independentemente da forma de colonizacdo, chegaram a P.l. trés
linhagens principais de leuciscideos, uma que deu origem as espécies do género Squalius,
outra as espécies dos generos Achondrostoma, Pseudochondrostoma, Iberochondrostoma
e Parachondrostoma e a terceira deu origem ao género Anaecypris (Robalo, 2007). Como
ja foi referido, estas linhagens ficaram isoladas das restantes espécies europeias desde a
formacdo da cadeia montanhosa dos Pirenéus, cuja presente configuracao foi atingida no
Miocénico (Munoz et al., 1986; Puigdefabregas et al., 1992; Stange et al., 2016).



A actual rede hidrografica da P.1. é relativamente recente (durante o Pleistocénico,
entre 2,6 e 1,8 M.a.) e, embora actualmente os rios ibéricos escoem para o Atlantico ou
para 0 Mediterraneo, nem sempre foi o caso. As condi¢des climaticas na P.l. durante o
Miocénico (entre 11,6 e 3,6 M.a.) seriam semi-aridas a subtropicais, com longas estacoes
secas e com bacias, predominantemente, endorreicas que potenciaram a acumulacdo de
sedimentos (Cunha et al., 2005; Pais et al., 2012). Apesar da evolucéo de todas as bacias
endorreicas seguir as mesmas fases - enchimento sedimentar, alteracdo de escoamento
endorreico para exorreico e erosdo de vales fluviais (Alonso-Zarza et al., 2002; Gutiérrez-
Elorza et al., 2002; Pais et al., 2012) - na P.I. nem todas tiveram uma evolucgéo sincrona.
Nas bacias da zona oriental da peninsula a evolucéo foi anterior a das bacias da zona mais
ocidental, da costa Atlantica (De Vicente et al., 2011). Entre o Pliocénico e o
Pleistocénico inferior, alteracbes geologicas conjugadas com alteracdes do regime
climatico (de arido para humido), levaram a modificagdes nas bacias (Pais et al., 2012;

Pimentel & Azevedo, 1990), que resultaram no escoamento exorreico das mesmas.

Exemplos desta evolugéo das bacias sdo a bacia do Tejo Inferior e bacia de
Alvalade (localizada na actual zona terminal da bacia do rio Sado). O enchimento da bacia
do Tejo inferior corresponde, no Paleogenico, a um escoamento endorreico, enquanto no
Neogénico o escoamento da bacia era feito de nordeste para sudoeste, isto é, um regime
exorreico. Entre o Miocénico e o Pliocénico esse regime sofreu uma alteracédo, devido a
movimentos tectonicos, tornando-se endorreico, mas no final do Pliocénico, com o
estabelecimento de um clima mais quente e himido, o sistema retomou 0 escoamento
exorreico (Cunha et al., 2005; Pais et al., 2012). No caso da bacia de Alvalade, esta esta
separada da bacia do Tejo inferior por uma formacéo geoldgica do Paleoz6ico que s6 foi
transposta pelo rio Sado durante o Quaternario (Pais et al., 2012). Entre o Pliocénico e 0
Pleistocénico inferior, a placa ibérica sofreu um fendmeno de levantamento e
basculamento para sudoeste que, juntamente com o regime climéatico mais humido que
existia nesta época, contribuiram para a alteragdo do regime de escoamento das bacias de
endorreico para exorreico, passando estas, no Pleistocénico, a drenar para o Atlantico e
estabelecendo-se assim o sistema de drenagem moderno (Cunha et al., 2019; De Vicente
et al., 2011; Pais et al., 2012; Pimentel & Azevedo, 1990). Posteriormente, as bacias do
Tejo inferior e de Alvalade foram também sujeitas a periodos de transgressao e regressao
marinhas, tornando possivel a confluéncia de linhas de agua nas zonas de foz em periodos

de regressdo marinha (Pais et al., 2012) e reducéo dos habitats estritamente dulciaquicolas



a areas de menor dimensdo por intrusdo da cunha salina em periodos de intensa

transgressao marinha.

Todos estes factores tém vindo a produzir profundas alteragcdes na paisagem, o
que influencia também as possiveis rotas de disperséo e isolamento das espécies ao longo
do tempo (Sousa-Santos et al.,, 2019). Mais concretamente, as vias de dispersédo
dulciaquicola podem ter surgido ou desaparecido em consequéncia de eventos
paleogeomorfoldgicos e/ou paleocliméaticos como a captura fluvial, a confluéncia de
fozes em épocas de regressdo marinha, o contacto entre cabeceiras por erosdo remontante,
0 deslizamento tectonico de blocos com inversdo do sentido do escoamento fluvial ou o
overspill de bacias endorreicas em épocas de elevada pluviosidade (Alonso-Zarza et al.,
2002; Casas-Sainz & de Vicente, 2009; De Vicente et al., 2011; Garcia-Castellanos et al.,
2003; Gutiérrez-Elorza et al., 2002; Pais et al., 2012). Estes factores podem igualmente
justificar, sobretudo os que impuseram o isolamento de linhagens em areas geograficas
restritas, o nimero relativamente elevado de endemismos existentes na P.l. e noutras

peninsulas meridionais (Robalo, 2007).

Ao contrario das espécies migradoras, as espécies de peixes dulciaquicolas, as
quais € atribuida a tipologia residente em territdrio ibérico, sdo incapazes de colonizar
outros rios por via maritima, por serem peixes primarios e, em consequéncia, intolerantes
a salinidade. Por isso, apds a colonizagdo da P.l., a dispersdo destes peixes por todo o
territério estaria bastante limitada ou mesmo impossibilitada por vias marinhas ou
terrestres, ndo so pela sua intolerancia fisiologica, como também pelas caracteristicas
“insulares” dos rios e ribeiros (Bianco, 1990). No entanto, a dispersdo dos peixes
primarios por todo o territorio ibérico foi possivel devido a condi¢es muito particulares,
de origem tectonica, orogénica e/ou climatérica, que resultaram no surgimento de vias
dulciaquicolas passiveis de serem utilizadas por estes peixes como é o caso, por exemplo,
de capturas de rios, reversdes fluviais, contactos entre fozes em periodos de regressdo
marinha, ou contacto entre afluentes geograficamente proximos (Coelho et al., 2005;
Robalo, 2007; Sanjur et al., 2003; Sousa-Santos et al., 2019; Sousa-Santos, Gante, et al.,
2014). O ultimo periodo glaciar no Pleistocénico, por exemplo, devido a acentuada
regressdo marinha (Dias et al., 1997), tera permitido a dispersdo de espécies entre rios
actualmente isolados, atraves dos extensos deltas e confluéncia de fozes que se formaram

nos trogos terminais das bacias, por recuo da linha de costa.



Além das caracteristicas fisicas e morfologicas do territério que tanto
condicionaram a histdria evolutiva da ictiofauna nativa no passado, as actuais condi¢des
climatologicas e meteoroldgicas, tém uma importante contribuicdo na distribuicdo das
espécies. As variacdes sazonais dos caudais nos cursos de agua sao caracteristicas dos
rios de regime mediterranico, mais frequentes no sul do pais (INAG, 2008). O clima
mediterranico caracteriza-se por uma sazonalidade nos padrdes de pluviosidade e de
temperatura, com Invernos frios com precipitacéo alta e Verdes secos e com temperaturas
elevadas (e.g. Bonada & Resh, 2013). A variacdo anual da precipitacdo é importante
nestas regides, pois define o ano hidroldgico em causa: seco, normal ou himido (Bonada
& Resh, 2013). Com efeito, os rios de regime mediterranico sofrem alteracfes sazonais
do caudal bastante expressivas, com cheias nos meses de maior pluviosidade e secas nos
meses estivais, em que estes cursos de agua ficam muitas vezes reduzidos a pequenos
pegos (Feio & Ferreira, 2019). Aqui, 0s organismos estdo sujeitos a um volume de agua
mais reduzido, a uma temperatura da dgua mais elevada e uma concentragdo mais baixa
de oxigénio, o que potencia interac¢Bes bidticas como a competicdo por espago ou
alimento, a predacdo e aumento da exposicao a agentes patogénicos, podendo introduzir
alteracdes fisicas e comportamentais aos individuos (Magoulick & Kobza, 2003). Como
consequéncia, a conectividade das comunidades piscicolas que os habitam encontra-se
limitada no Verdo, sendo restabelecida quando o regime hidroldgico o permite. Estas
oscilacdes na conectividade tém impacto nas historias vitais das espécies e mesmo no seu

pool genético (Magalhdes et al., 2003; Sousa-Santos, Robalo, et al., 2014).

No actual cenario de alteracBes climaticas, e em conjunto com o impacto
antropogeénico (p. ex. poluicdo, extraccdo de agua e a alteracdo de habitats), prevé-se que
as caracteristicas sazonais destes rios sejam exacerbadas, com periodos de seca e de
cheias mais extremos. Isto aumenta a importancia do estudo das espécies que habitam
estes cursos de agua, pois mesmo estando adaptadas a estes regimes, podem sofrer
ameacas adicionais ou agravamento para condi¢cGes mais extremas. A fauna piscicola de
agua doce da Peninsula Ibérica é rica em endemismos - 80% das espécies nativas
estritamente dulciaquicolas sdo endémicas (Doadrio et al., 2011) - e 0 mesmo se verifica
para as aguas continentais portuguesas, com 10 endemismos lusitanicos registados, cerca
de 23% da fauna piscicola nativa portuguesa (Collares- Pereira et al., 2021; Feio &
Ferreira, 2019; Rogado et al., 2005) - Lampetra alavariensis Mateus, Alves, Quintella &
Almeida 2013, Lampetra auremensis Mateus, Alves, Quintella & Almeida 2013,



Lampetra lusitanica Mateus, Alves, Quintella & Almeida 2013 (Mateus et al., 2013),
Achondrostoma occidentale Robalo, Almada, Sousa Santos, Moreira & Doadrio 2005,
Achondrostoma  oligolepis Robalo, Doadrio, Almada & Kottelat 2005,
Iberochondrostoma almacai Coelho, Mesquita &  Collares-Pereira 2005,
Iberochondrostoma lusitanicum Collares-Pereira 1980, Iberochondrostoma olisiponense
Gante, Santos & Alves 2007, Squalius aradensis Coelho, Bogutskaya, Rodrigues &
Collares-Pereira 1998 e Squalius torgalensis Coelho, Bogutskaya, Rodrigues & Collares-
Pereira 1998 (Rogado et al., 2005). Do ponto de vista das categorias de ameaca, das
espécies endémicas de Portugal, trés sdo Criticamente em Perigo — CR- (L. auremensis,
L. lusitanica, A. occidentale), uma Pouco Preocupante (A. oligolepis) e seis sdo
consideradas Em Perigo (L. alavariensis, I. almacai, I. lusitanicum, I. olisiponense, S.
aradensis, S. torgalensis) segundo a mais recente revisao taxonémica do Livro Vermelho
dos Peixes Dulciaquicolas e Migradores de Portugal Continental (Magalhaes et al., 2023).
As principais ameacas tradicionalmente listadas para estas espécies sdo: poluicao,
introducdo de espécies exdticas, sobre-exploracédo, alteracdo do fluxo e destruicdo ou
degradacéo de habitats (Dudgeon et al., 2006). No entanto, Reid et al. (2019) actualizou
esta lista com 12 ameacas emergentes adicionais: alteraces do clima; comércio digital e
espécies invasoras; doencas infecciosas; blooms de algas nocivas; aumento de
infraestruturas hidroelétricas; novos contaminantes; nano-materiais de produ¢do humana;
poluicdo por microplasticos, luz e ruido; salinizacdo; decréscimo de célcio e o efeito

cumulativo de varios factores de pressao.

Apesar de estarem descritos 10 endemismos para 0s cursos de agua continentais
portugueses (Collares- Pereira et al., 2021; Rogado et al., 2005), o conhecimento sobre
estas espécies é heterogéneo, nomeadamente sobre aspectos da sua ecologia, historias
vitais, distribuicdo ou genética das populacBGes. Estas lacunas no conhecimento
representam uma limitacéo ao delineamento e implementacao de medidas de conservacao
adequadas a cada espécie. Torna-se imperativo colmatar estas lacunas antes que seja tarde
e que os efectivos populacionais diminuam para valores criticos, que ameacem a
sobrevivéncia da espécie. Esta tese tem como objectivo geral colmatar essas lacunas para
uma das espécies endemicas de Portugal, com estatutos de ameaca IUCN Criticamente
em Perigo - CR (A2ce+3ce+4ce) e nacional Em Perigo, e que ocorre em rios do centro
do pais de regime marcadamente mediterranico (Feio & Ferreira, 2019; INAG, 2008;

Robalo, Doadrio et al., 2007) - a boga-portuguesa Iberochondrostoma lusitanicum.



A boga-portuguesa foi inicialmente descrita por Collares-Pereira (1980) com o
nome Chondrostoma lusitanicum e foi incluida na familia Cyprinidae. Recentemente,
ap0s uma revisdo taxonémica, passou, juntamente com outras espécies, para a familia
Leuciscidae (Chen & Mayden, 2009; Schoénhuth et al., 2018). Esta espécie endémica
apresenta um comprimento total inferior a 15 cm, com uma forma alongada. As escamas
tém um tamanho médio e possui uma boca arqueada com labios finos. A maxila superior
esta mais desenvolvida que a inferior, a comissura localiza-se claramente a frente da
borda anterior do olho. No que concerne as branquispinhas, sao de tamanho reduzido e
em grande numero. Possui 6 dentes faringeos do lado esquerdo e 5 do lado direito,
dispostos numa so fileira. Estes sdo planos, com coroas obliquas e ndo denticulados.
Relativamente as barbatanas, a dorsal e a anal possuem um tamanho médio muito
semelhante, ambas com 6 a 8 raios, sendo que a primeira esta inserida ligeiramente antes
das barbatanas pélvicas; os I6bulos da barbatana caudal sdo arredondados (Collares-
Pereira, 1980, 1983b). A coloragdo da regido dorsal € um pouco mais escura que no resto
do corpo e apresenta pontuac6es negras (Collares-Pereira, 1980). A linha lateral € sempre
pigmentada (Collares-Pereira, 1980) e apresenta entre 43 e 53 escamas com canula, 9,5 a
12 escamas acima da linha lateral e 6 a 8 abaixo (Collares-Pereira, 1983b). Possui um
cariétipo 2n=50 e a sua férmula de cariétipo haploide € 7M: 15SM:32 (Collares-Pereira,
1983a; Rodrigues & Collares-Pereira, 1996).

Encontra-se distribuida pelas bacias hidrograficas do Lizandro, Samarra, Colares,
Jamor, Barcarena, Lage, Tejo, Sado, Melides, Junqueira (Collares- Pereira et al., 2021;
Robalo et al., 2009) e, mais recentemente, confirmada a presenca na ribeira de Caparide
(Sousa-Santos, Com. Pess.). Habita rios e ribeiros pouco profundos com caudal médio do
tipo mediterraneo, com vegetacdo nas margens (Alves & Coelho, 1994), e sobrevive a
fragmentacdo dos cursos de dgua no Verdo em pegos a sombra de vegetacdo (Robalo et
al., 2009). Nos locais onde esta presente, esta espécie esta sujeita a diferentes tipos de
ameaca, entre os quais poluicdo das linhas de agua, extraccdo de &gua para rega de
culturas agricolas, espécies exoticas e degradacdo do habitat (Collares- Pereira et al.,
2021; Robalo et al., 2009). Como resultado da tipologia dos rios que habita e das pressoes
a que esta sujeita, esta espécie encontra-se muito fragmentada e com graves reduc¢des no
seu tamanho, podendo ocorrer a extingédo local de populagdes por factores estocasticos
como um episddio agudo de poluicdo ou deplecéo dréstica do teor de oxigénio dissolvido

para niveis fisiologicamente letais (Mesquita et al., 2001; Rogado et al., 2005). Apesar de



ainda nédo existirem dados acerca da ecologia trofica desta espécie, é expectavel que tenha
0 mesmo tipo de alimentacdo que espécies do mesmo género Iberochondrostoma,
ecologicamente proximas, consumindo assim algas, detritos, zooplancton e

macroinvertebrados aquaticos (Collares- Pereira et al., 2021).

A época de reproducdo da boga-portuguesa esta descrita como sendo entre Abril
e Maio (Robalo et al., 2009), mas € possivel a ocorréncia de posturas desde Margo (obs.
pessoal). Segundo a descricdo do comportamento reprodutor de 1. lusitanicum feita por
Carvalho et al. (2003), a reproducdo inicia-se com um aumento dos movimentos e das
interacdes entre machos e fémeas e com a fémea a ser seguida por um ou mais machos,
sem que haja registo de comportamentos agonisticos entre estes. Estas sequéncias
nupciais ocorrem a poucos centimetros do substrato e terminam ou com o afastamento
do(s) macho(s) ou em desova: esta ocorre ap6s a fémea ser pressionada contra o substrato,
pedras ou aglomerados de plantas aquéticas, por um ou mais machos que mantém o corpo
comprimido lateralmente contra o corpo da fémea (Carvalho et al., 2003). Uma das
caracteristicas destes ovos € a capacidade de aderirem ao substrato, vegetacdo ou rochas
(Carvalho et al., 2003), o que possibilita a sua manutencao no local de postura e impede
que sejam arrastados pela corrente. Em locais onde ocorram em simpatria, a boga-

portuguesa pode gerar hibridos com 1. olisiponense (Sousa-Santos, Gante, et al., 2014).

Os objectivos especificos deste trabalho sdo abordados ao longo de cinco
capitulos, enquadrados por uma introducdo geral e uma discussdo onde se salientam as
principais contribuicdes desta tese. Em cada capitulo encontra-se ainda um

enquadramento tedrico especifico para cada tematica a abordar.

Na area de distribuicdo considerada existem cursos de agua de varias dimensdes
e com diferente impacto antropogeénico. Para perceber o efeito das populacdes humanas
nas populacdes de boga-portuguesa tem vindo a ser feita uma monitorizacdo regular em
ambientes urbanos e, neste trabalho, séo apresentados os resultados das monitorizagdes
entre 2018 e 2021 (CAPITULO I).

O evidente decréscimo do efectivo populacional desta espécie e o reconhecimento
das ameacas as suas populacées levou a que, desde 2007 se tivesse recorrido a reproducéo
em cativeiro. Em condi¢Ges ambientais adversas, 0 recurso a este método €, muitas vezes,
uma medida necessaria para populagdes com nimeros de efectivos muito baixos, baixa
diversidade genética e/ou condicdes fisicas do habitat inadequadas (Bentsen & Olesen,
2002; Maitland & Morgan, 2002; Sousa et al., 2008). A reprodugdo em cativeiro é uma



ferramenta de conservacéo ex situ que se define pela reproducéo de espécies fora do seu
habitat natural (Frankham et al., 2010) e € uma medida que, idealmente, se utiliza somente
em Ultimo recurso, quando é impossivel a sobrevivéncia da espécie no meio natural. Os
resultados da reproducdo ex situ de boga-portuguesa, assim como a metodologia utilizada,
encontram-se no CAPITULO II. Neste ambito, tornou-se imprescindivel compreender
as varias fases do desenvolvimento embrionario e larvar (CAPITULO I11) para perceber

quais as fases mais sensiveis da ontogenia da espécie.

Ja antes desta tese comecar a ser desenvolvida foram publicadas evidéncias que
sugeriam a existéncia de uma espécie por descrever, incluida até agora sob a designacéo
de boga-portuguesa (Robalo, Doadrio et al., 2007). Para deslindar esta componente
taxondmica foi necessario recorrer a técnicas moleculares incluindo individuos
representativos da area de distribuicdo desta espécie, que se encontram detalhados no
CAPITULO IV. Além dos dados moleculares, foram também utilizados dados
morfométricos e meristicos que permitiram confirmar a existéncia de uma nova espécie,

Iberochondrostoma tagensis, e a sua descri¢cio encontra-se no CAPITULO V.



Capitulo I — Monitorizacdo em ambientes urbanos

Enquadramento

A boga-portuguesa € endémica de uma area relativamente pequena do Centro-
Oeste de Portugal, que compreende maioritariamente o baixo Tejo e Sado e ribeiras
adjacentes (Collares- Pereira et al., 2021; Robalo et al., 2009). Um grupo significativo
destas ribeiras esta localizado em zonas urbanas com grande densidade populacional. Por
esta razdo considerou-se necessario acompanhar o estado biologico destas populacdes
realizando anualmente monitorizacdes pos estivais. A monitorizacdo do estado destas
populaces é de vital importancia, uma vez que esta, assim como outras espécies nativas,
sofrem todos os anos constrangimentos a sua &rea de ocorréncia e habitat disponivel,
resultantes da diminuicdo de caudal que ocorre no Verdo (INAG, 2008a). Estas alteractes
podem levar a diminuicdo do efectivo populacional, quer por dificuldade em encontrar
habitat adequado para permanéncia ou para desova, quer pelo aumento da exposi¢édo a
predadores (Beja, 1996; IIhéu et al., 2007).

No caso dos rios em ambiente urbano, existe uma pressdo acrescida decorrente da
presenca humana. Estes ambientes tendem a ter um grande aporte de poluentes e
contaminantes que podem debilitar a condi¢éo fisica e, em Gltimo caso, levar a morte (e.g.
Poulin, 1992) de individuos em diferentes fases do desenvolvimento. Dependendo do
poluente e da espécie de peixe, as fases iniciais sdo potencialmente mais susceptiveis
(Solomon et al., 2013). A exposicdo a quantidades elevadas de determinados poluentes,
herbicidas e insecticidas, tem vindo a revelar-se comprovadamente nociva para varias
espécies de peixes, inclusivamente a nivel gendmico e para o desenvolvimento
ontogenético (e.g. Carrola et al., 2014; A. R. B. Lima et al., 2019). Além disso, o
microbioma e a carga de nutrientes dos efluentes urbanos potenciam o estabelecimento
de agentes patogénicos, como, por exemplo, Aeromonas sp. (Colin et al., 2021; Ory et al.,
2016), o que constitui um factor adicional de ameaca para estas espécies, particularmente

em ambientes com uma forte presenga humana.

Segundo a Diretiva Quadro da Agua (Comissdo Europeia, 2000), “estado
ecoldgico” ¢ definido como “a expressdo da qualidade estrutural e funcional dos
ecossistemas aquaticos associados as aguas de superficie”. Estes ecossistemas aquaticos

sO podem ser assim considerados se se tratar de massas de agua ndo modificadas ou com
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reduzidos niveis de alteracdo antrépica. Em alternativa devemaos referir-nos a “potenciais
ecologicos” quando ja ndo € possivel recuperar o seu estado pristino (Feio & Ferreira,
2019). Este estado (ou potencial) ecoldgico, em cada momento de monitorizacdo, é
estabelecido com recurso a um conjunto de parametros biologicos, fisico-quimicos e
hidromorfologicos que podem ser monitorizados e comparados com 0s critérios de
referéncia estabelecidos. Na plataforma SNIRH (Sistema Nacional de Informacdo de
Recursos Hidricos-https://snirh.apambiente.pt/) sdo disponibilizados alguns dados de

monitorizacOes realizadas pela APA (Agéncia Portuguesa do Ambiente).

O azoto € um elemento de extrema importancia para 0s organismos e as suas varias
formas e interaccbes no seu ciclo sdo fundamentais para diversos processos biolégicos
(Zhang et al., 2020). Isto torna-o um elemento cuja monitorizagao é fulcral também nos
ecossistemas fluviais. O crescente aporte de azoto proveniente da agricultura e outras
actividades humanas pode perturbar o seu equilibrio nos sistemas e afectar a sua
capacidade de transformacdo (Zhang et al., 2020). Assim, torna-se fundamental
monitorizar os valores de algumas das suas formas como sdo a amonia, 0s nitratos e 0s
nitritos. A monitorizacdo dos niveis de fosforo e fosfatos é particularmente importante
em zonas com agricultura e pecuaria na envolvéncia das linhas de 4gua, pois muitos dos
fertilizantes utilizados naquela atividade, além dos residuos organicos da pecuéria,
possuem fosforo na sua composicao e a escorréncia para as linhas de agua € inevitavel
(Mallin & Cahoon, 2020). A utilizacdo de testes colorimétricos € uma forma simples e
pouco dispendiosa de medir estes parametros fisico-quimicos, além de possibilitar a
reproducdo da metodologia em qualquer rio, permitindo uma comparabilidade de
resultados mesmo sendo o registo efectuado por diferentes pessoas, e em diversos

contextos espaciais e temporais.

Além da caracterizacdo biologica, fisica e quimica do habitat de I. lusitanicum,
também sdo importantes as informacGes que dizem respeito a algumas das pressées mais
comuns, como sdo a presenca de espécies exoticas invasoras, a extracdo de agua para
utilizacdo humana e a presenga de atividades poluentes nas margens (C. S. Lima et al.,
2022).

Apesar do registo de alguma informacdo complementar no que diz respeito a
varidveis fisico-quimicas e hidromorfoldgicas, o foco deste capitulo incide na

caracterizacdo das populacdes de I. lusitanicum em ambiente urbano.
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Material e Métodos

A metodologia aqui descrita segue 0s manuais de amostragem desenvolvidos pelo
INAG para a fauna piscicola (INAG, 2008a) e para a caracterizacdo abiotica (INAG,
2008b), bem como o procedimento descrito no relatorio do projecto AQUARIPORT
(Oliveira et al., 2007). As amostragens foram realizadas anualmente, no periodo pos
estival (Setembro), de modo a aferir a condigdo das populagdes apds 0s meses mais
criticos no que respeita as condicBes de habitat, nomeadamente: menor disponibilidade
de agua e temperaturas elevadas (caracteristicas do regime mediterranico - ver
Introducéo).

No que concerne a distribuicdo da boga-portuguesa, as bacias/sub-bacias

localizadas em ambiente urbano monitorizados entre 2018 e 2021 foram as seguintes:

Lage, Jamor, Barcarena, Lizandro e Ota (Figura 1.1).

Oceano
Atlanticog

Figura 1.1- Localizacdo dos pontos de amostragem onde foram efectuadas as monitorizagoes
anuais de populacdes de Iberochondrostoma lusitanicum, em ambiente urbano: Barcarena
(BAR1, BAR3), Lage (LAG1, LAG2, LAG4, LAGS5), Jamor (J1, J2, J3, J4), Lizandro (LZD1,
LZD2) e Ota.
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Os locais a monitorizar foram escolhidos de acordo com a sua acessibilidade,

adequabilidade a pratica da pesca elétrica (locais com pouca profundidade de agua e

largura reduzida) e condicGes para a retencdo de &gua na época seca, fornecendo refugio

as espécies ai existentes. Sempre que possivel, foi escolhido um minimo de dois locais de

amostragem em cada rio. Em alguns anos, nao foi possivel realizar a amostragem nos

locais escolhidos por estes ndo cumprirem temporariamente 0s requisitos. Para alguns foi

possivel encontrar um local alternativo, mas ndo para todos, o que resultou em anos com

somente um ponto de amostragem em determinado rio (Tabela 1.1).

Tabela 1.1

Coordenadas geogréficas dos locais de amostragem em cada rio, nos quatro anos de

amostragem. Estdo assinalados os pontos onde se realizou a amostragem (v') em cada ano.

Latitude Longitude 2018 2019 2020 2021
BAR1 38.713965 -9.273301 v x v v
Barcarena
BAR3 38.725869 -9.27741 v v v x
LAG1 38.70875 -9.313988 v v v v
LAG2 38.698288 -9.315029 v x x *
Lage
LAG4 38.716143 -9.314012 v x x x
LAGS 38.738086 -9.3196 x v v x
J1 38.721546 -9.249361 v v x v
J2 38.73851 -9.263871 v x x x
Jamor
J3 38.786415 -9.261368 x x v v
J4 38.75403 -9.258702 x x v x
LZD1 38.901504 -9.361733 x v v v
Lizandro
LZD2 38.86085 -9.348873 x v v v
Ota OTA3 39.112543 -8.994873 x x v x
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A monitorizacdo do estado das populacdes de peixes nativos e seus habitats foi
realizada no fim do periodo estival (em Setembro, imediatamente antes das primeiras
chuvas) e incluiu a captura, através de pesca elétrica, de individuos pertencentes a espécie
I. lusitanicum e sua caracterizacdo morfometrica. Esta recolha foi realizada por
operadores com licencas emitidas pelo ICNF (Licengas n°. 390/2021/CAPT e n°.
388/2021/CAPT; credenciais de pesca n°. 59/2021 e n°. 57/2021).

A captura de peixes com recurso a pesca elétrica € um método de captura activo e
selectivo, com comprovada eficacia em habitats fluviais, aplicado em todas as
amostragens de ictiofauna dulciaquicola realizadas pela equipa MARE-ISPA desde 2002.
Com esta técnica de amostragem, o operador progride ao longo do leito do rio
descrevendo transectos em ziguezague entre as duas margens (de modo a cobrir todos os
microhabitats), munido de um aparelho portatil (SAMUS®, modelo 725G), e coadjuvado
por, pelo menos, um técnico auxiliar. Este aparelho tem uma bateria de 12V como fonte
de alimentacdo e esté ligado a trés cabos, um (positivo) ligado a vara de pesca com
camaroeiro manejada pelo operador, outro que permanece sempre submerso (negativo) e,
finalmente, o terceiro que tem um interruptor de seguranca controlado pelo operador e
que permite o corte imediato da corrente, caso seja necessario. O campo eléctrico é gerado
de modo intermitente, tendo a corrente pulsada um maximo de 600 watts (ver detalhes do

procedimento em http://www.electro-fisher.com). Com a criacdo de um campo eléctrico

momentaneo, 0s organismos ficam atordoados e emergem a superficie, permitindo a sua
recolha com um camaroeiro e colocacdo em baldes com &gua fresca e oxigenada, onde
permanecem até ao seu processamento. Algumas medidas de seguranca aplicadas sdo a
realizacéo dos transectos no sentido jusante-montante (minimizando o risco de queda dos
operadores e permitindo também uma maior eficacia na captura); a prospeccao de trocos
de baixa profundidade (<1,40m) e substrato ndo pantanoso, que permitam a progressao
dos operadores sem risco de afogamento ou atolamento; e a utilizacdo de equipamentos
em materiais ndo condutores, designadamente botas de borracha e vara e camaroeiros
com cabos de plastico (INAG, 2008a). Apds a captura, os peixes foram colocados
temporariamente num recipiente (de volumetria adequada ao nimero de individuos
capturado) com agua do rio, para recuperacéo total apos o atordoamento provocado pela
descarga eléetrica. Posteriormente, procedeu-se ao processamento dos individuos para
recolha dos seguintes dados: comprimento a furca (CF), sexo (no caso de ser possivel

observar caracteres sexuais secundarios evidentes: abdémen dilatado nas fémeas e
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presenca de tubérculos nupciais nos machos), presenca de parasitas externos (em
particular, Lernaea sp.), ocorréncia de lesdes ou feridas. Os individuos com CF menor
que 40 mm foram apenas contabilizados para aferir o nimero total de juvenis no local,
ndo tendo sido medidos para minimizar o stress decorrente do manuseamento necessario
para aquisicdo desses dados e para evitar eventuais erros de identificacdo decorrentes da
dificuldade em visualizar os caracteres diagnosticantes da espécie em individuos que

ainda ndo completaram o seu desenvolvimento.

Além destes registos foram também realizadas analises a qualidade da agua
(nitritos, nitratos, fosfatos e amonia) com recurso a testes colorimétricos (JBL Testlab e
Sera Quick Test — 04960 (Tabela 1.2)). Foram ainda registadas as seguintes variaveis
fisico-quimicas, com recurso a sondas multiparamétricas (HANNA-Instruments®,
modelos HI98129 e HI9146-04): temperatura, pH, condutividade, solidos totais
dissolvidos e oxigénio dissolvido. Em cada momento de amostragem, foram também
registados aspectos qualitativos dos habitats fluviais para caracterizar cada ponto de
amostragem, nomeadamente o ensombramento e a complexidade da galeria ripicola, bem
como a presenca e abundancia de espécies de peixes exoticas invasoras e de lagostim-

vermelho-do-Louisiana (Procambarus clarkii Girard, 1852).
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Tabela 1.2

Valores de referéncia dos parametros fisico-quimicos medidos em cada ponto de amostragem.
Adaptado de APA (2021).

Pardmetro Unidades Excelente/Bom Bom/Razoavel
Temperatura °C - 10,0 - 27,0

Condutividade uS/cm - 1000

pH escala de Sgrensen 6,5-8,5 6,0-9,0
Oxigénio dissolvido mg O2/I 8,0-12,0 5,00

Sdlidos Dissolvidos

Totais (TDS) mg/l 12,50 25,50
Nitritos mg NO-/I 0,03 0,20
Nitratos mg NO3/I 5,00 10,00
Azoto Amoniacal mg NH./I 0,30 0,50
Fosfatos mg PO4/I 0,20 0,40

Os dados obtidos nas campanhas de monitorizagdo foram analisados
estatisticamente através de analises de regressdo e correlacdo, utilizando o software SPSS
v. 29.0.0.0 (241) (IBM SPSS Statistics). As variaveis ambientais “complexidade da
galeria ripicola” e “percentagem de ensombramento” foram codificadas de 0 a 3 (0-
ausente, 1- uniforme, 2- simples (2 ou 3 tipos de vegetacao), 3- complexa (4 ou mais tipos
de vegetacédo)) e de 0 a 4 (0- 0%, 1- <30%, 2- entre 30 e 60%, 3- entre 60 e 90%, 4-
>90%), respectivamente. A adequabilidade da analise de componentes principais foi

verificada através da medida de Kaiser-Meyer-OlKkin e do teste de esfericidade de Bartlett.
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Resultados

Nos quatro anos de amostragem descritos neste trabalho foi amostrado, nas cinco
bacias/sub-bacias (Lage, Jamor, Barcarena, Lizandro, Ota), um total de 1271 individuos.
No Rio Ota foi somente amostrado um exemplar de I. lusitanicum em 2020. Por essa

razdo, os dados relativos a esta sub-bacia ndo foram considerados nas analises.

Dos rios amostrados, somente o Rio Lizandro néo foi amostrado em 2018, tendo
sido iniciada a sua monitorizagdo em 2019. Assim, foi considerado um periodo de
amostragem entre 2018 e 2021 para 0 Rio Jamor e as ribeiras de Oeiras (Lage e Barcarena)
e entre 2019 e 2021 para o Rio Lizandro. A area e o volume dos pontos de amostragem

estéo registados na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3

Comprimento, volume e &rea do trogo amostrado em cada ponto de amostragem.

mosiagomtroeo () (my AR (™)

LAG1 50,00 70,5 407,0

LAG2 43,00 32,2 114,2

LAG4 47,00 71,1 190,5

2018 BAR1 50,00 74,2 167,4
BAR3 90,00 26,3 184,1

J1 30,00 51,8 127,0

J2 43,00 57,4 188,9

LZD1 36,00 51,6 125,9

LZD2 30,00 43,2 79,0

2019 LAG1 8,27 94,2 107,0
LAGS 11,54 36,1 42,9

BAR3 54,00 16,6 115,7

J1 34,00 34,0 83,5

LZD1 17,00 44,3 73,0

LZD2 6,00 24,3 28,4

LAG1 8,30 78,9 96,3

2020 LAGS 26,00 22,0 98,8
BAR1 15,00 21,7 46,8

BAR3 40,00 17,6 85,6

J3 6,79 1,6 13,7

J4 5,00 28,6 34,5

LZD1 25,00 89,8 157,6

LZD2 30,00 81,0 118,7

2021 LAG1 10,00 24,5 40,9
BAR1 15,00 18,8 45,5

J1 60,00 34,7 250,5

J3 6,55 30,3 33,3

As temperaturas medias da agua oscilaram entre 17,5 e 24,5 ° C, registadas na

Lage, em 2019, e em Barcarena, em 2021, respectivamente (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Temperaturas médias nos cursos de agua amostrados.

Na Tabela 1.4 apresentam-se os resultados obtidos para os parametros fisico-

quimicos analisados em cada ponto e ano de amostragem.
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Parametros fisico-quimicos dos habitats de Iberochondrostoma lusitanicum: resultados obtidos

em cada ponto de amostragem nas varias campanhas de monitorizacgéo realizadas entre 2018 e

2021.
02 Condutivida .Séﬁdj}s . .
T i iy L e it
rmg/L) {psicm) gL
2018 --DARI_| 1820 1039 088 _ Lol _ 044 Loo _ . 001 ___ | 005 _ 1,20 ]
BAR3 19,80 11,48 0,86 7,04 0,43 1,00 0.01 0,10 1,80
2019 BAR3 23,90 11,00 0,82 7,55 0,41 s.d. 0,01 s.d. 0,40
2020 -DARI | 2080 540 099 698 ___ 030 _ 0,00 ___000___ 000 _ _. L7s ]
BAR3 20,80 10,80 0.80 7.33 0.41 0,00 0,00 0,00 2,50
2021 BAR? 24.50 8.40 0.80 7.36 0.40 0,00 0,01 s.d. s.d.
_LAGT | 2280 955 1,09 759 055 050  sd sd sd |
2018 | LAGZ | 21,80 794 094 746 047 sd sd sd__ _sd |
LAGH 21,70 8.30 0,92 7,50 0,46 s.d. s.d. s.d. s.d.
sopo - EAGL| 1750 770 090 | 671045 100 _ 010 sd___002 |
LAGS 17,50 6,30 1.17 6.58 0,59 s.d. 0,60 s.d. 0,05
2000 -ACGI_| 2060 1070 084 72l 047 300 000 120 _ . 0.25 _]
LAGS 18,20 5,10 0,87 6,57 0,44 0,75 0,05 6,10 0,25
2021 LAGI 22.70 10.60 0,73 7,65 0,36 1.00 0.05 5.d. s.d.
2018 =411 2350 83 073 L350 037 005 _ . 005 | 005 _ | 0,10 _|
2 22,90 11,42 0,77 8,50 0,38 0,01 0.01 0.10 0,20
2019 J1 20,80 11,00 0,77 8,26 0,38 0,50 0,03 5.d. 0,20
2020 —-3-._f 1260 810 060 _ _ o4 _ 030 023 000 _ Q10 .. 0.00 _]
J4 19,70 6,30 0,77 6,96 0,38 0,00 0,05 0,10 0,75
soap L] 2400 1230 073 762036 100 001 sd___sd |
J3 17.10 6.40 0,72 6.66 0.36 0,00 0,00 s.d. s.d.
2019 -—LEDI_| 2290 1030 1,02 _ 8oL _ 051 07y _ 005 _ sd__ 0.60__]
LZD2 19,50 10,20 0,98 8,20 0.49 1.00 0,10 s.d. 1.80
2020 -LZDI_| 1450 850 086 672 043 0,00 03 000 2,50 |
LZD2 21.40 9,20 0.81 6.93 0.41 0,25 0,05 0,00 5,00
ozy L2 | 2080 | 730078 | 684 039 | 000 003 sd__ _sd |
LZD2 15.80 8.30 0.88 6,62 0.44 1.00 0.25 s.d. s.d.

Em relacdo aos valores obtidos para o teor de oxigénio dissolvido, em 2020, o

ponto de amostragem LAGS (ribeira da Lage) foi o que apresentou valores mais baixos,

com 5,10 mg/L, mas ainda dentro dos valores considerados razoaveis.

No que diz respeito aos valores obtidos para os nitritos, todos 0s pontos estdo

dentro dos valores bons/razoaveis, exceto o ponto de amostragem LAG5 (ribeira da Lage)

em 2019 e o ponto LZD?2 (Rio Lizandro), em 2021, que apresentavam 0,60 e 0,25 mg/L,

respectivamente. Todos 0s pontos apresentaram valores normais de amonia, com

excepg¢éo dos pontos de amostragem da ribeira da Lage (LAG1 e LAGS5), em 2020, com

valores muito acima do razoavel (1,20 e 6,10 mg/L, respectivamente). O teor de fosfatos
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foi o parametro que apresentou os valores mais preocupantes: em 2018, os dois pontos
amostrados na ribeira de Barcarena tinham valores acima do limite (1,20 e 1,80 mg/L),
sendo que o mesmo aconteceu em 2020 (1,75 e 2,50 mg/L). Também em 2020, o ponto
de amostragem J4 (Rio Jamor) apresentou um teor de fosfatos de 0,75 mg/L, valor acima
do limite aceitavel. Todos os pontos amostrados no Rio Lizandro apresentaram
igualmente valores elevados: 0,60 e 1,80 mg/L em 2019 e 2,50 e 5,00 mg/L em 2020. Os
restantes parametros fisico-quimicos analisados apresentaram valores entre o Excelente e

0 Razoavel, estando assim dentro dos valores considerados aceitaveis (Tabela 1.2).

No que diz respeito as condi¢cdes de ensombramento nos locais de amostragem
(Tabela 1.5), a ribeira da Lage apresentou percentagens razoaveis (entre 30 a >90%) em
todas as campanhas de monitorizagdo exceto na efectuada em 2018, quando o ponto de
amostragem LAG4 apresentava menos de 30% de ensombramento. Na ribeira de
Barcarena os niveis de ensombramento eram globalmente mais baixos, nhunca
apresentando mais de 60% de ensombramento. O Rio Jamor foi 0 que apresentou maior
variacdo da percentagem de ensombramento do canal, com pontos de amostragem sem
qualquer ensombramento e outros com mais de 90%. No ponto LAG1 e BAR1, o
ensombramento existente corresponde a uma zona das ribeiras que se encontra debaixo
de dois viadutos. Assim, apesar de apresentar uma percentagem elevada de
ensombramento, a galeria ripicola é inexistente (ver Tabela 1.6).
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Tabela 15

Percentagens de ensombramento nos pontos de amostragem de Iberochondrostoma lusitanicum.

Rio Ponto
amostragem 2018 2019 2020 2021
LAG1 30-60 60-90 >90 >90
LAG2 >90 - - -
Lage
LAG4 <30 - - R
LAG5 - >90 >90 n.a.
BAR1 30-60 - <30 <30
Barcarena
BAR3 <30 <30 60 n.a.
J1 <30 0 n.a. 0
J2 0 - - -
Jamor
J3 - - >90 60-90
J4 - - >00 n.a.
LzD1 - 30-60 30-60 30-60
Lizandro
LZD2 - 30-60 <30 <30

Nota: em alguns pontos ndo foi determinada esta percentagem e, por isso, apresentam-se como
n.a. (ndo aplicavel).

No que diz respeito a avaliacdo da complexidade da galeria ripicola (Tabela 1.6)
pode observar-se que 0s pontos de amostragem efectuados nos rios Lizandro e Jamor e

na ribeira de Barcarena apresentavam niveis mais elevados do que os restantes.
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Tabela 1.6

Caracterizacdo qualitativa da complexidade da galeria ripicola nos locais amostrados: 0 -
galeria ausente, 1 - galeria uniforme (1 tipo de vegetacéo), 2 - galeria simples (2 a 3 tipos de

vegetacao), 3 - galeria complexa (4 ou mais tipos de vegetacao).

Ponto
Rio amostragem 2018 2019 2020 2021
LAG1 0 0 2 0
LAG2 3 - - -
Lage
LAG4 3 - - -
LAG5 - 2 2 n.a.
BAR1 3 - 2 0
Barcarena
BAR3 3 3 3 n.a.
J1 3 0 n.a. 0
J2 3 - - -
Jamor
J3 - - 3 3
J4 - - 3 n.a
) LzD1 - 3 3 2
Lizandro
LZD2 - 3 2 2

Nota: em alguns pontos nédo foi determinada a complexidade da galeria e, por isso, apresentam-
se como n.a. (ndo aplicavel).

A densidade média de peixes amostrados por unidade de volume variou entre 0,37
individuos/m®, registado na ribeira da Lage em 2020, e 3,26 individuos/m? registado na
ribeira de Barcarena, em 2019 (Tabela 1.7). Considerando os resultados obtidos para cada
local, verifica-se que a densidade média de individuos/m® sofre incrementos e
decréscimos em relacdo ao ano anterior, sem que haja um padrdo consistente de
descida/subida deste parametro. Além disso, o padréo observado néo € idéntico para todos
os locais de amostragem: de 2018 para 2019 houve um incremento acentuado das
densidades na ribeira de Barcarena e no Rio Jamor, e um decréscimo acentuado na ribeira
da Lage; de 2019 para 2020, registou-se um decréscimo (de 29, 40 e 41%) em todos 0s
locais, excepto no Rio Lizandro (que registou um incremento de 69%); e de 2020 para

2021, registou-se um incremento substancial na ribeira da Lage (670%), um incremento



23

ligeiro (19%) na ribeira de Barcarena, um decréscimo ligeiro (27%) no Rio Jamor e um

decréscimo acentuado (65%) no Rio Lizandro (Tabela 1.7).
Tabela 1.7

Densidade média de peixes por unidade de volume em cada campanha de amostragem (n.°
individuos/m®). Os incrementos e decréscimos relativamente & campanha de amostragem
anterior estdo assinalados com setas ascendentes e descendentes, respectivamente.

Local 2018 2019 2020 2021
Barcarena 1,93 3,26 1 2,32 | 2,76 1
Lage 1,54 0,62 | 0,37 | 2,851
Jamor 1,09 2,97 1 1,75 | 1,28 |
Lizandro * 1,21 2,051 0,71 |

* Para o Lizandro, em 2018, ndo existe um valor da densidade, pois esse rio s6 comegou a ser
amostrado em 2019

No primeiro ano de monitorizagdo, os rios com maior nimero de individuos
amostrados foram Barcarena e Lage, tendo esses numeros sido muito mais reduzidos nos
anos subsequentes (Figura 1.3). O local com menor nimero de individuos ao longo dos

trés anos de amostragem foi o Rio Lizandro.
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Figura 1.3- Numero de individuos amostrados em cada local de amostragem, nos quatro anos da

monitorizacao.
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Relativamente ao tamanho dos peixes capturados e considerando todas as
campanhas de amostragem efectuadas (Figura 1.4), verifica-se que, em média, os valores
mais elevados de comprimento a furca foram obtidos no Rio Lizandro (88,7 mm), seguido
pelo Rio Jamor (76,1 mm) e ribeira da Lage (75,8 mm). Os individuos amostrados na

ribeira de Barcarena foram, em média, os de menor dimenséo (66,7 mm).

% 80,0 | ?
N Z Z r.2018
§ 500 7y é é {
= % % % 2019
g oo g g é £2020
£ % é % m2021
20,0 % % %
* 7 7 7

Local de amostragem

Figura 1.4- Comprimentos médios obtidos até a furca, em milimetros, dos individuos amostrados

por local e por ano de amostragem.

Os individuos capturados foram agrupados por classes de tamanho, para analise
da estrutura da populacdo em cada ano de amostragem (Tabela 1.8). Para uma melhor
visualizacdo da frequéncia relativa de cada classe de tamanho, esta informacdo foi
igualmente representada sob a forma de histogramas, para cada local de amostragem
(Figuras 1.5 a 1.8).
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Ndmero de individuos de Iberochondrostoma lusitanicum amostrados (n) por classe de tamanho
(mm), obtido para cada local e ano de amostragem.

Ano/ Local Barcarena Lage Jamor Lizandro
2018 2019 2020 2021{2018 2019 2020 2021(2018 2019 2020 2021|2019 2020 2021
Classe tamanho
(mm) n n n n n n n n n n n n n n n
[10-20] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
[20-30[ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[30-40[ 2 0 3 1 0 0 0 0 0 1 3 0 1 0 0
[40-50[ 39 22 14 6 36 15 4 2 2 8 0 16 5 1 2
[50-60[ 60 23 6 15119 35 2 6 18 41 1 20 0 0 10
[60-70[ 58 9 8 7 14 8 0 18 | 28 33 0 19 1 1 6
[70-80[ 10 0 5 3 70 5 0 13 5 4 3 11 5 4 3
[80-90[ 2 0 17 5 68 7 7 2 2 2 0 8 10 3 0
[90-100][ 10 0 21 8 33 18 10 6 12 6 3 4 12 11 8
[100-110[ 9 0 20 7 1 8 3 11 | 21 1 9 2 8 7 14
[110-120[ 4 0 2 0 1 2 0 3 9 1 12 0 1 3 7
[120-130] 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 2 1 0 0 7
[130-140] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Total 194 54 97 52 1247 98 26 61 | 98 98 35 81 | 43 30 57
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Figura 1.5 — Estrutura populacional de Iberochondrostoma lusitanicum da ribeira de Barcarena:

distribuigdo dos individuos capturados por classes de tamanho, para cada ano de amostragem.
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A estrutura da populacao de I. lusitanicum da ribeira de Barcarena (Figura 1.5)
sofreu alteracGes entre 2018 e 2021, quer no que diz respeito ao nimero de individuos
capturado por classe de tamanho, quer no nimero de classes dimensionais amostrado.
Com efeito, em 2018, a estrutura desta populacéo era representada por nove classes
dimensionais consecutivas, trés delas (40-50, 50-60 e 60-70 mm) com um nudmero
bastante superior de individuos. No ano seguinte, verificou-se uma acentuada redugao no
namero de individuos capturados (de 194 em 2018 para 54 em 2019) e no nimero de
classes dimensionais representadas (de nove em 2018 para apenas trés em 2019). Nos
anos de amostragem subsequentes (2020 e 2021), a representatividade das varias classes
dimensionais foi restabelecida (individuos distribuidos por, respectivamente, dez e oito
classes de tamanho consecutivas), no entanto, ndo foi registado um incremento de
individuos por classe de tamanho: ao contrario do verificado em 2018, o nimero de

capturas por classe de tamanho raramente excedeu 10 individuos.
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Figura 1.6 — Estrutura populacional de Iberochondrostoma lusitanicum da ribeira da Lage:

distribuigdo dos individuos capturados por classes de tamanho, para cada ano de amostragem.

Na ribeira da Lage (Figura 1.6), observou-se uma tendéncia semelhante a da
ribeira de Barcarena, com maior nimero de individuos capturados em 2018, mas, neste

caso, a maior parte distribuida em oito classes de tamanho, sendo que a maior parte dos
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individuos pertenciam as classes entre os 70 e 0s 100 mm. Nos anos subsequentes houve
uma reducdo consideravel do efectivo capturado, passando de 247 em 2018 para 98 em
2019, apesar de se manterem distribuidos por oito classes de tamanho, com um terco dos
individuos a pertencer a classe entre 50 e 60 mm. Em 2020, o efectivo capturado foi, mais
uma vez, reduzido, passando para apenas 26 individuos capturados, distribuidos em
classes ndo consecutivas. Em 2021 o numero de capturas voltou a subir, com 61

individuos capturados que se distribuiram por oito classes de tamanho consecutivas.

No caso do Rio Jamor (Figura 1.7), o padrdo é diferente do acima descrito, com
0 mesmo numero de individuos capturados nos dois primeiros anos (98 em 2018 e 2019),
mas com diferencas na distribuicdo por classes. Em 2018, as classes com mais individuos
foram as dos 60-70 mm (28 individuos) e 100-110 mm (21 individuos), enquanto em
2019 a maior parte dos individuos capturados se encontravam entre os 50 e os 70 mm (41
e 33 individuos entre 0s 50 e 0s 60 mm e entre 60 e 70 mm, respectivamente). Em 2020
houve uma reducdo do efectivo capturado (n=35), distribuido principalmente entre 100 e
110 mm e entre 110 e 120 mm (9 e 12 individuos, respectivamente) e, em 2021, 0 nimero
voltou a subir com 81 individuos capturados que se distribuiram em 8 classes,

encontrando-se a maior parte deles entre os 40 e os 70 mm.
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Figura 1.7 — Estrutura populacional de Iberochondrostoma lusitanicum do Rio Jamor: distribui¢éo

dos individuos capturados por classes de tamanho, para cada ano de amostragem.
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Finalmente, para o Rio Lizandro, amostrado entre 2019 e 2021, o numero de
individuos capturado foi mais constante, com 43, 30 e 57 individuos em 2019, 2020 e
2021, respectivamente. Na sua maioria apresentavam comprimentos entre os 80 e 100
mm (22 individuos) em 2019, em 2020 entre 0s 90 e os 110 mm (18 individuos) e, em
2021, entre 0s 50 e 0s 60 mm (10 individuos) e entre 0s 100 e os 110 mm (14 individuos)
(Figura 1.8).

2019 2020
14 14
12 12
z 10 z 10
I 2
Z o4 Z 4
5 5
0 0
S\ TN\ N N N O N\ N U NN\ MR USRS \ NPT\ Y NN W N W UM\ MUY USRI NEECU SO\
W \"'\\'3 \'3“) o \5\\'L G \”‘\\) \T\'\\} \“\\/\\\\\\W\ \\\“/\'\\1\\‘\'\\“\/\ W \"f‘\’j \'—“\\) W \1-‘\\'l & \”'\\} \%\‘} \‘\\/\\\\\\“'\ \\\W\,\\@“‘\V\\'B*"\
Classes de tamanho (mm) Classes de tamanho (mm)
2021
14
12
2 10
s 8
i
z

0

S ““\3\\ R\ Nﬁe\ A et ot

AN A VA N a g oS
\\\\ \«)\ Q \,\\ \\\\\ N

A0 0T A AP h
\‘ @® \q\\ \\.‘“\\ \\\\\ \\'L\‘ \\«:\

Classes de tamanho (mm)

Figura 1.8 — Estrutura populacional de Iberochondrostoma lusitanicum do Rio Lizandro:

distribuigdo dos individuos capturados por classes de tamanho, para cada ano de amostragem.

Em relacdo a presenca de espécies piscicolas exdticas e invasoras, foram somente
capturadas num dos pontos de amostragem (LZD1), em 2021: sete exemplares da espécie
pimpdo (Carassius auratus, Linnaeus 1758) e cinco exemplares da espécie perca-sol
(Lepomis gibbosus, Linnaeus, 1758). Ja a presenca do crustaceo exotico e invasor
lagostim-vermelho-do-Louisiana (Procambarus clarkii) foi mais variavel entre os locais
(Tabela 1.9), com os rios Lizandro e Jamor a apresentarem numeros muito baixos de
lagostins, nas varias datas e pontos de amostragem, engquanto nas ribeiras da Lage e de
Barcarena, os nimeros eram ja mais elevados em alguns pontos de amostragem e em

algumas datas. Por exemplo, em 2018 os pontos de amostragem localizados na ribeira da
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Lage apresentaram numeros razoavelmente elevados de lagostins, mas nos anos seguintes

sofreram uma diminuigao.

Tabela 1.9

Numero de exemplares da espécie exética e invasora lagostim-vermelho-do-Louisiana
(Procambarus clarkii) capturados nos locais de amostragem de Iberochondrostoma lusitanicum,
nas campanhas de monitorizagdo de 2018 a 2021.

Ponto
Rio amostragem 2018 2019 2020 2021
LAG1 >100 <10 <10 0
LAG2 50-100 0 0 0
Lage
LAG4 50-100 0 0 0
LAG5 0 10-50 >100 0
BAR1 50-100 0 50-100 10-50
Barcarena
BAR3 10-50 0 <10 0
J1 <10 0 0 0
J2 0 0 0 0
Jamor
J3 0 0 <10 2
J4 0 0 0 0
LzD1 0 0 0 0
Lizandro
LZD2 0 0 <10 0

Da matriz de resultados obtidos para as variaveis ambientais analisadas durante as

monitoriza¢Bes anuais, tentou averiguar-se qual ou quais delas teriam mais influéncia na
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variavel “abundancia da espécie-alvo”, traduzida pelo numero de individuos de 1.
lusitanicum capturados. Verificou-se que o nimero de individuos capturado ndo esta
correlacionado com nenhuma das variaveis ambientais testadas (temperatura: R=-0,84,
p=0,675; pH: R=0,124, p=0,536; oxigenio dissolvido: R=0,107, p=0,596). Sendo que 0
esforco amostral ndo é constante para cada ponto e ano de amostragem, testou-se se 0
namero de individuos capturado estava correlacionado com o volume de agua amostrado
e/ou com o tempo de pesca. N&o se encontrou correlagdo significativa com o volume
amostrado (R=0,302; p=0,125), mas existia uma correlacao significativa com o tempo de
pesca (R=0,572; p=0,002). Depois de se aplicar uma correc¢éo a variavel “abundancia da
espécie-alvo” (“abundéncia da espécie-alvo” / “tempo de pesca”) averiguou-se a
existéncia de correlagdo entre esta nova varidvel e as trés variaveis ambientais descritas
acima: os resultados obtidos demonstram a auséncia de correlagdes significativas
(temperatura: R=-0,040, p=0,844; pH: R=-0,018, p=0,930; oxigénio dissolvido: R=-
0,150, p=0,455).

Considerando que estas variaveis ambientais estdo correlacionadas entre si, mas
por si s6 ndo explicam os valores da abundancia de 1. lusitanicum, realizou-se uma analise
de componentes principais para criar nova(s) variavel(eis) independente(s) e averiguar a
sua relagdo com a varidvel “abundancia da espécie-alvo”. Verificou-se que a primeira
componente principal explicava 68,65% da variancia observada. A relagéo entre esta
componente ¢ a variavel “abundancia da espécie-alvo” nao ¢ significativa (R= 0,064;
p=0,75), assim como entre essa componente ¢ a variavel “abundancia da espécie-alvo”
corrigida pelo “tempo de pesca” (R=-0,083; p=0,68). N&o se encontraram diferencas
significativas para a comparacao dos valores obtidos nos diferentes anos de amostragem
para a variavel “abundancia da espécie-alvo” (H(3)= 7,771, p=0,051), nem para a
variavel “abundancia da espécie-alvo” corrigida pelo “tempo de pesca” (H(3)=1,919,
p=0,589). No que diz respeito a diferencas entre as populac6es dos diferentes rios/ribeiras
amostrados, também ndo se encontraram diferencas significativas nem para a
“abundancia da espécie-alvo” (Z=1,618, g.1.=3; 23, p=0,213), nem para a variavel
“abundancia da espécie-alvo” corrigida para o “tempo de pesca” (Z=1,08, g.1.=3; 23,
p=0,377). A ‘“abundancia da espécie-alvo” também ndo esta significativamente
correlacionada com o “ensombramento” (Rs=-0,314; p=0,11) nem com a “complexidade
da galeria ripicola” (Rs=-0,111; p=0,581). A mesma auséncia de significancia verificou-

se quando a “abundancia da espécie-alvo” corrigida pelo “tempo de pesca” foi
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correlacionada com o “ensombramento” (Rs=-0,123; p=0,54) e com a “complexidade da
galeria ripicola” (Rs=-0,181; p=0,367).

Principais conclusdes

As monitorizacOes descritas neste capitulo séo realizadas anualmente com a
finalidade de aferir o estado destas popula¢es no fim do periodo mais critico do ano, a
época seca do Verdo. Por isso, aamostragem € direccionada para a captura dos individuos,
pois sdo focadas as zonas onde se sabe ser mais provavel a existéncia das espécies que
procuramos. Sao maioritariamente amostradas zonas com a existéncia de pegos que

mantém a dgua no Verao e zonas com sombra, vegetacao e reflgios aquaticos.

O registo dos comprimentos dos individuos amostrados permite fazer uma anéalise
da estrutura da populacdo em cada ponto de amostragem. Com base nesses resultados é
possivel inferir o estado das populaces e, de certa forma, avaliar o sucesso das épocas
de reproducdo passadas. Por exemplo, em anos em que a maior parte dos individuos
amostrados se encontra nas classes de tamanho mais baixas, podemos inferir que a época
de reproducdo anterior tera sido bem-sucedida, pois ha muitos individuos de tamanho
reduzido. Isto se ndo tiver havido nenhum evento extremo que tenha causado a morte ou
a deslocacdo de grande parte dos individuos adultos. Sendo que esta amostragem foi feita
apos o Verdo, quase todos os individuos com menos de 60 mm serédo individuos nascidos
nessa Primavera. Existem diferencas na estrutura populacional entre anos e locais de
amostragem e, em alguns deles, uma reducdo acentuada do numero de individuos

capturados.

Em relacdo ao habitat, nomeadamente, a percentagem de ensombramento e a
complexidade da galeria ripicola, nem sempre a maior percentagem correspondia a zonas
com uma galeria complexa. Isso é patente em dois dos pontos de amostragem, um na
Ribeira da Lage e outro na Ribeira de Barcarena, onde os altos valores de ensombramento
se devem a existéncia de viadutos. Em alguns anos foram detectadas espécies exoticas,
nomeadamente, o lagostim-vermelho-do-Louisiana, Procambarus clarkii, o que é
particularmente preocupante, ja que sdo prejudiciais as espécies e habitats e tém uma
grande capacidade de dispersdo (Gherardi, 2007; Ilhéu et al., 2007; Souty-Grosset et al.,
2016). A presenca destas espécies € um factor importante a ter em conta e a sua

monitorizacao e gestdo é fundamental.
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Este tipo de registos permite criar uma importante série temporal de dados,
fundamental para ilustrar as alteragOes sofridas por estes habitats e, consequentemente,
0s organismos que neles habitam. Estudos como estes complementam, a uma escala mais
local, os dados recolhidos pela APA no ambito das suas competéncias relacionadas com
as obrigacGes europeias a que Portugal se encontra vinculado, nomeadamente a
implementacio nacional da Directiva Quadro da Agua (Feio & Ferreira, 2019). Apesar
de mostrarem uma tendéncia, ndo é possivel estabelecer um padrdo com t&o poucos anos
de registos, é necessario prolongar no tempo este tipo de monitorizacGes para que se
consigam encontrar eventuais padrdes, seus factores responsaveis e relaciona-los com as
variaveis ambientais e fisico-quimicas. As monitoriza¢@es locais dos parametros fisico-
quimicos deveriam ser efectuadas nas mesmas condi¢fes para poderem ser comparaveis
(e.g. a mesma hora, exactamente no mesmo local dentro do ponto de amostragem, etc.) e
recorrendo a sondas multiparamétricas que apresentam um valor mais preciso e sem as
caracteristicas subjectivas dos testes colorimétricos que, embora sejam praticos, faceis de
utilizar no campo e pouco dispendiosos, sdo altamente subjectivos dependendo do
observador. Em relacdo a caracterizacao fisico-quimica dos habitats, uma das lacunas que
encontramos é a falta de dados ambientais registados e disponibilizados oficialmente
pelas instituicdes responsaveis. Existem poucas estacfes de recolha de pardmetros
ambientais, as que existem apresentam muitas falhas temporais e o0 sitio da internet, onde
os dados existentes sdo disponibilizados, € de dificil consulta. Para melhor se perceber as
alteracdes e condicBes dos habitats, € necessario que as estacdes de monitorizacdo estejam
a funcionar correctamente e que estejam em locais adequados, ou seja, que ilustrem as

condic@es particulares das populagdes sensiveis e ndo s6 em zonas mais abrangentes.
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Capitulo Il — ContribuicGes para a reproducao ex situ

Enquadramento

No cenario actual de perda acelerada da biodiversidade, todas as medidas de
conservacao sao imprescindiveis. Estas medidas podem ser de dois tipos, in situ e ex situ,
e a sua aplicacdo deve ser complementar. Quando as populagdes a conservar se encontram
numa situacdo de gravidade extrema, as medidas de conservagéo ex situ tornam-se mais
importantes para responder rapidamente as necessidades das populacdes em causa
(Rytwinski et al., 2021). Como exemplos de tipos de conservacdo ex situ temos 0s
jardins/parques zooldgicos, os aquarios, jardins botanicos, bancos de genes e programas
de reproducdo em cativeiro (reproducéo ex situ) (Kasso & Balakrishnan, 2013).

Uma dessas medidas é a criacdo de programas de reproducdo ex situ, uma
ferramenta importante na conservacgdo de espéecies ameacadas. Tém sido utilizados com
alguma frequéncia por jardins e parques zooldgicos para manter os efectivos
populacionais de algumas espécies ameacadas sem comprometer a viabilidade genética a
longo prazo e a possibilidade de devolucdo a natureza (Frankham et al., 2010).
Geralmente, esta abordagem € um ultimo recurso para espécies que apresentam efectivos
muito baixos e que, sem algum tipo de medidas de conservacao ex situ, ndo sobreviveriam
no meio natural (Philippart, 1995; Schoénhuth et al., 2003). As razdes para a possivel
extincdo destas espécies sdo de diversas ordens, mas apresentam um ponto em comum, a
intervencdo humana. Esta pode ser sentida na destruicdo, directa e indirecta, de habitats
(perturbacédo de solos, extracdo de agua, poluicdo, etc.), na captura indiscriminada das
espécies em questdo e/ou na introducdo de espécies exdticas que perturbam o equilibrio
dos habitats (Costello, 2022). Os objectivos destes programas de reproducdo passam por
constituir um reduto da populacdo, com o objectivo final de uma reintroducdo e
repovoamento, promover a educacdo ambiental e consciencializar para estas espécies e
as ameacas a que estdo sujeitas, angariar dinheiro para a sua conservacdo e fornecer
individuos para investigacdo de aspectos das espécies, até entdo impossiveis de estudar
(Frankham et al., 2010).

Sendo os ecossistemas de agua doce ambientes particularmente ameacados, torna-
se evidente a necessidade de recorrer a medidas de conservacao ex situ, nomeadamente

0s programas de reproducéo. Os programas de reproducéo ex situ de espécies de peixe de
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agua doce seguem as orientacOes gerais para outras espécies, sendo, na sua maioria, uma
medida de ultimo recurso e que é implementada em conjunto com planos de recuperagédo
dos habitats para posterior repovoamento e reintroducdo dos individuos reproduzidos
(Frankham et al., 2010; Gil, Faria, et al., 2010; Gil, Sousa-Santos, et al., 2010; Sousa-
Santos, Gil, et al., 2014). Estas medidas tém sido implementadas em varios paises, muitas
vezes com o0 objectivo de suplementar a populacéo de origem com mais individuos e com
uma monitorizacdo de seguimento, mas nem todas fazem parte de um programa de
reproducdo ex situ pré-estabelecido (Rytwinski et al., 2021). Tém sido aplicados a
diversos géneros de peixes de agua doce, sendo o grupo dos salmonideos o mais estudado

(Rytwinski et al., 2021) pela sua importancia como recurso alimentar.

A escolha das espécies e/ou populagdes a intervencionar engloba vérios desafios.
As definigdes de espécie ou de unidades de conservagdo ndo sdo consensuais e nao existe
uma gue se aplique a todos os tipos de organismos. Assim, importa aplicar a que melhor
se ajusta ao organismo que pretendemos conservar e utilizar as medidas de conservagéo
mais adequadas. No caso das espécies de peixes estritamente dulciaquicolas, as unidades
de conservacdo também ndo sdo faceis de estabelecer. Sendo espécies de peixes
primarias, estao praticamente confinadas a bacia hidrografica onde se encontram, isoladas
e muito limitadas na possibilidade de se dispersarem, uma vez que a sua fisiologia
incompativel com a salinidade marinha nao lhes permite dispersar pelo mar (Berra, 2007).
Também a sua deslocacdo ao longo de uma linha de &gua esta limitada a ecologia da
espécie (existem espécies de reduzida dimensdo com reduzida capacidade de disperséo,
por oposicdo a espécies potamodromas que efectuam extensas migracdes para as zonas
de desova, nas cabeceiras dos rios), as condicionantes hidromorfoldgicas naturais dos rios
(e.g. cascatas intransponiveis de jusante para montante, caudais torrenciais) e a existéncia
ou nao de barreiras artificiais criadas por intervencdo humana (como barragens e acudes).
Além das idiossincrasias ecolégicas e fisioldgicas que condicionam varios aspetos da sua
biologia, a histdria evolutiva de muitas espécies de agua doce esta intimamente ligada a
historia geoldgica e aos processos geomorfoldgicos que alteram os ambientes onde elas
habitam. Com efeito, as espécies primarias de peixes dulciaquicolas estdo sujeitas ao
isolamento imposto por caracteristicas geoldgicas (e.g. desniveis acentuados que
impedem a passagem para montante, cadeias montanhosas que isolam linhas de agua
outrora comunicantes) e ao impedimento de utilizar uma possivel via de dispersédo

marinha. Todos estes processos sdo dindmicos e podem sofrer alteragdes ao longo da
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historia evolutiva, o que ajuda a explicar alguns processos de especiacdo, pois esse
isolamento geografico leva, muitas vezes, a um isolamento reprodutor que pode acelerar
a diferenciagdo genética e, consequentemente, a existéncia de estruturacdo entre
populacdes da mesma espécie ou mesmo o aparecimento de novas espécies. Para estas
espécies, portanto, os rios constituem “ilhas” e podem ser-lhes aplicados os principios
tedricos que regem a evolucdo das espécies insulares: efeito fundador a partir de um
namero reduzido de colonizadores; isolamento relativamente & fonte de colonizadores;
auséncia de fluxo genético com outras populagdes; adaptacdo ao ambiente local; maior
probabilidade de fixacdo de alelos raros; maior probabilidade de surgirem novas
mutacdes; e maior probabilidade de perda de diversidade por efeitos de consanguinidade
e de deriva genética (Bernardi, 2013; Gillespie & Roderick, 2002; Whittaker &

Fernandez-Palacios, 2007).

Pelo acima exposto, no caso das espécies estritamente dulciaquicolas, torna-se
importante a definigdo das unidades com valor evolutivo que as compdem. Waples (1991)
definiu como ESU (Evolutionary Significant Unit) as populagdes que apresentavam
isolamento reprodutivo de outras populacdes conspecificas e que representam um legado
importante na histéria evolutiva da espécie. Esta questdo sera abordada mais

detalhadamente no Capitulo V.

Do estabelecimento das unidades evolutivas que é imperativo conservar surge a
necessidade de aplicacdo de um conjunto de medidas de conservacao das quais podem
fazer parte os programas de reproducdo em cativeiro. Estes permitem a manutencdo de
espécies ou populacdes que poderiam extinguir-se na natureza por nao serem capazes de
fazer face as pressGes a que estdo sujeitas (sobretudo alteragdes drasticas nos seus
habitats, com origem antropogeénica) e visam manter a viabilidade genética a longo prazo,
manter as espécies como entidades evolutivas dindmicas e salvaguardar a opcéo de

devolucdo dos individuos ao habitat apds a sua regeneragdo (Frankham et al., 2010).

Grande parte da metodologia associada a conservacao ex situ de peixes existente
até a0 momento envolve algum tipo de manipulacdo dos individuos, quer seja em
programas de conservagdo de espécies ameacadas, quer seja na producgéo de espécies com
interesse comercial (Moorhead & Zeng, 2010; Rakes et al., 1999; Zohar & Mylonas,
2001). Esse tipo de interferéncia pode causar alteracdes comportamentais indesejadas
(Kelley et al., 2006; O’Sullivan et al., 2020; Ruzzante, 1994), que podem ser prejudiciais

se 0 objectivo do programa de conservacdo for o repovoamento dos habitats com os
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individuos reproduzidos em cativeiro (“supportive breeding”). Para espécies com a
possibilidade de retornarem ao seu habitat natural, é importante aplicar um programa de
reproducdo o mais natural possivel (Maynard et al., 1994; Sousa-Santos, Gil et al., 2014),
mesmo que isso nao resulte numa optimizacdo do nimero de descendentes. O principal
objectivo é que os descendentes, depois de libertados no meio natural, disponham (o mais
possivel) do repertério comportamental da espécie em causa, incluindo nos aspectos
relacionados com a alimentacgéo, reproducdo e fuga de predadores (Gil, Sousa-Santos, et
al., 2010; Sousa-Santos, Gil et al., 2014).

Outro dos aspectos a ter em conta nestes programas tem a ver com os efeitos
genéticos negativos, entre eles, a perda de diversidade genética por efeitos de deriva (mais
pronunciados quando os efectivos populacionais s&o reduzidos, como € o caso dos stocks
mantidos em cativeiro, quando comparados com os efectivos populacionais selvagens) e
de consanguinidade; adaptacdo genética ao cativeiro; alteracbes epigenéticas; e seleccédo
decorrente do ambiente em cativeiro (Ford, 2002; Hakansson, 2004; Woodworth et al.,
2002). Para minimizar esta possibilidade, é necessario adoptar medidas de salvaguarda
da diversidade genética original da espécie/populacdo, utilizando reprodutores que
representem o melhor possivel a populacdo/espécie de origem sem comprometer a
populacdo selvagem (Hard et al., 1992), controlando o nimero de eventos de reproducao
consecutivos a partir do mesmo pool genético (Araki et al., 2007) e efectuando
introducdes periddicas de individuos selvagens no grupo de reprodutores (Ford, 2002).
De notar que, apesar de todas as salvaguardas, é sempre possivel que haja perdas de
diversidade genética na populacdo em cativeiro (Ford, 2002), sobretudo se o alvo do
programa de conservacao ex situ pertencer aum grupo taxonémico com um ndmero muito
reduzido de descendentes por geracdo, fertilizacdo ndo aleatoria, elevada seleccdo sexual
e/ou se a sua diversidade genética na natureza estiver j4 demasiado depauperada. Os
estudos sobre perda de diversidade genética no decurso de programas de conservagdo ex
situ sdo, maioritariamente, focados em espécies com interesse comercial (Araki et al.,
2007; Blanchet et al., 2008; Hard et al., 1992; Sahashi & Morita, 2022), ndo sendo ainda
conhecida a magnitude de eventuais perdas de diversidade em espécies ameagadas de

peixes dulciaquicolas sem interesse comercial.

A equipa MARE-ISPA tem vindo a efectuar trabalhos na area da conservagao de
especies de peixes dulciaquicolas desde 2001 e apds as monitorizacdes de Primavera de

2005 (que revelaram nameros muito reduzidos dos efectivos de algumas espécies) e das
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previsdes de um ano de seca severa em 2006, pelo entdo Instituto Portugués do
Meteorologia, tornou-se evidente a necessidade de se tomarem medidas imediatas para a
salvaguarda de algumas das populagdes mais ameacgadas. Assim, com a colaboragdo do
Aquério Vasco da Gama (AVG), e com autorizagdo do Instituto de Conservacdo da
Natureza e das Florestas, em 2006, foram transportados individuos adultos da espécie
mais afectada (o Ruivaco-do-Oeste, Achondrostoma occidentale) para tanques no AVG
onde seriam mantidos até as condigdes no habitat se restabelecessem, nomeadamente a
conectividade hidrica. Estes individuos responderam bem as condic6es de cativeiro €, no
periodo em que ai foram mantidos, ocorreu um evento reprodutivo espontaneo. Desta
accdo de salvaguarda surgiu a ideia de se utilizar a reproducdo ex situ como uma
ferramenta adicional nas accfes de conservagdo direccionadas as espécies de peixes
dulciaquicolas ameacadas. Decorrente do trabalho efectuado pela equipa MARE-ISPA,
foi entdo estabelecido, em 2008, um protocolo para a implementagdo do “Projecto de
Conservagao Ex situ de Organismos Fluviais”. Este protocolo estabeleceu uma parceria
entre o ISPA-Instituto Universitario, a ONG Quercus, o Aquario Vasco da Gama e a
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, com vista a recuperacao
dos efectivos de populagdes selvagens de espécies de peixes de agua doce nativas, entre
elas, Iberochondrostoma lusitanicum. Este Projecto tinha como principal objectivo criar
uma “reserva de efectivos” ex situ de populacfes de espécies de peixes de adgua doce
nativas ameacadas enquanto os seus habitats de origem ndo recuperassem as condi¢oes
adequadas a sua sobrevivéncia. Assim, a par da recolha dos efectivos para a reproducéo
ex situ, os habitats também seriam intervencionados de modo a promover a manutencao

da qualidade e conectividade hidrica.

Tendo em consideracdo todas as questdes enunciadas anteriormente, e no caso das
populacgdes intervencionadas pela equipa MARE-ISPA, foi desenvolvida uma abordagem
naturalista inovadora, distinta dos protocolos convencionais de aquacultura de espécies
piscicolas, assente em quatro principios fundamentais (Sousa-Santos, Gil et al., 2014): 1)
ocorréncia natural das posturas, sem fertilizacdo artificial nem inducdo hormonal; 2)
disponibilizacdo de refugios para larvas e juvenis; 3) condi¢cBes naturais de luz e
temperatura (tanques ao ar livre); e 4) minima intervencdo humana. A abordagem
naturalista adoptada tem vérias vantagens que constituem estimulos importantes no
desenvolvimento das gonadas e na desova: exposicdo ao fotoperiodo natural e ao

consequente aumento das horas de luz, exposicdo as oscilagdes naturais de temperatura e
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a precipitacdo (com as oscilacdes de pH que lhe estdo associadas e as quais 0s peixes
estdo adaptados) e producdo natural de fito e zoopléncton que serve de alimento,
especialmente, as fases iniciais de vida dos peixes (Gil, Sousa-Santos, et al., 2010; Sousa-
Santos, Gil et al., 2014). Esta abordagem nao €, no entanto, isenta de riscos, uma vez que
todo o processo de reproducdo decorre de forma natural, ou seja, pode nem ocorrer de
todo. No entanto, os individuos mantém os comportamentos naturais da espécie, o que é

fundamental para a sua posterior libertagéo.

Apesar da metodologia deste programa de reproducdo ex situ e 0s primeiros
resultados terem sido ja descritos em Sousa-Santos, Gil et al. (2014), os resultados dos
restantes 10 anos de atividade ndo foram ainda apresentados. E, por isso, relevante
descrevé-los também aqui no &mbito desta tese.

Material e Métodos

O Programa de Conservagéo Ex situ de Organismos Fluviais teve como objectivo
a reproducdo em cativeiro, com a minima intervencdo humana possivel, de seis espécies
de peixes de agua doce nativas de Portugal, com as categorias de ameaca Criticamente
em Perigo- CR e Em Perigo — EN (Rogado et al., 2005), entre as quais Iberochondrostoma
lusitanicum (CR). De acordo com a literatura disponivel para esta espécie, existe uma
diferenca genética clara entre as varias populacdes ao longo da area de distribuicdo
conhecida (Alves & Coelho, 1994; Coelho et al., 1997; Mesquita et al., 2001; Robalo,
Almada et al., 2007, 2008; Sousa et al., 2008) o que confirmou a necessidade de se tratar

cada uma como uma unidade evolutiva diferente (Sousa-Santos, Gante, et al., 2014).

Seguindo o protocolo descrito em (Gil, Sousa-Santos, et al., 2010), foram
capturados 30 individuos adultos (sempre que possivel) para fundar o stock de
reprodutores em cativeiro (Tabela 2.1) para cada uma das espécies/populacdes alvo. A
partir de 2013, aos individuos capturados juntou-se também um conjunto de individuos

do stock de reproducdo em cativeiro anterior.
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Tabela 2.1

Ndmero de individuos fundadores dos stocks de reproducdo ex situ de Iberochondrostoma
lusitanicum entre 2009 e 20109.

Ano inicio  N.° Inicial de Rio
lote individuos
2009 53W Samarra
2009 10W Sado
2010 30W Lage
2013 30W+ 30ES Sado
2013 30W+ 30ES Lage
2016 30W+ 30ES Sado
2019 19W+30ES Sado

W- Individuos selvagens capturados em cada bacia

ES- individuos reproduzidos em cativeiro na geragdo anterior e que permaneceram em cativeiro para
contribuir para o stock de reproducéo seguinte.

Estes individuos foram mantidos em tanques separados e sem comunicacao entre
si, e reproduziram-se de forma natural por trés geracdes consecutivas. Estas capturas
foram realizadas com recurso a técnica de pesca elétrica, ja descrita no capitulo anterior.
Apds trés épocas de reproducdo e antes do inicio da época seguinte, foram capturados
novos stocks de reprodutores e libertados os reprodutores originais e toda a sua
descendéncia. Considera-se importante salientar que todos os individuos foram libertados
nos rios onde os reprodutores foram capturados (e sempre que possivel nos locais
exactos), no sentido de reforcar o efectivo da populacdo e minimizar o seu risco de
extincdo. A utilizacdo dos peixes criados em cativeiro para repovoar outros rios seria, ndo
sO eticamente reprovavel, como, na pratica, uma translocacdo de populacdes, com um
impacto ecoldgico e genético nas populacBes de destino (Arthington, 1991). As
populagdes alvo foram seleccionadas de entre as que apresentavam as piores condi¢oes
de habitat e reduzidos valores de diversidade genética (Sousa-Santos et al., 2016). Os
locais onde decorreram estas acc¢Oes de repovoamento foram, na sua maioria, alvo de
accOes de reabilitacdo de habitats recorrendo a técnicas de engenharia natural, embora
nem sempre se tenha conseguido garantir a melhoria da qualidade da agua, apesar dos

esforgos encetados com os proprietarios dos terrenos e entidades responsaveis.

O transporte foi realizado em tanques com arejamento constante e volume de agua

adequado a densidade (seguindo a regra de albergar um peixe em cada dois litros de agua,
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para exemplares com cerca de 10cm), para minimizar o stress e possiveis danos corporais.
Ao chegarem as instalagcdes do AVG, os peixes foram transferidos para os tanques de
reproducdo (3000L; 500 x 195 x 32 cm) (Figura 2.1). Estes tanques de cimento
encontram-se ao ar livre, sdo revestidos a resina epoxi, possuem arejamento e circulagdo
de agua constantes e um sistema de filtros sucessivos que impede a libertacdo acidental
de ovos e larvas para o sistema natural. Por estarem ao ar livre, de modo a reproduzir ao
maximo as condicdes naturais de luz e temperatura, ndo foram utilizados termostatos para
manutencdo de temperatura, nem um regime de luz artificial. Nestes tanques foram,
também, colocados tijolos e plantas aquaticas para fornecer abrigo e esconderijo aos

individuos, especialmente para os individuos adultos.

Figura 2.1- Tanque de reproducéo de Iberochondrostoma lusitanicum (populacéo do Sado).

Foi fornecida alimentagcdo diariamente, composta por mexilhdo, camardo e
ervilhas picados. Ocasionalmente foi dada comida comercial em flocos, artémia viva e
larva de mosquito vermelho (Gil, Sousa-Santos et al., 2010; Sousa-Santos, Gil et al.,
2014). As larvas e juvenis alimentaram-se, na sua fase inicial, de zoo e fitoplancton que

ocorre naturalmente nos tanques, sem necessidade de serem alimentados com microalgas
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ou rotiferos, como descrito noutros protocolos de reproducao em cativeiro (Sousa-Santos,
Gil, et al., 2014). De acordo com o descrito em Sousa-Santos, Gil et al. (2014) a
alimentacéo foi oferecida sempre em pontos diferentes do tanque para evitar a habituagéo
e a criacdo de dependéncia no que concerne a obtencdo de alimento, uma vez que o
objectivo final é a devolugéo dos reprodutores e dos seus descendentes aos trechos de rio

de origem sem que estes tenham adquirido comportamentos decorrentes de domesticacao.

Antes da época de reproducdo (Fevereiro ou Margo), os tanques destinados a
reproducdo das espécies-alvo foram totalmente esvaziados para limpeza e 0s peixes
(assim como todos os materiais de enriquecimento ambiental: tijolos e plantas aquaticas)
foram transferidos para novos tanques, previamente preparados. Por ocasido destas
limpezas anuais, efectuaram-se também os censos anuais dos peixes existentes em cada
tanque de reproducdo, sendo a Unica altura do ano em que estes sao manipulados.
Aproveitando a transferéncia para um novo tanque, 0s peixes foram contados,
inspeccionado o seu estado geral de saude (deteccdo de eventuais feridas ou parasitas) e
um subgrupo de 50 individuos escolhidos aleatoriamente foi pesado e medido
(comprimento a furca) para obtencdo de dados de rotina e integracdo na base de dados de
seguimento dos tanques mantida pelo AVG. A contagem efectuada permitiu ainda avaliar
0 sucesso da época de reproducdo anterior, numa altura em que os juvenis ja atingiram

um comprimento que possibilita a sua manipulagdo sem riscos.

No inicio da época de reproducdo, foram colocadas varias meadas de 14 em cada
tanque para que, a par da vegetacdo aquatica, servissem de local de postura e permitissem
uma rapida verificacdo da ocorréncia de ovos, uma vez que estes tém a particularidade de
possuirem uma casca aderente a textura tanto da vegetacdo aquatica como das meadas de

14 (que funcionam como “‘spawning mops”).

No geral, importa salientar que, de acordo com este método, a reproducdo se
processa da forma mais natural possivel, ndo havendo manipula¢do dos individuos
reprodutores, nem administracdo de hormonas para acelerar a maturacdo de gonadas e
induzir a reproducdo, nem mesmo a remocao dos ovos/larvas para tanques ou aquarios
distintos dos aquarios dos adultos. Durante a época de reprodugdo os tanques foram
verificados diariamente para registo do dia exacto das posturas e para, nessa altura, serem
colocadas nos tanques as estruturas que serviriam de refagio as larvas recém eclodidas
(Figura 2.2). Apos as posturas, as meadas de & contendo ovos aderentes foram colocadas

dentro destas estruturas para que as larvas, apds a eclosdo, ndo fossem predadas pelos
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adultos (simulando o que ocorre nas populacfes selvagens, nas quais as larvas procuram
refugio nos intersticios existentes nas raizes e plantas aquaticas). As estruturas
consistiram numa armacao cubica revestida com rede em 5 das suas faces e que impedia
a entrada dos individuos adultos, minimizando a predacdo dos ovos e, mais tarde, das
larvas. As larvas tinham, por isso, a possibilidade de permanecer no interior das estruturas
ou de sair pelas malhas para a restante area do tanque, o que permitia evitar o relaxamento
da selecdo natural: as larvas com comportamento mais explorador que saissem da
estrutura (tal como acontece na natureza, quando saem dos seus refligios nas raizes e

plantas aquaticas), estariam mais sujeitas a predacéo.

1

CLlesg,

Figura 2.2- Maternidade usada para manter uma sub-amostra da postura da populagdo de

Iberochondrostoma lusitanicum, em 2021 (ver Cap. I11).

Antes de cada evento de libertac&o, foi retirada uma pequena porcéo da barbatana
dorsal aos individuos reprodutores e aos seus descendentes, para marcagdo (Katano &
Uchida, 2006; Thompson et al., 2005) e, também, para armazenamento no banco de
tecidos para andlises genéticas do ISPA (Wasko et al., 2003). O corte da barbatana é

utilizado como método de marcagdo pois esta, ao regenerar, preserva a cicatriz do corte
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sob a forma de uma ténue linha horizontal que atravessa os raios, o que permite a distingdo
entre individuos marcados e ndo marcados. Optou-se por este método para marcar todos
os individuos nascidos em cativeiro por ser de facil execu¢do na manha do dia em que
sdo retirados no tanque de reproducao e transportados para o local de libertacdo no meio
natural, permitindo o processamento rapido de centenas de individuos. ApoOs esse
procedimento, os individuos foram transportados para 0 mesmo rio onde foram
capturados e onde se implementaram medidas de recuperagédo do habitat e da qualidade
da agua. Nesta mesma altura, foi capturado, noutro(s) ponto(s) do mesmo rio, um novo

conjunto de reprodutores selvagens para fundar um novo stock em cativeiro.

Os individuos reprodutores e seus descendentes permaneceram nos tanques de
reproducdo, no maximo, durante trés épocas de reproducdo consecutivas de modo a
minimizar eventuais efeitos deletérios da reproducdo em cativeiro (Ford, 2002;
Hakansson, 2004; Woodworth et al., 2002), designadamente a perda de diversidade
genética por efeitos de deriva e endogamia. Este principio fundamental de libertagdo de
todo o stock criado em cativeiro apds trés geracdes consecutivas (e fundacdo de novos
stocks com novos reprodutores selvagens), s6 nao foi possivel em anos em que os caudais
dos rios apresentavam niveis incompativeis com a manutencao de populagdes saudaveis,
devido a reduzida precipitacdo dos Invernos anteriores e, também, em rios em que a
qualidade da agua ou do habitat ainda ndo apresentava melhorias significativas e,

portanto, ndo ofereciam garantia de sobrevivéncia aos peixes a libertar.

Resultados

Ao longo dos 12 anos de reproducédo aqui descritos, foram recolhidos individuos
reprodutores de trés populacdes ameacadas de I. lusitanicum: Samarra (2009-2010), Lage
(2014-2015) e Sado (2009-2023). Nem todas as populacdes foram mantidas em cativeiro
durante o periodo em estudo (2009-2023) uma vez que apresentavam diferentes graus de
ameaca (maior risco de extin¢do local por escassez de 4gua no Sado e menor risco nas
restantes populagdes). Os dados referentes a fundacdo de cada stock e as acdes de
repovoamento efectuadas sdo apresentados na Tabela 2.2. Como regra imposta pelo ICNF
para uma espécie Criticamente em Perigo, o stock inicial de reprodutores selvagens
deveria ter, no maximo, 30 adultos, que também é o nimero minimo aconselhado para
minimizar os efeitos genéticos negativos. No entanto, em 2009, s6 foi possivel capturar

10 individuos da populagdo do Sado (sub-bacia de Gréndola), pois o efectivo
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populacional era extremamente reduzido nos locais prospectados. Para obviar este
problema, que poderia repetir-se, e para que o stock inicial fosse maior (mitigando
eventuais efeitos de deriva, teoricamente bastante mais pronunciados em populagoes
pequenas), foi decidido implementar uma alteracdo ao protocolo inicial: ao grupo de 30
reprodutores selvagens juntou-se um grupo de 30 peixes nascidos em cativeiro a partir do
stock anterior, que ao invés dos restantes, permaneceram no tanque e ndo foram libertados
no rio de origem nessa agéo de libertacdo. Assim, os stocks passaram a ser fundados com
um total de 60 individuos: 30 selvagens (W - wild) e 30 nascidos em cativeiro (ES-
reproduzidos ex situ), excepto em 2019, quando foi possivel capturar somente 19

individuos selvagens.

Tabela 2.2

Populagdes de Iberochondrostoma lusitanicum em reproducéo no Aquario Vasco da Gama em

cada ano do programa.

Ano inicio  N.° Inicial de Data . Total individuos

lote individuos  libertacdo libertados
2009 53W 2011 Samarra 83

2009 10w 2013 Sado 290

2010 30W 2013 Lage 453

2013 30W+ 30ES 2016 Sado 1146
2013 30W+ 30ES 2016 Lage 390

2016 30W+ 30ES 2019 Sado 282

2019 19W+30ES 2023 Sado 544

Nota:
W- Individuos selvagens capturados em cada bacia

ES- individuos reproduzidos em cativeiro na geracdo anterior e que permaneceram em cativeiro para
contribuir para o stock de reproducdo seguinte.

Entre 2009 e 2023, foram libertados nos rios de origem dos stocks mantidos em
cativeiro 3188 individuos: 83 na ribeira da Samarra, 843 na ribeira da Lage e 2262 no rio
Sado (Tabela 2.2). Das trés populagdes de I. lusitanicum mantidas em cativeiro, apenas a
do Sado e a da Lage foram refundadas, por manutencéo das pressdes que podiam levar a
sua extingdo no meio natural. O stock de reprodutores selvagens da Samarra fundado em
2009, foi libertado dois anos depois, em conjunto com os seus 53 descendentes (Tabela
2.2). O primeiro stock de reprodutores selvagens da ribeira da Lage foi fundado em 2010
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e libertado trés anos depois, na primeira acdo de repovoamento realizada neste local, com
a libertacdo de um total de 453 individuos (Tabela 2.2). Por continuar a ser necessario
salvaguardar esta populacéo, foi fundado um segundo stock em cativeiro, composto por
30 peixes nascidos no ano anterior no AVG (e que nédo foram libertados na natureza como
aconteceu aos restantes) aos quais se juntou um grupo de 30 peixes selvagens capturados
na ribeira da Lage. Este segundo stock e os seus descendentes (N=390) foi libertado trés
anos depois (Tabela 2.2), ndo se justificando a fundagdo de um terceiro stock por
manifesta melhoria das condi¢cdes ambientais no meio natural. Finalmente, no que diz
respeito, a populacao do rio Sado (ribeira de Grandola), o primeiro stock foi fundado em
2009 e, depois desse, houve necessidade de refundar o stock em cativeiro por trés vezes
(em 2013, 2016 e 2019), tendo sido efectuadas quatro acOes de repovoamento desta

populacdo com um total de 2262 individuos (Tabela 2.2).

Os numeros de individuos nascidos em cativeiro ao longo do periodo em estudo
estdo representados na Figura 2.3, onde se apresentam todas as populacdes e stocks de
reproducdo. Estes nimeros representam apenas os individuos nascidos em cativeiro,
tendo sido subtraido o ndmero de reprodutores de cada stock ao numero total de
individuos presente no tanque antes da sua libertacdo na natureza. Pode constatar-se que
a populacéo da Samarra, tendo somente um stock de reproducdo entre 2009 e 2011 (duas
épocas de reproducdo), produziu num namero reduzido de descendentes (30 individuos).
A populacdo da Lage teve dois stocks de reproducdo (2010-2013 e 2013-2016) com um
total de 453 e 330 individuos reproduzidos, respectivamente. Para a populacédo do Sado,
com quatro stocks de reproducdo, o stock com maior nimero de descendentes foi o
segundo (1116 individuos), seguido do ultimo stock (525 individuos). O primeiro e
terceiro stocks foram, comparativamente, menos produtivos, mas, ainda assim, com um

total de 310 e 252 individuos, respectivamente.
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Stock de reproducdo por populagéo

Figura 2.3- NUmero de individuos de lberochondrostoma lusitanicum nascidos em cativeiro, por

stock de reproducéo e populagéo.

As contagens efectuadas aquando das limpezas dos tangues (censos anuais)
permitem aferir 0 recrutamento nas sucessivas épocas de reproducdo de cada stock,
sobretudo para as populacfes-alvo cujos stocks foram refundados em cativeiro (quatro
stocks para a populacdo do Sado - Figura 2.4 - e dois stocks para a populacdo da Lage),
uma vez que para estas foram obtidos dados de varias geracdes consecutivas. Na Figura
2.4 podem observar-se 0s numeros de individuos contabilizados em cada censo anual
efectuado para os quatro stocks fundados com individuos da populacdo do Sado. O
namero de individuos apresentado na primeira coluna de cada gréafico representa somente
o total de reprodutores selvagens capturado para fundar o respectivo stock em cativeiro
(ano 0). Nas colunas seguintes, sdo apresentados os valores das contagens de individuos
presentes no tanque de reproducdo (censos anuais: ano 1 a 4, dependendo do nimero de
geracOes nascidas a partir do stock considerado). De um modo geral, pode observar-se
uma estabilizacdo do nimero de individuos a partir da terceira geragdo nascida em

cativeiro, com as primeiras geracbes com numeros mais baixos do que as ultimas.
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Stack 2016-2019 Stock 2019-2023

Figura 2.4- Censos anuais realizados para os quatro stocks da populacdo de Iberochondrostoma
lusitanicum do Sado mantidos em cativeiro no AVG (2009-2013, 2013-2016, 2016-2019 e 2019-
2023). O primeiro ano de cada stock corresponde ao nimero inicial de reprodutores e os restantes
referem-se ao numero total de individuos presentes no tanque no ano em questéo (reprodutores e

seus descendentes).

Mais especificamente, considerando somente os valores dos incrementos de uma
geracdo para a seguinte, para a populacdo do Sado (Figura 2.5), pode observar-se que o
namero de individuos nascidos na primeira geracdo ndo é muito elevado em trés dos
quatro stocks (incrementos de 24, 219 e 72 individuos), mas o stock 2019-2023 teve o
incremento mais elevado na primeira geracdo (462 individuos). No stock 2009-2013, a
geracdo com maior incremento foi a terceira (273 individuos), enquanto nos stocks 2013-
2016 e 2016-2019 foi a segunda geracdo (incrementos de 897 e 154 individuos,
respectivamente). O stock 2019-2023 apresentou uma tendéncia inversa aos anteriores,
apresentando na primeira geragdo o maior incremento (462 individuos) e decrescendo nas
duas geracgdes seguintes (incremento de 88 individuos, na segunda geracao, e decréscimo
de 25 individuos na terceira). Em trés dos quatro stocks, a terceira geracdo foi a que

produziu menos descendéncia.
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Figura 2.5- Valores incrementais para a populagéo de Iberochondrostoma lusitanicum do Sado,

entre geracdes consecutivas, para 0s varios stocks de reproducgdo estabelecidos em cativeiro.

No caso da populacdo da Ribeira da Lage, o stock 2010-2013 s0 teve um censo,
sendo que, em trés geracOes (2010 a 2013), passou de 30 individuos (reprodutores) para
483 (reprodutores e descendéncia). Para o stock 2009-2013 (Figura 2.6), a evolucdo foi
semelhante a observada para o stock 2019-2023 da populacdo do Sado, tendo acontecido
0 maior incremento na primeira geracdo e reduzido nas geracdes seguintes (incrementos

de 239, 38 e 53 individuos, respectivamente).
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Figura 2.6- Valores incrementais para a populacdo de lberochondrostoma lusitanicum em

cativeiro da ribeira da Lage, para o segundo stock de reprodugdo, 2013-2016.

Principais conclusdes

Os dados apresentados neste capitulo vém complementar os publicados por
(Sousa-Santos, Gil, et al., 2014).

A boga-portuguesa parece responder bem ao ambiente artificial do cativeiro e
apresenta elevados nimeros de descendentes. No entanto, registou-se uma tendéncia de
estabilizacdo dos numeros de individuos nascidos em cativeiro por volta da terceira

geracao.

Em relacdo a populacéo de I. lusitanicum do Sado que tem vindo a ser reproduzida
no programa, os numeros de individuos nos tangues, ao longo dos anos de reproducao de
cada stock, parecem indicar um aumento gradual. No entanto, se observarmos a mesma
informacao, mas representada pelos incrementos entre anos, percebemos que nem todos
0s stocks se comportam da mesma forma. Existem anos em que em que o valor do
incremento registado entre duas geragOes consecutivas vai aumentando com as geragdes
em cativeiro (raramente ultrapassando as trés geracGes como explicado anteriormente) e
no stock 2019-2023 acontece 0 inverso: 0 maior incremento aconteceu nos primeiros dois
anos de reproducgdo em cativeiro, embora néo se saiba se no primeiro ano ou no segundo,

uma vez que o censo foi realizado somente no segundo ano. Um padrdo semelhante foi
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observado na populacao da Lage, stock 2013-2014. Esta diferenca pode estar relacionada
com a estrutura populacional do grupo inicial de reprodutores, designadamente, com um
desequilibrio do ratio entre fémeas e machos. Esta questéo foi, algumas vezes, impossivel
de contornar uma vez que a captura de reprodutores selvagens ocorreu antes da época de
reproducdo (para minimizar a perturbacdo das populacdes selvagens), quando 0s
individuos ndo exibem caracteres sexuais secundarios que permitam a identificacdo do
sexo. Por exemplo, para o stock 2009-2013 do Sado, o primeiro ano de reprodugéo
apresentou numeros relativamente baixos o que pode ter a ver com o numero muito
reduzido de reprodutores que foi possivel capturar, especialmente, o nimero de fémeas
que, neste caso, foi possivel identificar (em dez individuos, trés eram fémeas e sete eram
machos). Em 2011, o nimero reduzido de individuos no tanque, pode ter sido devido a
predacdo dos adultos e também de uma enguia que foi posteriormente encontrada neste
tanque. E expectavel que, depois dos primeiros eventos de reproducdo, com o aumento
do ndmero de individuos, os sex ratios tenham tendéncia a equilibrar-se, com a
contribuicdo dos descendentes que atingem a idade adulta. Com o aumento da densidade
no tanque, ainda que abaixo da densidade maxima aceitavel para o tamanho dos tanques,
aumenta a probabilidade de ocorréncia de predacdo dos ovos e larvas pelos individuos
adultos, por ser um recurso alimentar de facil obten¢do, mesmo tendo sido colocados no
tanque reflgios para larvas e juvenis onde os adultos ndo conseguem entrar. Neste aspecto
em particular, este método semi-naturalista de reproducdo ex situ permite a mimetizacédo
do repertorio comportamental dos individuos selvagens no que respeita a predacéo,
comportamento de fuga e procura de reflgio, com as decorrentes consequéncias em
termos de selecdo natural dos menos aptos, 0 que € um aspecto extremamente positivo
para os objectivos de um Projecto que visa reforcar os efectivos populacionais selvagens

com peixes ndo domesticados e capazes de sobreviver no meio natural.

A reproducdo em ex situ pode trazer algumas desvantagens a nivel
comportamental, genético e morfologico (Blanchet et al., 2008). Em relacdo as alteracdes
comportamentais, por exemplo, nos seus habitats, a boga é sujeita a periodos com um
caudal muito turbulento e volumoso em periodos de chuvas intensas. Em cativeiro ndo
existe este constrangimento e podem estar a ser seleccionados individuos que nao tém no
seu repertorio os comportamentos relacionados com a capacidade de sobreviver neste
contexto. Qutra alteracdo desvantajosa € o desenvolvimento de comportamentos

agressivos em espécies que no meio natural ndo o apresentam (Blanchet et al., 2008).
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Uma vez que os individuos ndo precisam de gastar tempo e energia na procura activa de
alimento, podem passar a empregar esse tempo em comportamentos competitivos com os
outros individuos. Também é possivel que os individuos nascidos em cativeiro ndo sejam
capazes de reconhecer os predadores e também os tipos de alimento naturais (Blanchet et
al., 2008; McPhee, 2004). Em relacéo a capacidade de os individuos reconhecerem o seu
alimento natural, no caso do programa de reproducao de I. lusitanicum, os individuos nas
primeiras fases de desenvolvimento alimentam-se de fito e zooplancton que ocorre
naturalmente nos tanques de reprodugdo, embora 0 mesmo ndo aconteca para 0S
juvenis/adultos. Uma solucgéo para este problema seria a producdo em aquario de espécies
de invertebrados/zooplancton, existentes nos habitats desta espécie, para que fossem
fornecidos como alimento vivo aos individuos durante o seu tempo em cativeiro. Deste
modo os adultos manteriam o seu comportamento natural de alimentacdo e o0s juvenis

poderiam continuar a alimentacéo de espécies vivas que faziam desde o estado larvar.

Existem também desvantagens a nivel genético como sédo os efeitos da
consanguinidade, perda de diversidade genética, alteracbes das frequéncias alélicas ou
introducao de alelos deletérios nas populacdes selvagens resultante de adaptacao genética
ao cativeiro (Blanchet et al., 2008; Woodworth et al., 2002). No que diz respeito as
alteracOes genéticas, sao utilizadas algumas medidas de salvaguarda como, por exemplo,
confirmacdo se os individuos adultos capturados para constituirem o stock inicial de
reprodutores selvagens ndo sdo garantidamente peixes nascidos em cativeiro libertados
anteriormente no local. Sendo que todos os individuos mantidos em cativeiro sdo
marcados com o corte total da barbatana dorsal antes de serem libertados, ha uma forma
de garantir que nas préximas capturas de reprodutores, ndo se apanham 0s mesmos
individuos pois esse corte deixa uma pequena cicatriz quando a barbatana regenera.
Assim, é possivel controlar que ndo se esta a usar o0 mesmo pool genético dos anos
anteriores e minimizar um dos tipos de efeitos negativos da reproducéo em cativeiro. Em
cada stock de reprodugéo sao também introduzidos individuos selvagens juntamente com
um lote de individuos reproduzidos em cativeiro do stock anterior e que esta de acordo
com o que foi proposto por Woodworth et al. (2002). A estas medidas juntam-se ainda as
condic@es naturalistas dos tanques, que tentam minimizar os efeitos de adaptacao genética
ao cativeiro, mantendo as condi¢bes 0 mais proximas possivel do habitat natural
(Woodworth et al., 2002). Uma medida adicional que se pode implementar para tentar

mitigar os efeitos negativos &, por exemplo, a libertacdo dos individuos reproduzidos em
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cativeiro logo em fases iniciais do desenvolvimento, i.e., no primeiro ano, para limitar a
exposicao deste individuos as pressdes seletivas do cativeiro (Kraaijeveld-Smit et al.,
2006; Salonen & Peuhkuri, 2006). No entanto, como ja foi referido, nem sempre o habitat
apresenta as condicdes necessarias para que os individuos capturados, e 0s seus

descendentes, possam ser libertados.

Em relagdo as alteracGes morfoldgicas, existem estudos que evidenciam alteragdes
em alguns caracteres morfoldgicos de peixes criados em cativeiro, nomeadamente na
dimensdo da cabeca e das barbatanas peitorais (Blanchet et al., 2008), no entanto, no
presente trabalho ndo foram registadas caracteristicas morfologicas que permitissem a
comparacao entre individuos selvagens e de cativeiro. Este pode ser um procedimento a
implementar para que se possa perceber se existem alteracOes significativas desses

caracteres neste programa de reproducao ex situ.

A estes dados € importante acrescentar estudos sobre a diversidade genética dos
individuos nascidos em cativeiro. Dados gendmicos preliminares obtidos para trés
geragdes consecutivas de Achondrostoma occidentale, indicam que existe uma perda de
diversidade bastante reduzida (Com. Pessoal Sousa-Santos). Outro tipo de estudos
importantes sdo estudos comportamentais para aferir se 0 ambiente artificial, embora o

mais naturalista possivel, altera o que seria 0 comportamento habitual desta espécie.

A articulacdo estabelecida entre a academia, as autarquias locais e a sociedade
civil, deu uma visibilidade bastante maior ao problema da perda de Biodiversidade
associada a degradacdo dos ecossistemas fluviais e, sobretudo, permitiu estabelecer uma
rede de contactos para sinalizacdo de situacdes andmalas (como mortalidade inesperada
de grandes numeros de peixes ou descargas poluentes) e agilizacdo de medidas para as
solucionar. No entanto, € ainda muito dificil que se consigam implementar medidas

adequadas a longo prazo.
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Capitulo 111 — Desenvolvimento embrionario e larvar

Enquadramento

As fases iniciais de desenvolvimento dos peixes constituem indicadores sensiveis
de perturbacbes do ambiente e 0 seu conhecimento é fundamental para uma gestdo

adequada das populacGes (Legendre & Teugels, 1991).

O desenvolvimento embrionario dos peixes tem sido amplamente estudado no
peixe-zebra Danio rerio Hamilton, 1822 devido a facilidade da sua reproducdo em
cativeiro, elevado nimero de ovos por postura, transparéncia dos ovos e rapido
desenvolvimento (Gilbert & Barresi, 2016). No geral, apés a fertilizacdo, os ovos dos
peixes apresentam dois polos, um com uma grande acumulacdo de vitelo (polo
vegetativo) e o polo oposto com menor quantidade de vitelo (polo animal), onde esta
localizado o nlcleo da célula. E neste dltimo que ocorre a divisao celular, através de uma
clivagem merobléastica discoidal, isto €, a divisdo celular ocorre apenas numa pequena
porcéo do citoplasma (no polo animal) (Gilbert & Barresi, 2016). Parte destas divisdes
pode ser observada através da membrana externa do ovo e podem identificar-se 0s
periodos iniciais de desenvolvimento descritos por Kimmel et al. (1995), cuja
nomenclatura constitui uma das referéncias mais comummente utilizadas para descrever
a fase embrionéria e cujas defini¢bes serviram de base, neste trabalho, para a descri¢do

desta fase do desenvolvimento em Iberochondrostoma lusitanicum.

A descricdo do desenvolvimento embrionario e das fases larvares foca-se em
algumas caracteristicas-chave ou estadios que marcam as diferentes etapas. Existem
diferentes abordagens consoante os autores (Balon, 1975; Kimmel et al., 1995; Parichy
et al., 2009), ndo sendo consensuais as caracteristicas e designacfes utilizadas. No
entanto, € possivel conciliar abordagens complementares para melhor se descreverem as

observacdes.

No que diz respeito ao desenvolvimento pds-embrionario, também designado por
desenvolvimento larvar, Parichy et al. (2009) apresentam uma relacdo entre as alteracoes
de diferentes caracteristicas com o comprimento do embrido livre e da larva, por oposicao
a outros autores gue consideram, principalmente, os dias apds a eclosdo. Aqueles autores
recomendam duas formas de se estabelecerem os estadios, uma a que ddo o nome de

composite staging (faseamento composto) onde se atribui um comprimento padréo (CS)
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e um marco de desenvolvimento a cada individuo num ponto no tempo. A outra,
denominada como standardized standard length staging, também se baseia no

comprimento padrdo, mas comparativamente a medidas pré-estabelecidas.

As abordagens mais Uteis para descrever o desenvolvimento embrionario e larvar
de espécies ameacadas sdo as que se baseiam na observacao de caracteres externos e de
facil deteccdo e que ndo implicam o sacrificio dos individuos. Deste modo, estabelece-se
um procedimento fécil de reproduzir para diferentes espécies, que requer manipulacdes
pouco invasivas e com o menor risco de mortalidade possivel. Para essas espécies, é
fundamental conhecer o seu normal desenvolvimento embrionério e larvar, de modo a
estabelecer-se uma linha basal de comparacdo para estudos futuros. Além disso, 0s
estudos ontogenéticos permitem observar um conjunto de caracteristicas que, por vezes,
estdo ausentes nos individuos adultos, contribuindo para um aperfeicoamento da filogenia
das espécies (Legendre & Teugels, 1991). Outra vantagem do conhecimento das fases
larvares, no caso das espécies ameacadas ou espécies raras, € o facto de permitir a
identificacdo das larvas no campo, mesmo quando nao se encontram os individuos adultos
(Carrapato & Ribeiro, 2012).

Relativamente a cronologia do desenvolvimento, esta deve ser contextualizada
com a temperatura uma vez que existe vasta bibliografia que demonstra a sua influéncia
no comportamento reprodutor e na desova sendo, por isso, expectavel que a cronologia
do desenvolvimento, ou a duracdo dos estadios, seja igualmente passivel de ser afetada
por este parametro (Fraser et al., 2019; Pankhurst & King, 2010; Pankhurst & Munday,
2011; Wang et al., 2010). A literatura disponivel sobre desenvolvimento embrionério e/ou
larvar de peixes tem por base, maioritariamente, estudos que envolvem interferéncia
humana directa na reproducdo dos peixes (quer seja na manipulacdo da temperatura, do
fotoperiodo ou na utilizacdo de inducdo hormonal) e nas decorrentes alteracdes
observadas nos embrides/larvas resultantes (e.g. Carrapato & Ribeiro, 2012; Osse & Van
Den Boogaart, 1995; Puvaneswari et al., 2009). No presente estudo, pelo contrério,
pretendeu-se seguir e descrever as fases iniciais do desenvolvimento da boga-portuguesa
num contexto de minima intervencdo humana possivel, enquadrado no projecto de
conservacao ex situ desta espécie (ver Cap. 1l para mais detalhes). Existiam ja descri¢oes
de algumas das etapas do desenvolvimento embrionario e larvar da boga-portuguesa

(Carvalho, 2001), mas em condi¢cbes bastante diferentes da abordagem naturalista
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adoptada pelo referido projecto (i.e., nenhum tipo de interferéncia na reproducdo, sem

controlo de temperatura, luz ou inducéo hormonal; ver Capitulo I1).

Material e Métodos

Com o objectivo de se descrever as fases iniciais de vida de I. lusitanicum, foram
utilizados individuos da populacdo do Sado que tem vindo a ser reproduzida em cativeiro,
no Aquario Vasco da Gama, de acordo com o protocolo seguido pelo Projecto de
Conservacao Ex Situ de Organismos Fluviais (descrito no Capitulo I1). Foram recolhidos

ovos de duas posturas que ocorreram nos dias 19 e 31 de Marco de 2021.

O tanque foi monitorizado diariamente desde o final de Fevereiro para registo do
dia exacto de cada postura, tendo sido colocadas meadas de 1a (Figura 3.1) para deposi¢éo
dos ovos, uma vez que estas mimetizam as abundantes raizes aquaticas que constituem o

substrato preferencial de postura da espécie (Collares- Pereira et al., 2021).

Figura 3.1- Ovos de Iberochondrostoma lusitanicum numa das meadas de 1a colocadas no tanque.

Ap0s a deteccdo de ovos nas meadas de 18, uma parte das posturas foi transferida

para uma maternidade, constituida por uma armacao de metal (de dimensdes aproximadas
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36x25x20 cm), revestida por uma rede de malha muito fina e macia, que impedia a
passagem mesmo das larvas mais pequenas e evitava eventuais lesdes por atrito (Figura
3.2). A colocacdo dos ovos nestas estruturas garantiu que todos os individuos observados
pertenciam a mesma postura e, por isso, apresentariam fases de desenvolvimento
aproximadas. A colocacdo das maternidades no tanque de reproducdo teve ainda as
seguintes vantagens: a) permitir um acesso facilitado e rpido aos ovos e, posteriormente,
as larvas; b) evitar a colocacdo dos ovos hum ambiente com pardmetros fisico-quimicos
distintos; e c) garantir a estabilidade da qualidade da dgua ao longo de todo o processo
(mais dificil de manter caso se tivesse optado por colocar as posturas em aquarios com

volume muito mais reduzido do que os tanques de reproducao).
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Figura 3.2- Vista do tanque de reproducéo de Iberochondrostoma lusitanicum no Aquério Vasco
da Gama (esquerda), onde é possivel ver a estrutura circular que contém a maternidade (detalhe

a direita).

Durante o desenvolvimento embrionario, as observagdes foram feitas diariamente
e, a par disso, foram também registadas a temperatura da agua (com um termémetro VWR
traceable waterproof, referéncia 620-2099) e a hora da recolha dos ovos. Os ovos foram
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recolhidos com o auxilio de uma pipeta e um copo e levados para o laboratério. Na fase
de observacéo das larvas, a metodologia de recolha manteve-se idéntica, com excepgéo
da utilizagdo da pipeta: em vez desta, foi utilizado um copo para recolha dos individuos
de forma a causar o minimo de perturbacdo e dano aos mesmos. Para a observacdo dos
embrides a partir do 4° dia AP (dia ap0s a postura) e das larvas foi necessario utilizar um
anestésico (50-100 ul de 2- Phenoxyethanol Sigma-Aldrich- referéncia 77699) diluido
em etanol (0,3ml/ml) - concentracdo para anestesia: 1ml/L (Faria et al., 2010; Priborsky
& Velisek, 2018). Ovos e larvas foram observados diariamente com um
estereomicroscopio Nikon (SMZ-2T), através do qual se realizaram varias medi¢cdes ao
0,1 mm mais proximo. O registo fotografico foi realizado com uma cdmara Motic
acoplada ao estereomicroscopio (Moticam 5+, 5.0 MP, USB 3.0). Foram utilizadas varias
ampliacBes (1x, 2x, 3x e 4x) para observar e registar as diferentes caracteristicas e
estruturas 0 mais detalhadamente possivel. Toda a informacdo acerca das ampliacdes

usadas foi registada.

Ovos

Apesar de translicidos, as caracteristicas do corion dos ovos desta espécie
impossibilitam a clara visualizacdo de todas as caracteristicas internas a transparéncia.
Ainda assim, é possivel distinguir algumas delas, bem como a existéncia ou ndo de

movimento, incluindo o batimento cardiaco.

Devido ao numero reduzido de ovos nas duas posturas, optou-se por observar 0s
ovos a transparéncia até ao dia 4. Apds este dia, com a observacdo de movimento no
interior do ovo, decidiu-se sacrificar quatro exemplares nos dias seguintes (um por dia),
de modo a observar algumas caracteristicas impossiveis de visualizar através da
membrana do ovo. Para isso utilizou-se o0 anestésico descrito acima, na mesma
concentracdo, mas com a administracao de maior volume ao longo de alguns minutos, até
a paragem do batimento cardiaco. Apos a observacao, estes individuos foram fixados em
formaldeido a 4% e, posteriormente, lavados e preservados em etanol a 70%. Estes

exemplares encontram-se depositados nas colec¢fes do Aquério Vasco da Gama.

Para cada ovo foram efectuadas as seguintes medi¢Oes (directamente, recorrendo
a objectiva calibrada do estereomicroscopio; ou, indirectamente, utilizando o programa

Motic Images Plus 3.0 ML e imagens calibradas): didmetro do ovo, didmetro do saco
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vitelino e dimens&o do embrido. Devido a dificuldade de observacdo através da membrana
externa do ovo, ndo foi possivel atribuir todos os estadios, como descrito em Kimmel et
al. (1995), seguindo-se, complementarmente, o trabalho de Faria et al. (2010) como base
para a descricdo dos eventos considerados relevantes para o desenvolvimento. Deste

modo, apenas se considerou 0 aparecimento das caracteristicas que se apresentam na

Tabela 3.1 e 0 aspecto externo do ovo (forma, cor, tamanho).

Tabela 3.1

Caracteristicas e eventos ontogenéticos considerados de interesse na observacdo do

desenvolvimento embrionario de Iberochondrostoma lusitanicum, adaptados de Faria et al.

(2010) e Kimmel et al. (1995).

Larvas

Sendo que as posturas ndo resultaram no nascimento de um grande numero de
individuos, e considerando o estatuto de conservacao desta espécie, optou-se por recolher

uma so larva por dia e pela sua devolucao a maternidade apos as observacgoes.

Apos a eclosdo, as larvas foram observadas diariamente durante as primeiras

semanas (quatro semanas para os individuos da primeira postura e duas semanas para 0s

Ovo: Cor/forma

Blastodisco

Embrido reconhecivel

Olhos: Pupila visivel?

Diferenciacéo da notocorda

Vesicula auditiva: Visivel/n°. otdlitos

Cérebro

Sémitos (ou miétomos)

Movimentos do embrido

Ponta da cauda separada do vitelo

Prega média

Coracéo

Sangue

Pigmentos

Barbatana peitoral

Eclosdo
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da segunda postura), mas, uma vez que se comegou a observar um abrandamento no
desenvolvimento, decidiu-se espacar os dias de observagdo para ndo sujeitar os individuos
a manipulagdes diarias causando, assim, perturbacdes desnecessarias. A periodicidade
das observacdes realizadas para as duas posturas analisadas € apresentada na Tabela 3.2.
No total, 0 acompanhamento da fase larvar (desde a eclosdo até ao desaparecimento

completo da prega média e aparecimento de escamas) estendeu-se ao longo de 3 meses.

Tabela 3.2

Periodicidade das observagcbes do desenvolvimento larvar das duas posturas de
Iberochondrostoma lusitanicum analisadas. As contagens sao feitas em dias ap6s a eclosao
(DAE).

1.2 Postura 2.2 Postura
Observagéo
diaria 1.°-26.° DAE (4 semanas) 1.°-14.° DAE (2 semanas)
Obs. 2 em 2 dias 26.°-59.° DAE (4 semanas) 14.°- 47.° DAE (4 semanas)
Obs. 3 em 3 dias 59.0-74.° DAE (2 semanas) 47.°- 62.° DAE (2 semanas)
Obs. 4 em 4 dias 74.°- 92.° DAE (3 semanas) 62.°- 80.° DAE (3 semanas)

As larvas levadas para o laboratério para observacdo foram anestesiadas (ver
procedimento descrito acima) por forma a reduzirem 0s movimentos e poderem ser
devidamente fotografadas, com inclusdo de escala. Recorrendo as fotografias calibradas,
foram efectuadas varias medicgdes utilizando as ferramentas do software Motic Images
Plus 3.0 ML. As observacdes foram efectuadas com uma combinacéo de luz incidente e
transmitida que permitiu visualizar caracteristicas externas (pigmentacdo, escamas, etc.)
e internas (otélitos, midmeros, 6rgaos internos, diversas estruturas 6sseas, etc.). Apds o
registo fotografico e as medicdes, as larvas foram colocadas num recipiente com agua
limpa de modo a recuperarem totalmente da anestesia antes da sua devolucdo a

maternidade no tanque.

Agquando da observacdo das larvas foram registadas as seguintes medidas:
comprimento total, comprimento standard (CS- ponta do rostro até ao pedunculo caudal),
comprimento preé anal (da ponta do rostro até ao anus), comprimento da cabeca, altura da
cabeca, altura do tronco na zona do anus, didmetro do olho, dimens&o da bexiga natatoria

e numero de sec¢des, dimensdo do vitelo (Parichy et al., 2009).
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Além dos registos morfométricos foram observadas outras caracteristicas
consideradas de interesse por Parichy et al. (2009), designadamente caracteres/estruturas
cuja evolucéo é clara e passivel de observacdo ao longo do periodo larvar (Tabela 3.3).
Das abordagens apresentadas em Parichy et al. (2009), a seguida no presente trabalho é a
primeira, faseamento composto. Escolheu-se esta abordagem, pois atribui uma descricao
da fase associada a informacéo relacionada com o tamanho e que €é Unica do individuo
observado. Isto é particularmente Gtil quando se observam diferengas no aparecimento de

caracteres e no crescimento (CS) entre individuos da mesma postura.

Tabela 3.3

Caracteristicas consideradas de interesse para a descri¢édo da fase larvar de Iberochondrostoma

lusitanicum baseadas em Parichy et al. (2009).

Forma da cabeca

Flex&o urostilar

Bexiga natatoria: enchimento/n°. Secgdes
Barbatanas médias: caudal, anal e dorsal
Barbatanas pélvicas

Prega média

Formacao de escamas

Padrdo de pigmentacdo: corpo e barbatanas

Além das indicadas na Tabela 3.3, considerou-se importante observar algumas
caracteristicas adicionais, como a forma e cor do saco vitelino, a evolugédo dos olhos, 0

namero de ot6litos na vesicula auditiva e a presenca de alimento no intestino.

Resultados

Foram analisados dois conjuntos de ovos resultantes, respectivamente, de uma
primeira postura ocorrida a 19 de Marco e de uma segunda postura ocorrida a 31 de Marco
de 2021.

Os valores relativos a temperatura da agua do tanque no momento da colheita

diaria do ovo/larva para observacdo variaram, para a primeira postura, entre 13,4°C e
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15,8°C ao longo do periodo experimental, com uma temperatura média de 14,86°C
(Figura 3.3).

Temperatura (°C)

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Marco Margco Margco Marco Margco Margo Marco Margco Margo Margo

Data da amostragem

Figura 3.3 — Variagdo da temperatura da 4gua durante a fase embrionaria para a primeira postura
de Iberochondrostoma lusitanicum.

Relativamente a segunda postura, as temperaturas registadas no momento da
colheita diaria do ovo/larva para observacgdo variaram entre 15,7°C e 17,2°C, com uma
temperatura média de 16,38°C (Figura 3.4).

19,5
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31 Marco 1 Abril 2 Abril 3 Abril 4 Abril 5 Abril 6 Abril 7 Abril 8 Abril 9 Abril
Data da amostragem

Figura 3.4 - Variacdo da temperatura durante a fase embrionaria para a segunda postura de
Iberochondrostoma lusitanicum.
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A propriedade adesiva dos ovos (adaptacdo fundamental para evitar o
arrastamento pela corrente nos habitats naturais) descrita para varias espécies de peixes
estritamente dulciaquicolas (e.g. Carrapato & Ribeiro, 2012; Carvalho et al., 2003; Gil,
Sousa-Santos et al., 2010) foi comprovada pela observacéo de posturas completamente
aderentes as meadas de 1a colocadas nos tanques (Figura 3.1). O mesmo aconteceu nas
raizes da vegetacgao aquéatica também existente nos tanques. Esta caracteristica adaptativa
também foi observada nas maternidades, onde os ovos aderiram uns aos outros, bem como

a detritos organicos e microalgas existentes no tanque.

Em termos macroscopicos, 0S 0vos apresentavam, nas fases iniciais do
desenvolvimento, uma coloragdo amarela (conferida pelo saco vitelino) e alguma
transparéncia que permitia visualizar os contornos do saco vitelino e embrido, mas néo o
suficiente para que se observassem todas as fases iniciais. Ao longo do tempo foram

atenuando a tonalidade da cor, ficando mais claros (Tabela 3.4).

Tabela 3.4

Descrigéo dos ovos de Iberochondrostoma lusitanicum analisados: cor, transparéncia e forma

ao longo dos primeiros nove dias apds postura.

Cor do ovo Transparéncia Forma
Dia
apos
postura 12 postura 2% postura 1% postura | 2% postura | 12 postura 2% postura

0 amarelo amarelo transltcido | translicido | esférica esférica
1 amarelo amarelo transldcido | translicido | esférica esférica
2 amarelo amarelo transldcido | translicido | esférica esférica
3 amarelo amarelo transltcido | translicido | esférica | esférica /elipséide
4 amarelo-claro amarelo transltcido | translicido | esférica esférica
5 amarelo-claro amarelo transltcido | translicido | esférica esférica
6 amarelo-claro amarelo transldcido | translicido | esférica | esférica/elipsoide
7 amarelo-claro | amarelo-claro | translicido | translGcido | esférica | esférica/elipséide
8 amarelo-claro | amarelo-claro | transltcido | translGcido | elipsoide elipséide

9* amarelo-claro - translicido - elipsdide -

* neste dia, na segunda postura, a larva eclodiu no momento da observacdo pelo que ndo foi

possivel descrever estas caracteristicas.

Ao aproximar-se a data da eclosdo (nove dias ap0s a postura para ambas as

posturas) 0s ovos revelavam uma alteracdo do saco vitelino, de uma forma esférica para
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alongada (Tabela 3.5), e maior transparéncia, o que facilitou a observacao nesta fase. Em
relacdo as dimens@es do saco vitelino, ndo se pdde registar um aumento ou diminuig&o,
pois foi observado um ovo diferente em cada dia. Em todo o caso, os didmetros variaram
entre 0,92 mm e 1,20 mm, na primeira postura e 0,55 mm e 2,12 mm, na segunda postura
(Tabela 3.5).

Tabela 3.5

Dimensdes e forma do saco vitelino durante a fase embrionaria dos ovos da primeira e segunda
posturas de Iberochondrostoma lusitanicum, com a indicagao dos dias decorridos apds a postura
(DAP).

12 Postura 22 Postura
DAP . . . x
Dimensédo (mm) Forma Dimensdo (mm) Forma

0 1,14 Esférico 1,98 Esférica
1 0,95 Esférico 1,95 Esférica
2 1,23 Esférico 1,90 Esférica
3 1,20 Alongado 2,12 Esférica
4 1,15 Alongado 1,95 Alongada
5 1,00 Alongado 1,18/1,06 Alongada
6 1,02 Alongado 0,99/1,07 Alongada
7 0,92 Alongado 0,84/2,02 Alongada
8 0,87/1,13 Alongado 0,80/2,31 Alongada
9* 0,60/1,15 Alongado 0,55/2,81 Alongada

*dia da ecloséo: dia 0 para a larva.

Por ndo ser possivel a sua visualiza¢do detalhada, para alguns ovos em que 0 saco
vitelino tem uma dimensdo alongada s6 se apresenta uma medida, o didmetro da parte
esférica. A dimensdo do saco vitelino variou entre 0,9 e 1,1 mm nos ovos da primeira

postura e entre 1,9 e 2,8 mm na segunda postura (Tabela 3.5).

Na Tabela 3.6 apresentam-se 0S momentos em que ocorreram 0S principais
eventos observaveis da fase embriondria, para as duas posturas. Entre estas duas houve
uma diferenca nos dias de ocorréncia de cada evento: no caso da primeira postura, 0
embrido apresentava movimento ao segundo dia enquanto, na segunda postura, 0 mesmo
se registou apenas ao quarto dia. A diferenciagdo do olho € aparente no primeiro dia para
a primeira postura e, na segunda, somente ao quarto dia. No caso da diferenciacdo da
notocorda, era aparente no primeiro dia para a primeira postura e ao terceiro dia na

segunda.
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Tabela 3.6

Eventos da fase embrionaria de Iberochondrostoma lusitanicum com o dia ap6s a postura (DAP)
em que foram observados pela primeira vez (dia 0 a dia 9).

1.2 postura (DAP) | 2.2 postura (DAP)

Blastodisco 0 0
Embrido reconhecivel 2 2
Olhos 1 4
Lente ocular/pupila 3 4
Cérebro 3 3
Diferenciacdo da notocorda 1 3
Vesiculas auditivas 5 6
Otdlitos (n°) 5(2) 6 (2)
Inicio olho pigmentado 4 4
Sémitos (ou midtomos) 5 4
Movimentos embri&o 2 4
Ponta cauda separada do 2 3
vitelo

Prega média 2 4
Coracéo 5 5
Sangue 5 5
Pigmentos 7 8
Barbatana peitoral 7 7
Eclosdo 9 9

Na Figura 3.5 esta representada a evolucdo do ovo/embrido na segunda postura,
onde se podem observar, alteragcfes como o aparecimento dos olhos ou a existéncia da
ponta da cauda separada do vitelo. Na fila de baixo, nos embries pode observar-se a
alteracdo no tamanho e forma do vitelo. Estdo apresentadas duas imagens referentes ao
dia 5 ap06s a postura, pois nesse dia, apds a observacdo do ovo, decidiu-se abri-lo para se

observar o0 embrido no interior, uma vez que ja apresentava movimentos.
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Figura 3.5 — Evolugdo ovo/embrido de Iberochondrostoma lusitanicum na segunda postura
(objectiva 2x, ampliacdo 20x) nos dias 0, 3, 5, 6 e 8 apds a postura.

Fase larvar

As larvas eclodiram ao nono dia apds a postura, para ambos 0s conjuntos de ovos
analisados. Durante a observacdo da fase larvar, a temperatura dentro de cada
maternidade foi medida no momento da recolha da larva para observagéo: verificou-se
que a temperatura média registada foi de 17,6°C (min. 15,4°C; max. 21,8°C) para a
primeira postura (Figura 3.6) e de 17,9°C (min. 15,4°C; max. 21,8°C) para a segunda
postura (Figura 3.7).
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Figura 3.6 — Variacéo da temperatura da agua do tanque ao longo da amostragem durante a fase

larvar de Iberochondrostoma lusitanicum, para a primeira postura.
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Figura 3.7 - Variacdo da temperatura da agua do tanque ao longo da amostragem durante a fase

larvar de Iberochondrostoma lusitanicum, para a segunda postura.
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Larva recém eclodida

Ao eclodirem, as larvas apresentavam ja um padrdo inicial de pigmentag&o, apesar
de ter um corpo transllcido, e cerca de 6,4 mm de CS (Figura 3.8). Nesta fase, a cabeca
das larvas apresentava uma forma arredondada e a zona da boca encontrava-se na parte

inferior da cabeca, junto ao saco vitelino.

Figura 3.8 - Larva de Iberochondrostoma lusitanicum recém eclodida (esquerda) e detalhe da
zona da barbatana peitoral ja em formacao (direita). E possivel observar a forma da cabeca, 0
padrdo de pigmentacdo inicial e a posicdo, forma e extensdo do saco vitelino (CS= 6,4 mm;
objectiva 2x- 20x ampliagdo na foto da larva e objectiva 4.8x- 48x ampliacdo no detalhe da
barbatana peitoral).

O saco vitelino ja ndo apresentava uma forma esférica, como acontecia na fase
embrionaria, sendo agora alongado desde a cabeca até a zona pré anal (Figura 3.8). Nesta
fase, foi detectada a presenca de uma estrutura, a prega média, que rodeava a larva desde
a zona dorsal até ao saco vitelino, e um esboco das barbatanas peitorais: uma pequena
estrutura arredondada na zona posterior da vesicula auditiva (Figura 3.8). Foi igualmente
possivel observar-se a circulacdo de sangue e o batimento cardiaco. Os olhos estavam ja
pigmentados e apresentavam uma clara diferenciacdo da pupila. As larvas recém
eclodidas aparentavam ter a boca aberta, ainda que pouco desenvolvida e numa posicao
infera, perto do saco vitelino, e movimento respiratério (abrir e fechar da boca). Ainda
ndo apresentavam o canal alimentar totalmente formado e o &nus encontrava-se fechado.
Nesta fase, é visivel pigmentacdo na zona da cabeca, ao longo do corpo na regido dorsal

e desde a zona da vesicula auditiva até a ponta da notocorda, ao longo da regido ventral.
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Os melandforos responsaveis pela pigmentacdo observada apresentavam dois tipos de

formas: pontos arredondados e estrelados.

Desenvolvimento de estruturas de interesse

As duas posturas apresentaram algumas diferencas nos CS e na cronologia dos

diferentes marcos de desenvolvimento observados (Tabelas 3.7 e 3.8).

Para a primeira postura (Tabela 3.7) o enchimento da sec¢do posterior da bexiga
natatdria ocorreu por volta dos 6,7 mm CS e o enchimento da seccdo anterior aos 10,0
mm CS. As barbatanas peitorais estavam presentes logo na eclosdo e as Ultimas
barbatanas a formar-se foram as barbatanas pélvicas (12,1 mm CS). O aparecimento das
escamas ocorreu por volta dos 13,8 mm CS e o padrdo em losango, que termina o periodo

de observacao, surgiu por volta dos 21,5 mm CS.
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Tabela 3.7

Marcos do desenvolvimento larvar da primeira postura de Iberochondrostoma lusitanicum
seguindo a designacdo de Parichy et al. (2009) para a descricdo das fases (Faseamento

Composto) com indicacdo dos comprimentos standard (CS) e dos dias ap6s a eclosdo (DAE)

correspondentes.
Descricéo CS(mm) DAE Faseamento Composto

Inicio das barbatanas peitorais 6,4 0 Pt: 6,4 mm CS
Enchimento bexiga natatéria posterior 6,7 2 BNP: 6,7 mm CS
Condensagdo de células na zona da flexéo urostilar 6,7 4 CFL: 6,7 mm CS
Inicio da flexdo urostilar 7,2 13 FLi: 7,2 mm CS
Aparecimento de raios na barbatana caudal 6,6 10 RC; 6,6 mm CS
Aparecimento de raios nas barbatanas peitorais 7,9 18 RPt: 7,9 mm CS
Condensagdo de células na zona da barbatana anal 7,2 13 CA: 7,2 mm CS
Condensagdo de celulas na zona da barbatana dorsal 6,8 7 CD: 6,8 mm CS
Enchimento bexiga natatéria anterior 10,0 28 BNA: 10,0 mm CS
Aparecimento de raios na barbatana anal 10,0 28 RA: 10,0 mm CS
Aparecimento de raios na barbatana dorsal 9,6 36 RD: 9,6 mm CS
Fim da flex&o urostilar (ang. 45°) 9,6 36 FLf: 9,6 mm CS
Inicio das barbatanas pélvicas 10,9 42 P: 10,9 mm CS
Aparecimento de raios nas barbatanas pélvicas 12,1 44 RP: 12,1 mm CS
Aparecimento de escamas na zona posterior 13,8 46 EP: 13,8 mm CS
Padrdo de pigmenta¢do em losango nas escamas 215 86 PE: 21,5 mm CS

Apesar dessas diferencas, 0s comprimentos apresentavam valores da mesma

ordem de grandeza.

Nas duas posturas o aparecimento dos diferentes caracteres ocorre a CS muito
semelhantes, sendo a principal diferenca a impossibilidade de, na segunda postura
(Tabela 3.8), se observar a formagdo das escamas, pois nenhum dos individuos
sobreviveu até essa fase, tendo sido s6 possivel observar até ao aparecimento de raios nas

barbatanas pélvicas, por volta dos 12,2 mm CS.
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Tabela 3.8

Marcos do desenvolvimento larvar da segunda postura de Iberochondrostoma lusitanicum
seguindo a designacdo de Parichy et al. (2009) para a descricdo das fases (Faseamento

Composto) com indicacdo dos comprimentos standard (CS) e dos dias ap6s a eclosdo (DAE)

correspondentes.
Descricao CS (mm) DAE ngﬁpm:srggo

Inicio das barbatanas peitorais 6,1 0 Pt: 6,1 mm CS
Enchimento bexiga natatéria posterior 6,2 1 BNP: 6,2 mm CS
Condensacdo de células na zona da flexdo urostilar 6,7 4 CFL: 6,7 mm CS
Inicio da flexdo urostilar 7,3 14 FLi: 7,3 mm CS
Aparecimento de raios na barbatana caudal 6,9 7 RC; 6,9 mm CS
Aparecimento de raios nas barbatanas peitorais 6,6 12 RPt: 6,6 mm CS
Condensacdo de células na zona da barbatana anal 7,8 18 CA: 7,8 mmCS
Condensacéo de células na zona da barbatana dorsal 7,3 14 CD: 7,3mm CS
Enchimento bexiga natatéria anterior 8,8 28  BNA: 8,8 mm CS
Aparecimento de raios na barbatana anal 10,0 32  RA:10,0mmCS
Aparecimento de raios na barbatana dorsal 8,8 28 RD: 8,8 mm CS
Fim da flex&o urostilar (ang. 45°) 115 34  FLf:115mmCS
Inicio das barbatanas pélvicas 11,5 34 P:11,5mm CS
Aparecimento de raios nas barbatanas pélvicas 12,2 43 RP: 12,2 mm CS
Aparecimento de escamas na zona posterior * * *

Padrdo de pigmentacdo em losango nas escamas * * *

* estes caracteres ndo foram observados porgque a segunda postura era muito pequena e houve

mortalidade, sendo que a Ultima larva foi observada no dia 14 de junho (66 DAE).

Alimentacdo/sistema digestivo

As larvas eclodiram com um saco vitelino alongado, localizado longitudinalmente
ao longo do corpo, diferente do saco vitelino do embrido antes de eclodir, mas que indica
que a alimentacdo da larva ainda é enddgena. Podia observar-se a boca aberta, mas ainda
parecia ter o anus fechado e ndo apresentar comida no sistema digestivo. Posteriormente,
0 saco vitelino foi alterando a sua forma, apresentando uma sec¢do mais alongada e uma
seccdo esférica cada vez mais reduzida, fenébmeno que foi observado em ambas as
posturas. Esta reducdo do saco vitelino foi gradual, até desaparecer totalmente quando a
larva atingiu um CS de 6,7-6,9 mm (Figura 3.9). O desaparecimento do saco vitelino
indicia o inicio da alimentagdo exdgena das larvas, sendo que estas, com um CS de 6,6-

7,2 mm, apresentavam j& excrecoes.
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Figura 3.9 — Evolugdo do sistema digestivo das larvas de Iberochondrostoma lusitanicum, desde
a fase de reducgéo do saco vitelino até ao surgimento de estbmago e intestino funcionais (de cima
para baixo e da esquerda para a direita). Todas as fotografias sdo tiradas com objectiva 2x

(ampliagdo 20x) com excecéo da foto do dia 0 que foi tirada com objectiva 1x (ampliagéo 10x).

Olhos

As vesiculas oculares comecaram a ser visiveis ainda na fase embrionaria, um a
quatro dias ap0s a postura. Durante esse periodo ainda ndo apresentavam pigmentacao,
apesar de ja ser possivel ver um esbogo da zona da pupila. Ao eclodir, a larva apresentava
ja os olhos bem formados, pigmentados e com a pupila bem individualizada. O tamanho
dos olhos evoluiu proporcionalmente ao tamanho da larva, variando entre 6,73% e
11,02% do CS das larvas ao longo do seu desenvolvimento.
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Figura 3.10 — Evolucéo dos olhos durante o desenvolvimento embrionério (ovo dia 1, 3 e 5 AP)
e larvar (larva dia 0 AE- 6,09 mm CS, dia 13 AE- 6,9 mm CS, dia 28 AE- 10 mm CS e dia 44
AE- 12,1 mm CS) de Iberochondrostoma lusitanicum. Todas as fotografias foram registadas com
a objectiva 2x (ampliacdo 20x) com excecdo da do dia 44 que foi registada com objectiva 1x
(ampliagdo 10x).

Forma da cabeca

As larvas recém eclodidas apresentavam uma cabeca arredondada, com a boca
numa posi¢éo infera e junto ao saco vitelino. Ao longo do desenvolvimento, a forma da
cabeca alterou-se, passando a apresentar um aspeto mais fusiforme, e o posicionamento
da boca passou de infero a terminal (Figura 3.11).
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Figura 3.11 — Evolugéo da forma da cabega das larvas de Iberochondrostoma lusitanicum. Dias
0, 2, 3 e 10 AE, com objectiva 2x (ampliacdo 20x) e nos dias 39 e 65 AE com objectiva 1x
(ampliagdo 10x).

Vesiculas auditivas

Os pares de otélitos que se conseguiram observar (Figura 3.12) foram os de
maiores dimensGes, lapillus e sagitta, ndo tendo sido possivel observar os mais pequenos,

asteriscus.

Figura 3.12 — Localizag&o dos otdlitos nas vesiculas auditivas no momento da ecloséo das larvas
de Iberochondrostoma lusitanicum com CS 6,09 mm (esquerda) e cinco dias apds a eclosdo, larva

com CS 7,05 mm. Fotografias com objectiva 2x, ampliagdo 20x.
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Bexiga natatoria

Esta estrutura apresentou dois momentos fundamentais de alteragéo, um aquando
do enchimento da primeira sec¢do e o0 segundo com o aparecimento da segunda seccgéo,
numa posicdo anterior a primeira. O enchimento observou-se nos primeiros dias apos a
ecloséo, por volta dos 6,2-6,7 mm CS (BNP: 6,7 mm CS para a primeira postura e BNP:
6,2 mm CS para a segunda) e o aparecimento da segunda sec¢do ocorreu aos 8,8-10,0 mm
CS, j& numa fase mais avancada do desenvolvimento larvar (BNA: 10,0 mm CS na

primeira postura e BNA: 8,8 mm CS na segunda postura) (Figura 3.13).

Figura 3.13- Evolucdo da bexiga natatéria ao longo do desenvolvimento larvar de
Iberochondrostoma lusitanicum, com alteracdo de uma seccdo para duas. Fotografias da esquerda

com objectiva 1x, ampliacdo 10x; fotografias da direita com objectiva 2x, ampliacdo 20x.
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Prega média (Larval median fin fold)

Ao eclodir, a larva de 1. lusitanicum apresentava uma estrutura composta por duas
camadas de epiderme em redor de grande parte do seu corpo, designada por prega média
(van den Boogaart et al., 2012). Esta estendia-se desde a regido dorsal, na zona anterior
ao local onde iria aparecer a barbatana dorsal até a regido posterior do anus e desde o saco

vitelino até a zona anterior do anus, na parte ventral (Figura 3.14).

Figura 3.14 — Larva de Iberochondrostoma lusitanicum recém eclodida com a prega média

visivel.

Com o desenvolvimento da larva, a prega média foi sendo absorvida a ritmos
diferentes consoante a zona do corpo. Os Gltimos locais onde se observou esta estrutura
foram junto a barbatana caudal e na zona das barbatanas pélvicas, estando totalmente

absorvida nas larvas com mais de 16 mm de CS.

Flexao urostilar

A zona terminal da notocorda sofreu uma flexao para a zona dorsal (Figura 3.15)
por volta dos 7,2-7,3 mm CS (FLi: 7,2 mm CS para a primeira postura e FLi: 7,3 mm CS
para a segunda postura), apos ter sido observada uma acumulacdo de células nessa zona,
tanto na regido dorsal como na ventral. O periodo de flexao terminou quando a notocorda
atingiu os 45°, altura em gue as larvas apresentavam entre 9,6 e 11,5 mm CS (primeira e

segunda posturas, respectivamente).
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Figura 3.15- AlteracBes na prega média, flexdo urostilar e evolucao das barbatanas caudal e anal
em larvas de Iberochondrostoma lusitanicum com CS entre 6,10 mm (0 DAE) e 15,68 mm (53
DAE). De cima para baixo, CS 6,1 mm, 7,05mm, 7,31 mm, 8,84 mm, 11,88 mm e 15,68 mm

(objectiva 1x, amplia¢éo 10x).
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Barbatanas

As barbatanas peitorais formaram-se ainda durante a fase embrionéria e a larva,
ao eclodir, apresentava ja umas pequenas protuberancias arredondadas na regido anterior
do saco vitelino. No primeiro dia ap0s a eclosdo estas tinham ja a forma de barbatanas

funcionais, apesar de ainda ndo se visualizarem estruturas 6sseas (Figura 3.16).

Figura 3.16 — Barbatanas peitorais numa larva de Iberochondrostoma lusitanicum com 6,20 mm
CS, no primeiro dia apés a eclosdo (vista ventral), com objectiva 2x e amplia¢do 20x.

A barbatana caudal comecou a formar-se com a primeira condensacao de células
a volta da zona urostilar (CFL: 6,7 mm CS), seguida da flexao urostilar (FLi: 7,2 mm CS

para a primeira postura e FLi: 7,3 mm CS para a segunda postura) (Figura 3.15).

De seguida, surgiram os primeiros indicios da barbatana dorsal (Figura 3.17), com
a primeira acumulacdo de células mesenquimatosas aos 6,8-7,3 mm CS (CD: 6,8 mm CS
para a primeira postura e CD: 7,3 mm CS para a segunda).
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Figura 3.17 — Surgimento da barbatana dorsal nas larvas de Iberochondrostoma lusitanicum.
Fotografias de cima e de baixo, & esquerda tiradas com objectiva 2x- amplia¢do 20x; foto de baixo,

a direita tirada com objectiva 1x, ampliagdo 10x.

Os primeiros indicios da barbatana anal (Figura 3.15) surgiram por volta dos 7,2-
7,8 mm CS (CA: 7,2 mm CS para a primeira postura e CA: 7,8 mm CS para a segunda).

As barbatanas pélvicas foram as ultimas a surgir (P: 10,9 mm CS na primeira
postura e P: 11,5 mm CS na segunda) e puderam ser observadas ainda na zona pélvica da
prega média (Figura 3.18).
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Figura 3.18 — Evolucdo das barbatanas pélvicas de Iberochondrostoma lusitanicum. De cima para
baixo e da esquerda para a direita: 6,87 mm CS; 12,86 mm CS; 13,78 mm CS; 14,12 mm CS;
16,63 mm CS e 19,78 mm CS.

Raios das barbatanas

No caso do aparecimento dos raios das barbatanas (Figura 3.15), a ordem pela
qual surgiram foi diferente para as duas posturas analisadas. Na primeira postura a ordem,
segundo os CS, foi: barbatana caudal (RC: 6,6 mm CS), barbatanas peitorais (RPt: 7,9
mm CS), barbatana dorsal (RD: 9,6 mm CS), barbatana anal (RA: 10,0 mm CS) e
barbatanas pélvicas (RP: 12,1 mm CS). Na segunda postura a ordem foi ligeiramente
diferente: barbatanas peitorais (RPt: 6,6 mm CS), barbatana caudal (RC: 6,9 mm CS),
barbatana dorsal (RD: 8,8 mm CS), barbatana anal (RA: 10,0 mm CS) e barbatanas
pélvicas (RP: 12,2 mm CS).

Formacao de escamas

A formacdo das escamas comecou por ser percetivel ap6s a absorcdo da zona
dorsal da prega média. Nessa zona, posterior a barbatana dorsal, comegaram a surgir
irregularidades na silhueta da larva que se tornaram mais evidentes com o aumento do
CS, culminando com a formacéo da escama e a alteracdo do padréo de pigmentacao, que
passa a ser em losango, ao longo dos bordos de cada escama (Figura 3.19). No inicio da

sua formacdo, as larvas apresentavam ainda a por¢do da prega média da zona ventral,
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entre 0 anus e a zona abdominal, apesar de estarem ja presentes as barbatanas pélvicas.
Na fase em que as escamas estdo mais visiveis, j& com o seu padrdo de pigmentacdo em

losango, toda a prega média tinha sido absorvida.

Figura 3.19 — Exemplo do padréo de pigmentacdo em losango observado nas escamas, no final
do desenvolvimento larvar de Iberochondrostoma lusitanicum. Larva com CS 23,0 mm e 92 dias

apos eclosdo (objectiva 1x. ampliagdo 10x).

Esta fase foi de dificil visualiza¢do, mas iniciou-se em larvas com um CS entre 13
e 16 mm. Na segunda postura ndo foi possivel observar estes caracteres devido ao nimero
reduzido de ovos disponiveis e a mortalidade das larvas ao longo do periodo de

observagao.

Pigmentacdo

As larvas eclodiram ja com um padrdo, ainda que simples, de pigmentacao.
Apresentavam, maioritariamente, melan6foros com forma estrelada, presentes na cabeca,
ao longo da zona dorsal, da notocorda e numa linha fina entre o saco vitelino e o corpo e

que se estende ao longo da zona ventral. Este padrdo sofreu alteragbes na forma,
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quantidade e disposicdo dos melanéforos ao longo do desenvolvimento (Figura 3.20).
Com a formacdo das barbatanas, foram surgindo melan6foros nas zonas onde se
concentravam as células e, posteriormente, também nos raios das barbatanas,
maioritariamente concentrados ao longo da zona dorsal. Também surgiram melanoforos
circulares a volta dos labios e dos olhos. Na fase final das observacGes, depois do
aparecimento de escamas, os melan6foros passaram a estar dispostos em padréo
losangular em cada escama, resultando num padrdo geral com um elevado grau de

complexidade.

Figura 3.20 — Exemplo de alteragdes da pigmentacdo ao longo do desenvolvimento larvar de
Iberochondrostoma lusitanicum. As duas fotografias de cima foram tiradas com objectiva 2x

(ampliagdo 20x) e as duas fotografias de baixo com objectiva 1x (ampliagdo 10x).

Capacidade locomotora

E de referir que as larvas, desde a sua eclosdo, apresentaram uma capacidade
locomotora e de fuga bastante desenvolvida, que foi aumentando ao longo do
desenvolvimento larvar. Este comportamento de fuga foi observado aquando da recolha
das larvas para a observacdo, cuja dificuldade aumentou com o crescimento das larvas.
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Principais conclusdes

O desenvolvimento embrionario e o desenvolvimento larvar de
Iberochondrostoma lusitanicum foram seguidos em duas posturas e com resultados muito
semelhantes. Apesar do desenvolvimento embrionario ter uma duragcdo mais curta e ser
mais facil identificar o seu final, algumas das suas fases ndo puderam ser registadas, pois
ocorreram muito rapidamente, com menos de um dia de intervalo. Além disso, as
caracteristicas da membrana do ovo, pouco transparente e adesiva, tornam dificil a
visualizacdo do seu conteudo. No caso do desenvolvimento larvar, de maior duracao,
revelou-se dificil a identificacdo do final dessa fase e, apesar dos sinais do aparecimento
de escamas terem sido observados de acordo com o descrito na literatura (Carvalho,
2001), considerou-se mais adequado assumir como final do processo 0 momento em que
todas as caracteristicas larvares tivessem desaparecido. Assim, a primeira postura, que
ainda tinha individuos disponiveis para se realizarem as observacoes até essa altura, foi
seguida até o 92° dia ap6s a postura, quando a larva ja apresentava escamas, todas as
barbatanas desenvolvidas e toda a prega média absorvida.

Um dos principais resultados do presente trabalho revela que o desenvolvimento
larvar € mais bem ilustrado quando se utiliza o comprimento dos individuos, uma vez que
parece existir uma grande variabilidade entre individuos mesmo dentro de cada postura,
sujeitos as mesmas condi¢cdes de ambiente, alimentacdo, etc. Nem todas cresceram ao
mesmo ritmo e, consequentemente, ndo apresentavam 0s mesmos caracteres na mesma
data. Esta variabilidade dentro da mesma postura parece ser um fendmeno natural
(Fuiman et al., 2005), mas que podera ser potenciado por alguns factores como maior
competéncia na procura de alimento, especialmente em ambientes com pouca
disponibilidade (Lee et al., 2010; Pepin et al., 2014), larvas maiores crescem mais rapido
porque tém maior facilidade na captura de alimento (VVoesenek et al., 2018) e densidade
de larvas no tanque (Hitzfelder et al., 2006). Ao contrério do normalmente considerado
para 0s peixes, a temperatura ndo pareceu ter grande influéncia na grande variabilidade
encontrada no desenvolvimento e crescimento larvar uma vez que a variabilidade foi
elevada dentro da mesma postura. As temperaturas a que ambas as posturas estiveram
expostas, durante a fase embrionéria, tiveram uma variacao pequena: 13,4-15,8 °C (média
14,86°C) na primeira postura e 15,7-17,2 °C (media 16,38°C) na segunda postura, o0 que
se encontra dentro dos limites dados na bibliografia para a variacéo de temperatura a que

0s ovos se desenvolvem em espécies de peixes de zonas temperadas (Wood & McDonald,
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1997). Na fase larvar, a variacdo foi um pouco mais elevada, 15,4-21,8°C em ambas as
posturas (mas com médias diferentes, 17,55°C na primeira e 17,88°C, na segunda). No
entanto, o aparecimento das diferentes estruturas parece estar mais sincronizado com o

tamanho e ndo com quaisquer outros factores.

Em relacdo a formacao das estruturas auditivas, estdo visiveis dois otélitos logo
desde a eclosdo. E possivel que, tal como acontece com outras espécies (Gao et al., 2021),
os dois pares de maiores dimensoes, lapillus e sagitta, estejam presentes ao eclodir e 0s
mais pequenos, asteriscus, se formem apos a ecloséo, algures durante a fase larvar. Dado
0 seu tamanho reduzido, pode também ser dificil a sua visualizacdo neste tipo de

observacgoes.

A existéncia da prega média, estrutura considerada por alguns autores (e.g. van
den Boogaart et al., 2012) como tendo uma fungdo importante na locomocéo (entre outras
funcBes), contribui para a alteracdo rapida da direcdo de natacdo da larva e explica, em
parte, a sua capacidade locomotora logo ap6s a eclosdo (Voesenek et al., 2018). E ainda
dentro desta estrutura que se formardo as barbatanas médias: caudal, dorsal e anal
(Miyamoto et al., 2022). E expectavel que, com o desenvolvimento da musculatura e das
barbatanas, sendo que as barbatanas peitorais estdo ja presentes aquando da eclosdo e
contribuem para os movimentos natatérios fundamentais a captura de alimento (Voesenek
et al., 2018), aumente a sua capacidade de fuga e de procura de alimento. Sera expectavel
que larvas com crescimento mais rapido consigam ser mais competitivas na procura de
alimento, e consequente manutencao desse ritmo de crescimento, enquanto outras, com
crescimento mais lento, tenham mais dificuldade em alimentar-se. No desenvolvimento
das barbatanas é interessante notar que a barbatana caudal se comeca a desenvolver
relativamente cedo, por volta dos 7 mm CS, pois também é uma estrutura importante na
locomocdo (Fuiman, 1983; VVoesenek et al., 2018). Na formacéo dos raios das barbatanas,
é possivel que surjam mais cedo nas barbatanas peitorais, uma vez que sdo as primeiras a
desenvolver-se, mas €& muito dificil visualizar estas barbatanas, pois estéo,
frequentemente, encostadas aos flancos do corpo e a sua transparéncia impede a correta

identificacdo das suas caracteristicas.

Os dados deste capitulo séo relevantes para a deteccdo e identificacdo de
ovos/larvas no campo e nos programas de reproducéo ex situ, embora seja expectavel a
existéncia de diferencas entre os tempos e desenvolvimento em cativeiro e na natureza.

De forma precaucionaria, esta marcada relacdo entre a dimensdo dos individuos e o
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surgimento de caracteristicas, por oposi¢éo ao uso do numero de dias depois da postura
como um indicador, pode mesmo ser validada para outras espécies sujeitas a a¢fes de
conservacdo que impliquem reproducdo em cativeiro com caracteristicas mais
naturalistas. Embora seja expectavel que haja diferencas entre o desenvolvimento em
cativeiro, ainda que em condigdes naturalistas, e 0 desenvolvimento no habitat natural
das espécies, € dificil fazer essa comparacéao pelo facto de serem espécies com estatutos

de conservagao/ameaca mais sensiveis.

Como sugestdo para trabalhos futuros, propde-se um investimento maior nas fases
iniciais do desenvolvimento, tanto embrionario como larvar, que, por serem bastante
rapidas, ndo foi possivel seguir com tanto detalhe. Além disso, idealmente, deveriam
fazer-se observacgdes de varios individuos no mesmo dia para se registarem as variacoes
de cada um e como a postura evolui. Pode investir-se também numa descricdo mais
detalhada do padréo de pigmentacao, que pode ser de particular utilidade em identificacdo
no campo, em condi¢cdes menos ideais de manipulacdo e observacdo dos exemplares.
Outro aspecto a considerar, sobretudo por serem espécies nativas e com estatuto de
conservacao desfavoravel, € que nas fases iniciais do desenvolvimento dos peixes, a taxa
de mortalidade é mais elevada (Schiemer et al., 1991, 2001). Esta elevada mortalidade
deve-se a factores como a inani¢do aquando da passagem para a alimentacdo exogena,
disponibilidade de alimento, temperaturas inadequadas, predacdo das larvas (Schiemer et
al., 1991, 2001, 2003) e estes estudos nao sdo excepc¢do. Neste caso, alem da mortalidade
de larvas no tanque, observou-se uma particular sensibilidade e suscetibilidade a
manipulagdo no que respeita a anestesia, especialmente em fases mais avancgadas do
desenvolvimento. Foi mais dificil o ajuste do anestésico em larvas com CS superior 16
mm, a anestesia demorava mais tempo a fazer efeito ou a dose era insuficiente (por serem
larvas com tamanho maior). Este tempo demorado de resposta ao anestésico podia levar
a aumentos do stress a que os individuos estavam sujeitos e que teria consequéncias

negativas (Huntingford et al., 2006; Iwama, 1998; Wendelaar Bonga, 1997).
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Capitulo IV — Analise molecular comparativa

Enquadramento

A filogenia do género Iberochondrostoma tem sido alvo de diversos estudos que
pretendem clarificar as relacdes de parentesco entre as espécies que o integram (Robalo,
Doadrio, et al., 2007; Robalo et al., 2008): Iberochondrostoma lemmingii,

Iberochondrostoma almacai e Iberochondrostoma lusitanicum.

Numa abordagem filogeogréafica e concretamente no que respeita a I. lusitanicum,
estes trabalhos identificam possiveis entidades taxonomicas distintas, com uma base
geogréfica, que necessitam de clarificacdo ao nivel molecular (Robalo, Doadrio, et al.,
2007). No caso de espécies com estatuto de ameaca elevado, definir correctamente as
unidades de conservacdo € de extrema importancia, uma vez que nem todas as populacdes
se encontram expostas as mesmas pressdes. Confirmando-se a existéncia de entidades
taxondmicas distintas, correspondentes a diferentes unidades de conservagdo, podem
avaliar-se com mais preciséo as medidas de protec¢do adequadas.

Em Robalo, Doadrio, et al. (2007) sdo reconhecidos dois grupos diferentes de I.
lusitanicum, um que inclui as populacbes da bacia do Rio Sado e o outro que inclui
individuos das ribeiras da regido Oeste de Portugal (Samarra, Lizandro, Colares) e de
sub-bacias do Tejo inferior. A identificacdo destes dois grupos foi feita tendo por base
uma abordagem molecular tipicamente utilizada no estudo de ciprinideos e leuciscideos,
que inclui a sequencia¢do combinada do gene mitocondrial citocromo b (cytb) e do gene

nuclear beta- actina (bact).

Para a confirmacéo da existéncia de duas unidades taxonémicas distintas no seio
daquilo que se considera hoje I. lusitanicum foram considerados necessarios mais
estudos, tanto moleculares quanto morfologicos. A avaliagdo morfologica consta do
Capitulo V. No que respeita a avaliagdo molecular, a abordagem tradicional realizada até
a data pode ser complementada com novos dados genéticos de modo a complementar a

informacéo existente.

Apresentam-se assim, neste capitulo, a metodologia, resultados e conclusées da
analise da estrutura populacional e diversidade genética observada ao longo de toda a area
de distribuicdo de 1. lusitanicum, recorrendo a sequenciacdo combinada de genes

mitocondriais e nucleares.
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Material e Métodos

As amostras utilizadas nas analises deste capitulo provém da coleccdo MARE-
Ispa. Todos os individuos foram capturados com recurso a pesca elétrica (ver descri¢ao
detalhada no Capitulo 1) e uma pequena por¢do da barbatana dorsal foi conservada em

alcool 96% para posterior processamento laboratorial.

Tejo (margem direita)
Alviela (-
Maior (-
Ota(P-
Grande da Pipa ("
Trancio (P
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Lizandro (p -
Samarra -~ Tejo (margem esquerda)
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Lage (J o
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Jamor @
Sado
- (P Marateca
- (P Séo Martinho
s " (P Odivelas
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""" (P Campilhas
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Figura 4.1 — Populagdes de Iberochondrostoma lusitanicum amostradas para a anlise molecular

(genes cytb e bact).
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Extracdo e amplificacdo de ADN

A andlise genética foi realizada com recurso a sequencia¢do Sanger do gene
mitocondrial citocromo b (cytb) e do gene nuclear beta-actina (bact), foram utilizadas

amostras de todas as populac@es conhecidas de I. lusitanicum (Tabela 4.1).

Tabela 4.1

PopulacBes de Iberochondrostoma lusitanicum analisadas: bacia e sub-bacia amostradas e
respectivo nimero de amostras (N) para as quais foram obtidas sequéncias dos genes citocromo

b e beta-actina.

N

Bacia Sub-bacia cytb bact
Ribeiras do Oeste Samarra 19 11
Ribeiras do Oeste Lizandro 26 15
Ribeiras do Oeste Jamor 17 17
Ribeiras do Oeste Colares 17 6
Ribeiras do Oeste Barcarena 17 16
Ribeiras do Oeste Lage 19 10
Tejo Trancéo 19 29
Tejo Maior 50 45
Tejo Ota 19 15
Tejo Grande daPipa 20 17
Tejo Alviela 21 12

Tejo Coina 16

Tejo Sorraia 10 9
Sado Odivelas 20 18
Sado Grandola 27 20
Sado Campilhas 5 7
Sado Marateca 18 2
Sado Corona 6 2
Melides Melides - 5
Jungueira Jungueira - 4

total 346 260

O ADN de pequenas amostras de tecido recolhido por amostragem néo letal (corte
da porcao superior da barbatana dorsal) foi extraido e amplificado no Laboratorio de



88

Genética Evolutiva (MARE-Ispa), utilizando o kit comercial REDEXxtract-N-Amp Tissue

PCR (Sigma-Aldrich/Merck) e seguindo as instruc6es do fabricante.

A amplificacdo dos genes cytb e bact foi realizada utilizando os primers e
condicdes de PCR constantes da Tabela 4.2. De acordo com o referido anteriormente,
estes genes foram seleccionados por serem amplamente utilizados em estudos
filogenéticos e filogeograficos das diversas espécies de ciprinideos e leuciscideos ibéricos
(e.g. (Perea et al., 2010; Robalo, Almada, et al., 2007; Robalo, Doadrio, et al., 2007,
Sousa-Santos et al., 2007)

Tabela 4.2

Primers e condigdes de amplificacéo utilizados.

Primers Condic¢6es de Amplificacdo

LCB1 new- ACTTGAAGAACCACCGTTG
(adaptado do primer LCB1 descrito por Brito et al. 1997)
35x[94°C 1 +50°C 1 + 72°C 1’30’]
HA-CAACGATCTCCGGTTTACAAGAC

(Schmidt & Gold 1993)

BACTFOR_new- GGA TGA TGA AAT TGC CGC ACT GG

35x [94°C 1’ +58°C 1’30”° + 72°C 1°30°’]
BACTREV_new- AGG ATC TTC ATG AGG TAG TCT GT

(adaptado dos primers descritos por Robalo et al. 2007a)

Os primers utilizados na reacdo de sequenciacdo foram os mesmos (Tabela 4.2) e
a purificacdo e sequenciacdo das amostras foi feita na StabVida- Portugal
(https://www.stabvida.com/pt).

Andlise de dados

As sequéncias mitocondriais e nucleares obtidas foram verificadas e editadas
utilizando o programa CodonCode Aligner v. 10.0.2 (CodonCode Corp., USA), onde se
retiraram as extremidades iniciais e finais, geralmente com menor qualidade de leitura,
de modo a garantir uma uniformizacdo do tamanho obtido (720 bp para o gene cytb e 900

bp para o gene bact).
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No caso das sequéncias do gene bact, estas foram visualizadas detalhadamente
antes do alinhamento das sequéncias, para deteccdo de individuos heterozigoticos. Nesses
casos, foi aplicado o procedimento descrito em (Sousa-Santos et al., 2005) de modo a
decifrar as sequéncias das duas cadeias parentais. Em caso de incerteza, foi utilizado o
codigo universal de ambiguidades IUPAC nos loci para os quais nao foi possivel discernir
a que cadeia parental pertenciam o0s nucle6tidos presentes nesses locais do gene
amplificado. O conjunto de haplétipos obtidos foi identificado recorrendo ao programa
DNAcolapser — FaBOX v1.61 (Villesen, 2007) e a construcao das redes de haplétipos foi
realizada através do programa POPART 1.7 (Leigh & Bryant, 2015), com base no
algoritmo TDS e utilizando um intervalo de confianga de 95%, tendo em conta a
frequéncia relativa de cada haplotipo e as populagdes nas quais foram amostrados. Na
construcdo da rede de haplétipos foi seguido o método descrito em (Sousa-Santos, Gante
et al., 2014) para evitar que se considerasse que 0s blocos de gaps contiguos no
alinhamento das sequéncias tivessem tantas mutacdes quanto os nimeros de bases que
compunham esses blocos. Desse modo, esses hapl6tipos foram editados manualmente
reduzindo o nimero de bases do indel a um gap e, cada um destes, foi codificado como

uma transversao para que pudessem ser utilizados nas analises de distancia e likelihood.

O programa ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) foi usado para
calcular as diferencas emparelhadas corrigidas entre populagdes (corrected pairwise
differences) e respectivas estatisticas Fsr; para analise da variancia molecular (AMOVA)
entre a totalidade das populagdes agrupadas num grupo e em trés grupos-teste; e para
calcular os indices de diversidade molecular para cada populacdo: h — diversidade
genética; n — diversidade nucleotidica e k — nimero médio de diferencas emparelhadas).

Todas as sequéncias obtidas serdo depositadas no banco publico de dados

moleculares GenBank  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), utilizando as

ferramentas de submissdo disponiveis online.

Resultados

Para o gene nuclear beta-actina (bact), obtiveram-se 520 sequéncias que se
agrupam em oito haplotipos, distantes entre si por um e trés passos mutacionais (Figura

4.2). Esses haplotipos encontram-se distribuidos em duas linhagens/grupos, uma


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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composta pelas populacdes do Sado (Campilhas, Corona, Grandola, Marateca e
Odivelas), Melides e Junqueira e a outra composta pelas populagcdes do Tejo/Oeste
(Alviela, Grande da Pipa, Maior, Ota, Sorraia, Trancdo, Samarra, Lizandro, Lage, Jamor,

Colares e Barcarena).

Alviela

Grande da Pipa
Maior

Ota

Cl14 Sorraia
Trancdo

Samarra

Lizandro

Lage
Co68 * Jamor
Colares
Barcarena
Melides
Junqueira
Campilhas

Corona

C35

Grandola
Marateca

Odivelas

C00000000000LCee000e

Cl119 ’ 8

Clle CI115

C117

Figura 4.2- Rede de hapl6tipos do gene nuclear beta-actina obtida para Iberochondrostoma
lusitanicum. Os hapl6tipos assinalados com * foram codificados seguindo o método descrito na

secgdo “Material e Métodos™.
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Dos oito haplotipos encontrados, quatro sdo exclusivos de uma determinada
bacia/sub-bacia: dois ocorrem apenas nas sub-bacias Maior (C68) e Sorraia (C114),
pertencentes a bacia do Tejo; e dois ocorrem apenas nas sub-bacias Odivelas e Marateca
(C117 e C119, respectivamente), pertencentes a bacia do Sado (Figura 4.2). O haplétipo
mais comum (C19) so estd presente nas populacdes do Tejo/Oeste e 0 segundo mais
comum (C35) estd presente nas populacdes do Sado, Samarra, Lizandro e Colares.
Existem ainda mais dois haplétipos presentes em populagbes do Sado: o C115 presente
em Campilhas, Grandola e Odivelas; e o C116, presente em Melides, Grandola e

Odivelas.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) efectuada incluindo todas as
populagbes num Gnico grupo, revelou que a maior parte da variancia € explicada por
diferencas entre as populacdes (87,38%) e que existe estruturacao entre elas (Fst =0,87;
p=0,00). Com base na rede de haplétipos obtida (Figura 4.2) e dada a estruturacao
populacional revelada pela AMOVA, decidiu-se testar o agrupamento das populagdes em
dois conjuntos pré-estabelecidos para uma segunda AMOVA: um com as populacgdes do
Tejo (N=6) e Oeste (N=6), e outro com as populacbes do Sado (N=5), Melides e
Jungueira. Esta AMOVA mostrou existir uma diferenca significativa entre estes dois
grupos (Fst=0,94; p=0,00), sendo a maior parte da variancia molecular detectada

(94,29%) explicada por diferencas entre eles.

Para o gene mitocondrial citocromo b (cytb), foram obtidas 346 sequéncias
provenientes de seis populacdes da regido Oeste (Lizandro, Samarra, Colares, Barcarena,
Jamor e Lage), de cinco populac¢tes do Sado (Campilhas, Corona, Grandola, Marateca e
Odivelas) e de sete populacdes do Tejo (Alviela, Coina, Grande da Pipa, Maior, Ota,
Sorraia e Trancdo). Estas sequéncias representam um total de 28 hapl6tipos, distanciados

entre si por um maximo de 9 passos mutacionais (Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Rede de hapl6tipos do gene mitocondrial cytb obtida para Iberochondrostoma

lusitanicum.

Esta rede apresenta dois haplotipos mais frequentes, IBLUS2 e IBLUS16, e exibe
uma configuracdo em estrela. O haplétipo mais frequente (IBLUS2), encontrado nas sub-

bacias Lage, Barcarena, Colares, Jamor, Lizandro, Samarra, Maior e Trancdo, tem 127
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individuos, 36,6% do total, e o0 segundo mais frequente (IBLUS16) esta presente nas sub-
bacias de Campilhas, Corona, Grandola, Marateca e Odivelas e inclui 41 individuos,
11,8% do total. Existem 20 hapl6tipos Unicos de sub-bacias e oito haplétipos partilhados
entre sub-bacias. A sub-bacia que inclui mais haplotipos é Grandola, com oito haplotipos
(IBLUS16, 17 e IBLUS22-27). Dos 20 haplotipos unicos de sub-bacias, cinco pertencem
a Grandola (IBLUS22, 24, 25, 26 e 27), quatro a Odivelas (IBLUS18-21), dois a Ota
(IBLUSG e 7), dois a Alviela (IBLUS10 e 11), dois a Coina (IBLUS12 e 13), dois a
Sorraia (IBLUS14 e 15) e um a cada uma das seguintes sub-bacias: Grande da Pipa
(IBLUS8), Maior (IBLUS9) e Campilhas (IBLUS28). De entre os 28 haplotipos
encontrados, existem quatro haplotipos privados no Tejo (IBLUS6, 7, 11 e 15) e sete
hapl6tipos privados no Sado (IBLUS19, 20, 22, 24, 26, 27 e 28).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) realizada incluindo todas as
populacdes num sé grupo revelou que a maior parte da variancia (86,66%) ocorre entre
populagdes e que existe estruturacdo entre elas, ou seja, globalmente existem diferencas
significativas entre populagdes (Fst =0,87; p=0,00). Tendo como objectivo perceber mais
detalhadamente a estruturacdo detectada, efectuou-se uma segunda AMOVA, desta vez
com as populagdes agrupadas a priori em dois grupos (“Sado” e “Tejo e Oeste”). Esta
andlise revelou que a maioria da variancia molecular (77,56%) ocorre entre 0s dois
grupos, sendo que apenas 15,64% da variancia é explicada pelas diferencas existentes
entre as populacdes dentro dos grupos estabelecidos. Além disso, os resultados desta
AMOVA corroboram 0s resultados obtidos durante a andlise dos dados gendmicos
(Robalo et al., in press), demonstrando uma clara estruturacdo das populagdes: existem

diferencas significativas entre os grupos “Sado” e “Tejo e Oeste” (Fst =0,78; p=0,00059).

Em relacdo a divergéncia entre as populagdes, na Tabela 4.3 estdo os valores
encontrados dos Fst que também indicam a existéncia de diferenciagdo genética entre as

populagdes do “Tejo e Oeste” e as do “Sado”.
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Em relagdo aos indices de diversidade, as populac¢des que apresentaram indices de
diversidade genética mais elevados sdo “Maior” (h=0,822+0,014) e “Campilhas” (h=
0,8000+0,1640). Em relacdo aos indices de diversidade nucleotidica e de MNPD, as
populagdes com valores mais elevados sdao “Marateca” (m=0,0049+0,0029;
MNPD=3,53+1,88) e “Maior” (nr= 0,002155+0,001454; MNPD=1,551837+0,943378).
Em contraste, as populagdes do “Oeste” (Lage, Barcarena, Colares, Jamor, Lizandro e
Samarra) apresentaram valores nulos para os trés indices (h= 0,0000+0,0000;
7=0,0000+0,0000; MNPD= 0,0000+0,0000) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4

Ndmero de amostras sequenciadas para o gene cytb, nimero de hapl6tipos e sites polimdrficos

encontrados, diversidade genética e nucleotidica e nimero médio de diferencas emparelhadas

(mean number of pairwise differences- MNPD) para cada populacgao.

N.° N.° sites Diversidade Diversidade

Populagio N  hapldtipos polimorficos  genética (h) nucleotidica () MNPD
Lage 19 1 0 0,0000+£0,0000  0,000000+0,000000 0,000000+0,000000
Barcarena | 17 1 0 0,0000+0,0000  0,000000+0,000000 0,000000+0,000000
Colares 17 1 0 0,0000+£0,0000  0,000000+0,000000 0,000000+0,000000
Jamor 17 1 0 0,0000+0,0000  0,000000+0,000000 0,000000+0,000000
Lizandro | 26 1 0 0,0000+0,0000  0,000000+0,000000 0,000000+0,000000
Samarra | 19 1 0 0,0000+0,0000  0,000000+0,000000 0,000000+0,000000
Alviela | 21 4 3 0,6095+0,0865  0,000979+0,000857 0,704762+0,552685
Coina 16 2 3 0,5000+0,0741  0,002083+0,001483 1,500000+0,953049

Grande da

Pipa 20 3 3 0,5947+0,0726  0,001711+0,001265 1,231579+0,815202
Maior 50 6 6 0,8220+0,0143  0,002155+0,001454 1,551837+0,943378
Ota 19 4 5 0,6257+0,0669  0,001998+0,001422 1,438596+0,915993
Sorraia 10 2 2 0,2000+0,1541  0,000556+0,000633 0,400000+0,402885
Trancdo 19 2 2 0,5146+0,0517  0,001429+0,001115 1,029240+0,718563
Campilhas | 5 3 2 0,8000+0,1640  0,001389+0,001293 1,000000+0,796333
Corona 6 3 2 0,7333+0,1552  0,001296+0,001183 0,933333+0,737865
Grandola | 27 8 8 0,7407+0,0587  0,001527+0,001150 1,099715+0,743354
Marateca | 18 2 12 0,2941+0,1193  0,004902+0,002925 3,529412+1,883384
Odivelas | 20 6 5 0,6842+0,1028  0,001462+0,001130 1,052632+0,728451

Sendo que ambos 0s genes apresentam uma divisao clara entre os dois grupos,
“Sado” e “Tejo e Oeste, podemos assumir que este grupo diferenciado do “Tejo e Oeste”
constitui uma nova espécie do género Iberochondrostoma. Da observacdo das

autapomorfias, caracteristicas Unicas e distintivas de um determinado taxon, conclui-se
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que 1. lusitanicum e Iberochondrostoma nov. sp. se distinguem por 7 autapomorfias

(Tabela 4.5).

Tabela 4.5

Lista de autapomorfias em cada hapldtipo de Iberochondrostoma lusitanicum e de

Iberochondrostoma nov.sp.

Posicdo
Haplétipo 81 195 213 423 459 615 693 Espécie
IBLUS1 T A A G C A Cc Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS2 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS3 T A A G C A Cc Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS4 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUSS T A A G © A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS6 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS7 T A A G © A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS8 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS9 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS10 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS11 T A A G C A Cc Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS12 T A A G C A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS13 T A A G © A C Iberochondrostoma nov.sp.
IBLUS14 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS15 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS16 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS17 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS18 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS19 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS20 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS21 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS22 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS23 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS24 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS25 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS26 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS27 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
IBLUS28 C G G A A G A Iberochondrostoma lusitanicum
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Principais conclusdes

A abordagem molecular confirmou a informagdo sugerida em trabalhos
anteriores, validando a singularidade das populagdes de I. lusitanicum do Sado e ribeiras
costeiras contiguas (Melides e Junqueira) e justificando o seu reconhecimento como uma
unidade evolutiva independente das restantes popula¢des que ocorrem a norte destas, no

Tejo inferior e regido Oeste.

Nesta abordagem filogeogréfica tradicional das populagcdes de I. lusitanicum
importa referir que as populacfes com indices de diversidade genética mais elevados séo
“Maior” (h=0,822+0,014) e “Campilhas” (h=0,8000%0,1640). Em relacdo aos indices de
diversidade nucleotidica e de MNPD, as populacdes com valores mais elevados séo
“Marateca” (1=0,0049+0,0029; MNPD=3,53+1,88) ¢ “Maior” (n= 0,002155+0,001454;
MNPD=1,551837+0,943378). Em contraste, as popula¢des do “Oeste” (Lage, Barcarena,

Colares, Jamor, Lizandro e Samarra) apresentaram valores nulos para os trés indices.

Se compararmos estes resultados filogeograficos com os resultados obtidos por
(Robalo et al., in press), ambos confirmam estudos anteriores (Robalo, Doadrio, et al.,
2007) e indicam uma separacdo em dois grandes grupos, por um lado as populacbes do
Sado, por outro as do Tejo e Oeste, embora existam algumas sub-bacias geograficamente
préximas (pertencentes as bacias hidrograficas do Tejo e do Sado) com individuos que

apresentam genes de ambas as linhagens, 1. lusitanicum e Iberochondrostoma nov. sp.

No estudo gendémico efectuado por (Robalo et al., in press), a analise das
populacdes de 1. lusitanicum em toda a sua area de distribuicdo, revelou, além da
existéncia destas duas entidades taxondmicas (Sado e Tejo+Oeste), uma introgressao
localizada de genes de I. lusitanicum do grupo Tejo+Oeste no genoma dos individuos que
ocorrem na ribeira da Marateca, 0 que pode ser resultado de uma introducdo por méao
humana de exemplares provenientes de uma sub-bacia da margem esquerda do Tejo ou,
eventualmente, de uma colonizacdo natural através do estuario do Tejo em época de
regressdo marinha. Estes resultados vém fortalecer e confirmar o que ja tinha sido descrito
em (Robalo, Doadrio, et al., 2007; Robalo et al., 2008), baseado em analises moleculares
de cytb e de bact, uma separagéo clara de I. lusitanicum em dois grupos, cada um com

um conjunto caracteristico de haplotipos: “Tejo+Oeste” e “Sado”.

Nos dados obtidos com o gene nuclear bact, existe também uma partilha de
haplotipos entre todas as populagcdes do Sado e algumas do Oeste (Samarra, Lizandro e
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Colares). Esta partilha pode ser resultado de uma retencao de um polimorfismo ancestral
que terd sido preservado, uma vez que o gene nuclear bact evolui muito mais lentamente

e a diferenciacdo em duas espécies terd sido um evento recente.

As populacdes do Tejo apresentam também alguma diversidade genética, com
varios haplotipos privados, no entanto, as populacdes do Oeste sdo muito semelhantes,

apresentando todas o mesmo haploétipo.

Assim, confirma-se, a nivel molecular, a existéncia de uma nova entidade
taxondmica distinta de 1. lusitanicum, propondo-se i) a inclusdo das populacdes do Tejo
e Oeste numa nova espécie a descrever, e ii) dadas as suas especificidades genéticas e
biogeograficas, a definicdo de trés unidades de conservagdo (ESU) distintas, englobando
as populagdes do Sado, as do Tejo e as do Oeste.

O Capitulo V desta tese inclui os dados relevantes para a proposta de descricao
formal desta nova entidade taxondmica. Uma vez que esta nova espécie representa uma
populacdo de uma espécie pré-existente, importa considerar a origem do holétipo de I.
lusitanicum, depositado no Museu Bocage (M. B. ¢.1.1-C.1.12) (Collares-Pereira, 1980).
Sendo este oriundo da bacia do Sado, a nova entidade taxonomica serd atribuida as

populacdes to Tejo/Oeste.
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Capitulo V — Descricao de nova espécie

Enquadramento

Como ja foi referido anteriormente, (Robalo, Doadrio, et al., 2007) identificaram
duas unidades evolutivas distintas dentro da zona de distribuicdo de I. lusitanicum, uma
com individuos pertencentes a populacdo do Sado e a outra com individuos da Lagoa de
Albufeira e das ribeiras da regido Oeste de Lisboa.

O capitulo 1V pretendeu confirmar estas unidades distintas, utilizando abordagens
moleculares e uma maior area de amostragem. Considerando os resultados obtidos na
analise dos marcadores cytb e bact, corroborados por dados genémicos entretanto obtidos
(Robalo et al., in press) identificou-se a necessidade de realizar anélises meristicas e
morfomeétricas a espécimes de duas populacgdes distintas dentro da sua area de distribuicao
para se perceber se aos dados moleculares correspondiam ja, também, diferencas

morfoldgicas.

O presente capitulo apresenta argumentos que mostram que as caracteristicas das
populacdes do Tejo inferior e Regido Oeste justificam a sua inclusdo huma nova espécie,
para a qual se propde o nome Iberochondrostoma tagensis. A confirmacgéo da existéncia
de uma nova entidade taxonémica pretende contribuir para a definicdo de unidades de
conservacao mais precisas e, consequentemente, para o estabelecimento de medidas de

conservacao adequadas.

Material e Métodos
Amostragem

Sendo que Collares-Pereira (1980) descreveu I. lusitanicum com base em
exemplares da populacdo do Sado (Ribeira de Xarrama), para a descricdo de
Iberochondrostoma tagensis nov. sp. foram recolhidos 20 individuos adultos da ribeira
da Lage (Oeiras, 38°41°48.9”°N 9°18°53.0°’W) que constituem a série tipo a depositar no
Museu Nacional de Histéria Natural e da Ciéncia (MNHNC). Para efeitos comparativos
foram também analisados 17 exemplares de I. lusitanicum da ribeira de Grandola, na
bacia do Sado (Gréandola, 38°10°09.9°°N 8°33°55.7°°W) (Figura 5.1). As referéncias de



102

cada individuo sdo as da colecdo MARE-ISPA, mas serdo corrigidas para referéncias do
MNHNC aquando da sua deposi¢édo nessa colecgéo.
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Figura 5.1- Localizagéo dos pontos de captura da série tipo de Iberochondrostoma tagensis, na
ribeira da Lage, e do conjunto comparativo de Iberochondrostoma lusitanicum, na ribeira de

Grandola.

Estes individuos foram recolhidos com recurso a pesca elétrica, como descrito
anteriormente, e occisados com uma sobredose de MS222 (Ethyl 3-aminobenzoate
methanesulfonate salt analytical standard — Merck), seguindo as recomendac6es de bem-
estar animal em vigor. Foram levados para o laboratério onde foram conservados numa
solucéo de formaldeido a 4% durante quatro dias, ap6s os quais foram transferidos para
tubos falcon com etanol a 70% para conservagéo a longo prazo.
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Meristica e Morfometria

Cada exemplar foi fotografado e foram recolhidas varias medidas para anélises
meristicas (sete caracteres) e morfométricas (onze caracteres) (Figura 5.2). As contagens
dos caracteres meristicos foram efectuadas com o auxilio de um estereomicroscépio Zeiss
Stemi 508 e as medicdes foram efectuadas utilizando o programa ImageJ v.1.54d

(www.imagej.org) a partir de fotografias de cada exemplar, medidas ao 0,01lmm mais

proximo.

Figura 5.2- Representacdo dos detalhes morfométricos registados para Iberochondrostoma
tagensis (nov. sp.). 1- Comprimento pré-orbital, 2- comprimento da cabega, 3- didmetro do olho,
4- comprimento pré-dorsal, 5- comprimento pré-anal, 6- comprimento standard, 7- altura da
cabeca, 8- comprimento das barbatanas pélvicas, 9- altura pré-dorsal, 10- altura pré-anal, 11-
altura do pedunculo caudal.

Nas tabelas e no texto, foram usadas as seguintes abreviaturas para referenciar os
caracteres meristicos e morfométricos: ELL, escamas linha lateral; ELLAc, escamas
acima da linha lateral; ELLADb, escamas abaixo da linha lateral; RD, raios barbatana
dorsal (RDe- raios espinhosos e RDr- raios ramificados); RA, raios barbatana anal (RAe-
raios espinhosos e RAr- raios ramificados); CS, comprimento standard; CC,
comprimento cabega; AC, altura da cabeca; CprOr, comprimento  pré-orbital; DO,
diametro olho; CPrD, comprimento pré-dorsal; CPrA, comprimento pré-anal; APrD,
altura pré-dorsal; APrA, altura pré-anal; APC, altura do pedinculo caudal; CBP,

comprimento das barbatanas pélvicas.
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Analise estatistica

De modo a comparar as duas espécies, no que diz respeito a forma e dimensdes
dos individuos de I. lusitanicum e I. tagensis nov. sp., foram realizados testes néo-
paramétricos de Mann-Whitney para as variaveis meristicas. Seguindo o metodo utilizado
por Coelho et al. (2005), as variaveis morfométricas foram transformadas e foram
realizados testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney com o ratio entre as mesmas e o CS
eaAC.

Foi realizada uma andlise discriminante com as variaveis meristicas. No caso das
variaveis morfométricas, estas foram transformadas utilizando o método utilizado por
Robalo et al. (2005) e foram utilizados os residuos de regressdes log-log entre as variaveis
morfométricas e 0 CS. Em ambos os casos foram utilizadas andlises stepwise, permitindo
seleccionar quais as variaveis mais importantes na discriminacdo das duas espécies. As
analises estatisticas foram realizadas com o programa IBM SPSS Statistics v. 29.0.0.0
(241).

Resultados

Os resultados das analises meristicas e morfométricas de todos os individuos em
estudo, I. tagensis sp. nov. (n=20) e I. lusitanicum (n=17), estdo apresentados na Tabela
5.1, onde se podem observar quais as variaveis que apresentaram diferencas

significativas.
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Valores médios, variacao e desvio padrdo das varidveis meristicas e morfométricas registados

para Iberochondrostoma tagensis nov. sp. e lIberochondrostoma lusitanicum (Sado). As

abreviaturas estdo listadas na seccdo Material e Métodos. As medi¢des apresentam-se em mm.

. . tagensis I. lusitanicum
Variavel - — - —
Amplitude  Média | Amplitude Meédia
ELL* 40-55 46,8 44-52 47,8
ELLAc* 10-12 11,2 9-12 10,8
ELLADb 4-6 5,0 4-5 4,6
RDe 3-3 3 3-3 3
RDr* 7-8 7,6 7-8 7,7
RAe 3-3 3 3-3 3
RAr* 6-8 7,4 7-8 7,7
CSY 44,2-76,7 61,8 51,5-75,0 59,9
CCti 8,5-13,6 11,5 10,1-14,8 12,3
ACTE 5,2-8,6 7,4 6,4-9,8 7,5
CPrOrii 1,5-3,4 2,5 2,2-4,0 2,9
DOY 2,8-4,8 3,9 3,1-5,3 3,9
CPrDf 24,4-39,5 33,7 28,3-41,0 33,1
CPrAt: 32,5-52,8 444 38,2-55,6 444
APrD} 11,4-19,6 16,3 13,2-20,2 15,9
APrATY 8,6-15,9 12,7 9,8-14,7 11,8
APC+ 5,4-9,4 7,9 5,9-9,6 7,4
CBPt1 7,9-12,6 10,8 7,2-12,5 9,1

Nota: para as varidveis morfométricas, encontram-se assinaladas aquelas que apresentaram

diferengas significativas na transformagdo em relagdo ao CS (}) e em relagdo a AC (7).

Os resultados da analise discriminante stepwise dos dados meristicos estdo

apresentados na Tabela 5.2. Verifica-se que todas as varaveis incluidas, excepto a

ELLAD, apresentam um poder discriminante significativo.
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Tabela 5.2

Resultados da analise discriminante stepwise para os dados meristicos. As variaveis com poder

discriminante estao assinaladas com *,

Lambda de Wilks F Sig.
ELL* 0,845 6,398 0,016
ELLAc* 0,379 57,354 <001
ELLAD 0,944 2,068 0,159
RDr* 0,874 5,063 0,031
RAr* 0,816 7,874 0,008

Segundo esta funcdo 100% dos individuos de 1. tagensis foram correctamente

classificados, bem como 94,1% dos individuos de I. lusitanicum.

Considerando os dados morfométricos, verifica-se que os residuos das regressées
log-log entre as variaveis CPrO e CBP e o CS sdo as Unicas variaveis que apresentam

poder discriminante (Tabela 5.3).

Tabela 5.3

Resultados da analise discriminante realizada com os dados morfométricos. As variaveis com

poder discriminante estdo assinaladas com *.

Lambda de Wilks F Sig.

Residuals CC 0,922 2,951 0,095
Residuals LC 0,983 0,603 0,442
Residuals CPrOr* 0,832 7,05 0,012
Residuals DO 0,998 0,078 0,782

Rediduals CPrD 0,995 0,184 0,67
Residuals CPrA 1,000 0,001 0,973
Residuals LPC 0,943 2,111 0,155
Residuals CBP* 0,688 15,904 <0,001
Residuals APrD 0,991 0,335 0,566
Residuals APrA 0,934 2,485 0,124

Segundo esta fungéo, todos os individuos de I. lusitanicum foram correctamente

classificados, assim como 90% dos individuos pertencentes a |. tagensis.
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Iberochondrostoma tagensis (nov. sp.)

Holdtipo. CLL21, CS 61,9 mm, 2023, Ribeira da Lage, Oeiras/Lishboa
(38°41'48.9"N 9°18'53.0"W), bacia do Tejo, centro-oeste de Portugal.
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Figura 5.3- Holétipo de Iberochondrostoma tagensis, da Ribeira da Lage, bacia do Tejo inferior.
Oeiras, Lisboa, Portugal. Referéncia CLL21. CS=61,9 mm.

Paratipos. 19 individuos, CLL8-10, CLL12-13, CLL15-20, CLL22-29,
2023, Ribeira da Lage, Oeiras/Lisboa (38°41'48.9"N 9°18'53.0"W), bacia do Tejo, centro-

oeste de Portugal.

Diagnostico. Iberochondrostoma tagensis nov. sp. € uma espécie do
género lberochondrostoma (Robalo, Almada, et al., 2007) e diferencia-se de |I.

lusitanicum segundo conjunto de caracteristicas/caracteres apresentados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4

Valores médios e amplitude dos caracteres distintivos entre Iberochondrostoma tagensis e
Iberochondrostoma lusitanicum. As setas indicam se o valor encontrado para |. tagensis é

superior ou inferior ao encontrado para I. lusitanicum.

» I. tagensis I. lusitanicum
Variavel : = : =
Amplitude Média Amplitude Média
ELL 40-55 46,8 | 44-52 47,8
ELLAC 10-12 11,21 9-12 10,8
RDr 7-8 7,6 | 7-8 7,7
RAr 6-8 7.4 | 7-8 7,7
CPrOr 1,5-3,4 2,5 2,2-4,0 2,9
CBP 7,9-12,6 10,8 1 7,2-12,5 9,1
Descricdo

RD Il X= 7,6 + 0,5 (7-8), RA Il X= 7,4 + 0,6 (6-8), ELL X= 46,8 * 3,2 (40-55),
ELLAC X= 11,2 + 0,6 (10-12), ELLAb X=5,0 £ 0,5 (4-6).

Apesar de haver alguma sobreposicdo, as contagens das escamas apresentam
valores significativamente diferentes excepto os abaixo da linha lateral (ELLAb). Embora
tenha uma varia¢do mais abrangente, |. tagensis apresenta um nimero médio de escamas
da linha lateral inferior (46,8) a I. lusitanicum (47,8). Em relacdo as escamas acima da
linha lateral e abaixo da mesma, os seus niumeros médios sao superiores (ELLAc= 11,2;
ELLADb= 5,0) aos de I. lusitanicum (ELLAc= 10,8; ELLAb= 4,6). O CS médio de I.
tagensis (61,8 mm) é maior do que o apresentado por I. lusitanicum (59,9mm). Em
relacdo as dimensdes da cabeca e comprimento pré-orbital, I. tagensis apresenta valores

inferiores a I. lusitanicum apesar de manter valores semelhantes para o didmetro do olho.
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Padrdo de pigmentacio

A parte dorsal (acima da linha lateral) destes peixes é cinzento-escura ou
acastanhada; a linha lateral esta claramente demarcada com pontilhado negro e, abaixo
dela, duas filas de escamas com padrdo irregular de pontos dispersos; a parte ventral
apresenta uma coloracdo prateada. Nas barbatanas, os raios apresentam uma coloragéo
mais escura, sdo bem identificiveis; a cabeca apresenta também uma coloracdo mais
escura podendo ser acinzentada ou acastanhada, com padrdes pontilhados nos opérculos,

a volta dos olhos e nos labios.

Etimologia

A zona de ocorréncia desta espécie localiza-se no Tejo inferior e 0 nome tagensis

remete para a zona de ocorréncia, a bacia do Tejo inferior.

Nome comum

Boga do Tejo inferior.

Distribuicdo
Esta nova espécie esta presente na zona mais ocidental da bacia do Tejo e algumas

ribeiras da zona oeste (Lage, Jamor, Barcarena, Samarra, Lizandro e Colares) (Figura
5.4).
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Figura 5.4 — Distribuig&o de Iberochondrostoma tagensis (azul) e Iberochondrostoma lusitanicum
(verde). 1 - Tejo-Alviela; 2 - Tejo-Maior; 3 - Tejo-Ota; 4 - Tejo-Grande da Pipa; 5 - Tejo-Trancéo;
6 - Tejo-Muge; 7 - Tejo-Sorraia; 8 - Tejo-Coina; 9 - Lizandro; 10 - Samarra; 11 - Colares; 12 -
Caparide; 13 - Lage; 14 - Barcarena; 15 - Jamorl17 - Sado-Marateca; 18 - Sado-S&o Martinho; 19
- Sado-Alcagovas; 20 - Sado-Xarrama; 21 - Sado-Odivelas; 22 - Sado-Roxo; 23 - Sado-Grandola;
24 - Sado-Corona; 25 - Sado-Campilhas; 26 - Melides; 27 — Junqueira. (*) sub-bacias onde foram
detectadas introgressdes para o gene mitocondrial cytb.



111

Conservacao

Esta nova espécie foi isolada de uma espécie com uma distribuigdo reduzida e
com perturbagdes frequentes ao seu habitat. S&0 mais comuns as ac¢des de limpeza das
margens gque destroem totalmente a vegetacdo, perturbam o leito do rio e que potenciam
o0s periodos de seca das ribeiras no Verao e cheias violentas no Inverno. Também existem
com frequéncia episddios de poluicdo que, ainda que possam ser pontuais, contribuem
para a degradacdo dos habitats e para a possivel transmissdo de doencas nos peixes. Esta
€ uma espécie muito ameacada pela presenca de espécies exdticas, degradacao da galeria
ripicola, poluicdo das linhas de 4gua e extraccdo de agua para rega de culturas agricolas
(Collares-Pereiraetal., 2021; Robalo et al., 2009). Dada a distribui¢do reduzida, o nimero
relativamente reduzido de individuos, as ameagas aos habitats desta espécie e seguindo
as diretrizes da IUCN (IUCN, 2012) no que respeita a classificacdo das espécies e
populacdes em termos de niveis de ameaca, recomendamos que a esta nova espécie seja
atribuida a mesma classificacdo que foi atribuida a I. lusitanicum, Criticamente em Perigo
(A2ce+3ce+4ce).

Principais Conclusdes

As analises apresentadas neste capitulo vém confirmar os resultados obtidos nas
analises moleculares e indiciados em trabalhos anteriores (Robalo, Doadrio, et al., 2007).
Apesar desta confirmacao, observou-se uma sobreposicao dos valores das variaveis entre

as duas espécies, embora, alguns com diferencas significativas.

Esta nova espécie distingue-se de I. lusitanicum no nimero de escamas da linha
lateral, no nimero de escamas acima da linha lateral e no nimero de raios ramificados da
barbatana dorsal e da barbatana anal. A nivel morfométrico ha também diferencas
significativas nos comprimentos da cabeca, pré-orbital, pré-anal e das barbatanas

pélvicas, bem como na altura da cabeca e na altura pre-anal.

Uma vez que esta nova espécie esta a ser diferenciada de uma espécie com uma
distribuicdo j& reduzida e esta sujeita a0 mesmo tipo de ameacas, sugere-se que a sua
classificacdo IUCN seja, pelo menos, semelhante a atribuida a 1. lusitanicum,
Criticamente em Perigo (A2ce+3ce+4ce). Na recente revisdo do Livro Vermelho dos
Peixes Dulciaquicolas e Migradores de Portugal (Magalh&es et al., 2023) foi atribuida a

categoria de ameaca “Em Perigo”.
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Discussao

Esta tese teve como objectivo principal gerar conhecimento indispensavel a
conservacao de I. lusitanicum, endemismo portugués de limitada distribuicdo geografica.
No cumprimento desse objectivo, a presente discussdo integra os principais contributos
nas varias areas investigadas, apresentando os resultados do trabalho de monitorizacédo e
conservacao que tém vindo a ser realizados sobre uma das espécies de peixes de dgua
doce endémicas de Portugal e esclarecendo as relacdes genéticas entre as suas populacoes,
ja sugeridas em trabalhos anteriores. Os resultados obtidos nos capitulos IV e V
confirmam a existéncia de uma entidade taxondémica distinta nos cursos de agua do Tejo
inferior e Regido Oeste, cujas populacdes tém sido tradicionalmente atribuidas a I.
lusitanicum. A validacdo desta nova espécie (l. tagensis, Capitulo V), recorrendo a dados
morfoldgicos e moleculares € um dos principais contributos desta tese e tem um impacto
consideravel na interpretacdo dos varios resultados, nomeadamente no que respeita a
identidade das populacfes estudadas (consideradas como pertencentes a I. lusitanicum
antes da obtencdo dos resultados que conduziram a necessidade inequivoca de dividir esta
espécie em duas entidades taxonomicas distintas). Resumindo, ap6s a separacdo da
espécie I. lusitanicum em duas entidades distintas, esta espécie passa a ser estar restrita a
Bacia do Sado, enquanto a nova espécie |. tagensis se encontra distribuida numa area que
engloba as sub-bacias do Tejo inferior e bacias da Regido Oeste. Como mencionado
acima, a descricdo de uma nova espécie teve igualmente repercussdes na identidade das
populacdes estudadas (anteriormente consideradas na sua globalidade como |I.
lusitanicum): no Capitulo I, onde se apresentam os resultados das monitorizacbes em
ambiente urbano, as populacdes estudadas pertencem a bacia do Tejo inferior e Regido
Oeste, tratando-se, portanto, de I. tagensis; no Capitulo 1, reportam-se os resultados do
programa de reproducdo ex situ que tem populacdes-alvo de ambas as espécies (l.
lusitanicum do Sado e I. tagensis da Lage e Samarra); e, no Capitulo I11, acompanhou-se
0 desenvolvimento embrionério e larvar de individuos da populacdo da ribeira de
Grandola (bacia do Sado) que estava a ser reproduzida nesse ano no Aquario Vasco da
Gama (AVG), pertencentes a espécie I. lusitanicum. A luz do conhecimento actual,
sabendo que existem duas entidades taxonomicas distintas, seria obviamente interessante
implementar, no futuro, estudos idénticos aos efectuados no &mbito do plano de trabalhos

desta tese, escolhendo populagdes-alvo de ambas as espécies para complementar o0s
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resultados obtidos de forma parcial por falta de conhecimento inequivoco prévio sobre
esta questdo taxonomica. Mais concretamente, Seria interessante implementar
monitoriza¢Oes do estado de conservacdo das populagdes de I. lusitanicum e estudar o
desenvolvimento embrionario de I. tagensis (complementando os resultados obtidos,

respectivamente, nos Capitulos I e I11).

As principais conclusfes dos resultados obtidos nos Capitulos | a IV foram ja
apresentadas nas respectivas secgdes. Neste capitulo final, os principais resultados e
conclusdes foram integrados e discutidos de forma a atingir o principal objectivo da
presente tese: fornecer contributos sobre a ecologia, reproducdo e genética para o
conhecimento aprofundado de uma das espécies mais ameagadas da ictiofauna nativa de
Portugal, a boga-portuguesa I. lusitanicum. Assim, esta discussdo serd estruturada

seguindo a ordem dos capitulos que a precedem.

A monitorizacdo das populagdes de I. tagensis das ribeiras situadas na regido de
Lisboa (Capitulo I) (i.e. em ambiente urbano) permitiu analisar a estrutura das popula¢des
e assim fazer inferéncias sobre o sucesso das épocas de reproducéo e sobre o seu estado
geral de conservacdo. Por exemplo, em anos em que a maior parte dos individuos
amostrados se encontra nas classes de tamanho mais baixas, podemos inferir que a época
de reprodugdo anterior foi bem-sucedida, registando-se um elevado recrutamento da
populacdo. A auséncia ou menor abundancia relativa de individuos adultos, por seu turno,
podera decorrer de um evento extremo que tenha causado a sua morte (e.g. deplecédo de
oxigénio, com mais impacto em peixes de maiores dimensbes (Muller et al., 2023) ou
deslocacdo para outros habitats (e.g. em resultado de arrastamento para jusante por
caudais torrenciais e posterior incapacidade de voltar aos habitats ocupados pelos juvenis
devido a existéncia de barreiras transversais intransponiveis). Alternativamente, o facto
de se encontrarem poucos individuos de maiores dimensdes pode indicar que os locais
escolhidos para a monitorizagdo sdo locais de reflgio de juvenis, podendo haver uma
distribuicéo diferencial por classes de tamanho, sobretudo em periodo de escassez hidrica
poOs-estival. Sabe-se, para outras espécies, que os individuos adultos e juvenis se
encontram em partes diferentes dos rios, com 0s juvenis a procurar zonas mais calmas,
menos profundas e com refugios conferidos, por exemplo, por abundante vegetacdo
aquatica (e.g. Wolter & Sukhodolov, 2008). De modo a confirmar esta hipétese teriam de
ser prospectados outros locais a montante e jusante para se perceber se existe segregacao

espacial por classes dimensionais e, caso exista, se esta estd correlacionada com
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caracteristicas do habitat como a profundidade, a presenca de reflgios ou o teor de

oxigenio dissolvido.

No que diz respeito a densidade média de individuos por unidade de volume (m?),
0s resultados mostram aumentos e decréscimos sem que estes se traduzam num padréo
identificavel, possivelmente porque a série temporal analisada é relativamente curta. Uma
monitorizacdo consistente e de longo prazo, muito para além do dmbito desta tese, sera
essencial para a deteccdo de padrbes temporais e espaciais. Estas séries temporais
duradoras sdo fundamentais para a monitorizacéo das alterac6es sofridas nestes habitats
(antropogénicas e hidrologicas, por exemplo) e, consequentemente, para a avaliacdo dos
impactos nos organismos que neles habitam. Estudos como estes complementam, a uma
escala mais local, os dados recolhidos pela Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA) no
ambito das suas competéncias relacionadas com as obrigacdes europeias a que Portugal
se encontra vinculado, nomeadamente a implementacdo nacional da Directiva Quadro da
Agua (Feio & Ferreira, 2019).

Em relagdo a avaliagdo do estado das galerias ripicolas, em alguns locais
amostrados foi detectada uma diminui¢do da sua complexidade ao longo dos anos, apesar
de apresentarem taxas de ensombramento elevadas. A qualidade da galeria ripicola tem
uma importancia fulcral na ecologia ribeirinha, pois, além de fornecer ensombramento e
reduzir a temperatura e evaporacdo da agua, permite a retencdo de sedimentos e a reducgéo
da erosdo dos solos, fornecendo um aporte de nutrientes e de fauna associada
(invertebrados) tanto maior quanto mais diversificada for a vegetacdo, actuando esta
como filtro para contaminantes no solo (Maceda-Veiga, 2013). Além disto, a vegetacao
ribeirinha, quer arbustiva quer lenhosa, pode fornecer retorno econdémico de varios tipos
e actua como proteccdo contra cheias (Feio & Ferreira, 2019). Deste modo, pode
perceber-se que a qualidade da galeria ripicola nos locais amostrados neste trabalho nao
é a melhor e todas as funcBes descritas acima estdo comprometidas, sendo importante
tomar medidas para a sua reabilitacdo. Para ilustrar esta afirmacdo pode considerar-se o
exemplo do Rio Jamor, onde foi possivel constatar in loco a destruicdo de toda a
vegetacao das margens numa ac¢do de “limpeza” por parte da autarquia. Como resultado
previsivel desta accdo, no Inverno, o nivel e velocidade da &gua aumentaram
consideravelmente, devido aos efeitos negativos combinados decorrentes da linearizacdo
do canal, do aplanamento dos bancos de areia e destruicdo dos ndcleos de plantas

aquaticas enraizadas (que actuavam como amortecedores e deflectores da corrente), e da
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auséncia de vegetacdo nas margens (cujas raizes minimizavam a erosdo e risco de
derrocada das margens). As consequéncias estenderam-se ao Verdo seguinte, em que
grande parte do trogo secou por ndo existirem pegos (em resultado do aplanamento dos
sedimentos do leito e da derrocada das margens, contribuindo com sedimentos para a
diminuicdo da profundidade do canal), nem vegetacdo que conferisse ensombramento ao

canal, o que potenciou a evaporacao.

Outra das ameacas conhecidas nos cursos de agua ibéricos diz respeito as espécies
exoticas e invasoras (Decreto-Lei n.° 92/2019, 2019). No que respeita as espécies de
peixes exaticas e invasoras, estas s6 foram capturadas num dos pontos no rio Lizandro e
em numeros relativamente baixos. Pelo contrario, o crustaceo exotico e invasor lagostim-
vermelho-do-Louisiana (Procambarus clarkii) foi capturado em vérios locais de
amostragem, embora as capturas tenham globalmente apresentado uma tendéncia
decrescente. Estas amostragens sao realizadas em pontos isolados no tempo e espaco e a
auséncia de espécies exdticas num determinado evento de monitorizacdo, ndo significa
que as mesmas ndo estejam presentes noutros locais a montante ou jusante. A presenca
de espécies exdticas invasoras € de especial preocupagdo, uma vez que 0 seu impacto nas
espécies locais pode ser bastante prejudicial se se permitir o seu estabelecimento no
habitat. No caso das espécies encontradas, apesar de ndo serem predadores directos dos
individuos adultos, podem causar perturbacdes as espécies nativas por competicao trofica,
desestabilizacdo dos habitats, predacdo de ovos e larvas, interac¢cdes comportamentais ou
transferéncia de doencas e/ou agentes patogénicos (llhéu et al., 2007; Maceda-Veiga,
2013; Scott & Crossman, 1973). Embora os nimeros encontrados ndo sejam muito
elevados é importante continuar a monitorizar a sua presenca e as entidades competentes

devem desenvolver e implementar procedimentos para o seu controlo ou erradicacéo.

Uma das questdes que seria importante considerar para estudos futuros seria a
prospeccao mais exaustiva destes cursos de agua. Por questdes logisticas e de eficiéncia,
0 estudo foi conduzido em pontos previamente conhecidos (ndo aleatorios). Seria
importante conhecer o estado das populagdes e a sua estrutura populacional em mais
trocos destas ribeiras. Sendo que o capitulo pretendia incidir sobre a ictiofauna das
ribeiras urbanas, os dados ambientais foram registados como informagéo acessoria. No
futuro serd importante incluir nas monitorizagdes a recolha destes dados como um dos
objectivos e estabelecer zonas pré-definidas para a monitorizacdo, com uma area fixa e

onde se registem as espécies de peixe presentes e também todos os factores abioticos de
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interesse. SO desta forma podemos ter uma série temporal comparavel e onde se poderao
manifestar padrdes. Isto ndo invalida que, a0 mesmo tempo, se faga uma monitorizacao
focada nas espécies, onde se prospectem os locais em busca das espécies-alvo, mesmo

gue ndo se encontrem na area pré-definida.

Patente que estd a importancia deste tipo de trabalhos, importa também comentar
algumas das dificuldades como a falta de dados consistentes disponiveis para as variaveis
ambientais, dados que sdo da responsabilidade das agéncias ambientais estatais- SNIRH,
APA, IPMA, etc. Importa referir que estas monitorizagdes devem ser acompanhadas de
registos dos parametros fisico-quimicos o mais objectivos possiveis (e.g. recorrendo
preferencialmente a sondas multiparamétricas e ndo a métodos colorimétricos), se
possivel sempre nas mesmas condigdes para assegurar a reprodutibilidade e comparagéo
dos dados ao longo da série temporal (e.g. @ mesma hora, exactamente no mesmo local
dentro do ponto de amostragem). Sendo estes locais densamente urbanizados, seria de
esperar que os valores de alguns dos parametros ilustrassem alguma presséo (Feio &
Ferreira, 2019), mas os dados das analises fisico-quimicas ndo revelaram valores acima
do normal para a maioria dos pardmetros, excepto para a amonia em dois pontos da
Ribeira da Lage, para os fosfatos na Ribeira de Barcarena, Rio Jamor e Rio Lizandro, e
para 0s nitritos num ponto da Ribeira da Lage e um ponto no Rio Lizandro. No entanto,
estas anélises foram realizadas em pontos isolados no tempo e apenas uma vez por ano,
0 gque ndo permite uma extrapolacdo a escala da bacia nem a escala temporal de um ano

hidrolégico.

O Capitulo Il incidiu sobre os principais resultados da reproducédo ex situ de I.
lusitanicum e |. tagensis, complementando com dados mais recentes o trabalho ja
publicado por (Sousa-Santos, Gil et al., 2014) sobre esta ferramenta de conservacdo. De
uma forma geral, estas espécies parecem responder bem ao ambiente artificial do
cativeiro, produzindo elevados nimeros de descendentes sob a abordagem de aquacultura
semi-naturalista adoptada. Apesar disso, parece observar-se uma tendéncia de
estabilizagdo dos nimeros de individuos nascidos em cativeiro por volta da terceira
geracdo consecutiva, o que pode estar relacionado com a elevada densidade do tanque e
da consequente maior predacdo de ovos por parte dos adultos e de eventual maior

competicdo por espaco e alimento.

Os numeros de individuos nascidos em cativeiro sdo bastante dispares (entre

geragdes de uma mesma populagéo e entre stocks da mesma espécie) pois a metodologia
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escolhida para este programa pretendeu ser 0 mais naturalista possivel, sem intervencgéo
humana. N&o é uma aquacultura convencional cujo objectivo € a producdo do maior
namero possivel de individuos recorrendo a varios tipos de manipulacdo, quer ambiental,
quer dos individuos. Neste tipo de abordagem, os individuos reproduzem-se
espontaneamente e a evolucao das geracoes tem a influéncia da seleccdo natural, embora
em ambiente de cativeiro. Algumas geracdes sdo mais produtivas, mas factores como a
densidade de individuos no tanque podem ter funcdo reguladora, diminuindo a producéao

da geracdo seguinte.

No caso da populacao de I. lusitanicum do Sado que tem vindo a ser reproduzida
em cativeiro no ambito deste Projecto, percebe-se que nem todos o0s stocks se comportam
da mesma maneira, isto €, nem sempre a primeira geracdo (F1) é a que apresenta maior
recrutamento. Esta diferenca apresentada pelos diferentes stocks no que diz respeito
numero de individuos nascidos em cada geracdo pode estar relacionada com a existéncia
de proporcdes diferentes de machos e fémeas no grupo inicial de reprodutores selvagens.
Este factor nem sempre € possivel de controlar pois, as capturas de novos reprodutores
sdo efectuadas preferencialmente antes das épocas de reproducdo e, nessa altura, 0s
individuos ainda ndo apresentam os caracteres secundarios que distinguem fémeas e
machos (visiveis somente durante esse periodo). Além disso, por se tratar de uma espécie
localmente pouco abundante, nem sempre é possivel encontrar com facilidade os 30
individuos adultos selvagens cuja captura é autorizada pelo ICNF, pelo que quando esse
nimero maximo estipulado é alcancado o stock é considerado completo,
independentemente de ter ou ndo uma sex ratio equilibrada. Um exemplo disso foi o stock
2009-2013 do Sado, em que s6 foi possivel capturar um nimero reduzido de reprodutores
(N=10) e, nesse caso, ja apresentavam caracteres, sendo possivel identificar trés fémeas
e sete machos. Apds a primeira geracdo, o numero de juvenis produzido nas geracGes
subsequentes (F2 e F3) pode estabilizar, pois, com o aumento do nimero total de
individuos no tanque em resultado da primeira geracdo, a propor¢do entre machos e
fémeas tendera a equilibrar-se com os descendentes a atingirem a idade adulta. Além
disso, com 0 aumento do numero de individuos adultos no tanque de reproducéo, aumenta
também a probabilidade de predacdo da fase larvar por parte dos adultos, sendo esta mais
comum em espécies que se alimentam, pelo menos em parte, de invertebrados e outros
peixes (Pereira et al., 2017). Uma vez que a boga-portuguesa tem um regime alimentar

omnivoro, ndo se pode descartar a possibilidade de predagéo das larvas. Este factor ndo é



119

totalmente negativo, uma vez que expde os individuos numa fase precoce da vida a acgdes
predatorias, mimetizando mais um comportamento natural e preparando os individuos
para as condi¢Oes a que estardo sujeitos depois de libertados nos rios de origem da
populacdo. Por outro lado, a predacdo de ovos é relativamente comum em espécies
semelhantes (Katano, 1992; Pereira et al., 2017), o que também pode justificar o padrédo
observado. Apesar do eventual efeito directo no recrutamento, a predagdo de ovos fara
parte do repertério comportamental da espécie que se pretende que permaneca inalterado
para um maior sucesso individual apés libertacdo na natureza, pelo que é desejavel que
se continue a optar por ndo retirar as posturas do tanque dos adultos, permitindo que a

selecdo natural actue como aconteceria no meio natural.

Umas das desvantagens comportamentais que podem surgir em peixes criados em
cativeiro podera ser a incapacidade de resistir a fluxos turbulentos e aumentos do caudal
do rio nos periodos de chuvas. Em cativeiro ndo é facil simular estes contextos, pelo que
a seleccdo de individuos sem este comportamento no seu repertorio pode ser um dos
problemas associados a reproducdo ex situ com vista a conservacao desta espécie. Mameri
et al. (2020) avaliaram a capacidade de resposta de varias espécies de leuciscideos,
incluindo 1. lusitanicum, a diferentes velocidades de corrente. Neste estudo utilizaram
individuos adultos nascidos em cativeiro e 0s resultados mostraram que ndo conseguem
suplantar as maiores velocidades que estdo registadas para os habitats onde os
progenitores foram capturados. De modo a identificar se este factor resulta do ambiente
em cativeiro ou se € uma caracteristica da espécie, seria interessante reproduzir este
estudo com individuos adultos selvagens. No entanto, umas das formas que os individuos,
especialmente os juvenis, tém de resistir a estes fluxos turbulentos sdo os refugios
promovidos pela existéncia de plantas aquaticas e detritos lenhosos, o que esta assegurado
neste Projecto com a colocacdo de plantas e estruturas nos tanques de reproducao, apesar
de ndo se simularem alteracdes do fluxo. No desenho experimental de um projecto

equivalente, no futuro, talvez possa ser uma alteracéo a implementar.

Outra desvantagem comportamental decorrente da reproducdo e crescimento ex
situ prende-se com o sucesso na identificacdo de alimento vivo no meio natural. No AVG,
as larvas e juvenis alimentam-se de fito e zooplancton que ocorrem naturalmente nos
tanques, mas os adultos séo alimentados com mexilh&o, camardo e ervilhas picados e,
ocasionalmente, comida comercial em flocos, artémia viva e larva de mosquito vermelho.

Apesar de terem acesso a alimento vivo, um possivel melhoramento dos procedimentos
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adoptados no ambito deste Projecto seria fornecer somente o alimento vivo e, para tal,
produzir em aquério espécies de invertebrados existentes nos rios/ribeiras onde se

capturam os reprodutores selvagens.

Em relacdo as desvantagens genéticas associadas a reproducdo em cativeiro, 0
Projecto de conservacdo ex situ em estudo tem implementadas algumas medidas de
salvaguarda. Uma delas é a suplementagdo do stock inicial de individuos selvagens com
um namero idéntico de individuos criados em cativeiro (Woodworth et al., 2002), o que
oferece a vantagem de duplicar o ndmero inicial de reprodutores, potenciando a
diversidade genética e um maior equilibrio das sex ratios. No entanto, a adop¢éo desta
medida sé € possivel para popula¢bes-alvo que completaram, pelo menos, um ciclo de
trés geragdes consecutivas em cativeiro e para as quais € necessario refundar novos stocks
apos a libertacdo de todos os individuos nascidos nesse primeiro ciclo, para repovoamento
da populacédo selvagem da qual descendem. Uma segunda medida de salvaguarda consiste
na marcacgdo individual de todos os peixes criados ex situ e que permite garantir que,
aquando das capturas de novos reprodutores selvagens, nao sdo escolhidos individuos que
nasceram em cativeiro e que ja tenham sido libertados no rio. Para isso, a cada evento de
libertacdo, progenitores e descendéncia sdo marcados com o corte do apice da barbatana
dorsal que, ao regenerar, deixa uma pequena cicatriz identificavel em capturas
posteriores. O pequeno pedaco de tecido retirado da barbatana é guardado para estudos
moleculares futuros, nomeadamente, com vista a quantificar a perda de diversidade
genética relativamente aos valores de diversidade obtidos para a populacéo selvagem, por
efeitos de deriva e consanguinidade. Esta ja em preparacdo para publicacdo um estudo
gendmico desta natureza, incidindo sobre a descendéncia obtida em cativeiro de uma
outra espécie de leuciscideo endémico de Portugal, Achondrostoma occidentale, que
indica existir uma perda de diversidade genética bastante reduzida apds trés geragdes
consecutivas obtidas a partir do mesmo stock inicial de reprodutores selvagens (C. Sousa-
Santos, dados ndo publicados). Este resultado confirma a utilidade das medidas de

salvaguarda implementadas e refor¢a a necessidade da sua manutencao.

Relativamente ao comportamento reprodutor de I. lusitanicum/I. tagensis, embora
este tenha sido descrito por Carvalho et al. (2003), continuam a faltar estudos
comportamentais comparativos e em ambiente natural para aferir se 0 ambiente artificial,

embora 0 mais naturalista possivel, altera 0 comportamento desta espécie.
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Considera-se ainda importante ressalvar que o Projecto de conservacdo ex situ
resultou de um protocolo entre a academia, um Aquério pertencente ao Estado e uma
ONG ambiental e permitiu aumentar a visibilidade do problema da perda de
biodiversidade associada a degradacdo dos ecossistemas fluviais, tendo igualmente
estabelecido uma importante rede de contactos que permite alertar para situacoes
andmalas (como mortalidade inesperada de peixes ou descargas poluentes) e
implementacdo rapida de medidas para as solucionar. Entre 2011 e 2022, este Projecto
foi responsavel pelo repovoamento de onze populacfes de sete espécies ameacadas, com
a libertacdo de 22.246 individuos nascidos em cativeiro a partir de stocks de peixes
selvagens previamente capturados nas populagdes em risco (C. Sousa-Santos, dados néo
publicados).

No que respeita aos desenvolvimentos embrionario e larvar de I. lusitanicum
(Capitulo 111) estes demoraram em meédia, respectivamente, 9 dias e 92 dias. Em relacdo
ao desenvolvimento larvar, a sua duracdo foi mais longo do que aquela descrita por
Carvalho (2001). A principal razdo para esta diferenga prende-se com a escolha do
momento em que se considera completo o desenvolvimento larvar e o inicio da fase
juvenil. No presente estudo considerou-se mais adequado estabelecer como final do
desenvolvimento embriondrio o momento em que os individuos perdem todas as
caracteristicas de larva e apresentam os caracteres idénticos aos dos adultos, mas com um
comprimento mais reduzido. Assim, quando toda a prega média desapareceu, todas as
barbatanas estdo formadas e as escamas apresentam o padrdo losangular dos adultos, é o

momento do final do desenvolvimento larvar.

Um dos principais resultados do presente trabalho revela que o desenvolvimento
larvar € mais bem ilustrado quando se utiliza o comprimento dos individuos, uma vez que
parece existir uma grande variabilidade entre individuos mesmo dentro de cada postura,
sujeitos as mesmas condi¢cdes de ambiente, alimentacéo, etc. Esta variabilidade aparenta
ser comum em peixes (Fuiman et al., 2005), mas existem factores, como competéncia na
procura de alimento, tamanho das larvas e sua densidade no tanque (Hitzfelder et al.,
2006; Lee et al., 2010; Pepin et al., 2014; Voesenek et al., 2018), que aumentam a

probabilidade de existir variacdo entre individuos.

Ao contrario do normalmente considerado para 0s peixes, e embora a temperatura
seja de extrema importancia na reproducéo e desenvolvimento das espécies (Fraser et al.,

2019; Wang et al., 2010), esta ndo parece ter tido influéncia directa na grande
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variabilidade encontrada no desenvolvimento e crescimento larvar, uma vez que na
mesma postura se encontraram individuos em estados de desenvolvimento diferentes,
apesar de sujeitos as mesmas condi¢fes ambientais. As temperaturas nao tiveram uma
grande variacdo durante a fase embrionéria, fase mais sensivel a este factor ambiental,
pois 0 embrido ndo tem ainda capacidade de compensar as diferencas de temperatura, 0
que acontece sO pouco apods a eclosdo (Wood & McDonald, 1997). A maior variagao
ocorreu durante a fase larvar, mas dentro dos limites dados para outras espécies de peixes
(Wood & McDonald, 1997). Para I. lusitanicum ndo existe informacdo sobre a
temperatura Optima a que ocorre a reproducdo, nem sobre as temperaturas limite que
tolera. Sendo uma espécie com categoria de ameaca elevada, ndo é eticamente
aconselhavel realizar estudos desse género, por isso, esta informacéo tem de ser inferida
com base em estudos com outras espécies. Embora ndo se tenha conseguido relacionar a
influéncia da temperatura com o desenvolvimento dos diferentes caracteres, este factor
abiotico tera uma importancia cada vez maior, especialmente nos cenarios de alteragdes
climéticas existentes neste momento (Brian et al., 2011). Esta espécie habita locais onde
as temperaturas tém uma variacdo consideravel durante o ano, logo, sera expectavel que
estejam mais bem preparadas para eventos de subidas de temperatura. No entanto, estas
alteracdes sdo sazonais e ndo se conhecem os efeitos de uma exposi¢do mais prolongada

a temperaturas elevadas nesta espécie.

O comprimento dos individuos e o ritmo a que crescem estdo dependentes de
varios factores internos e externos a cada individuo. Estes factores podem ser o estado
dos progenitores e a qualidade da postura (Fuiman et al., 2005), o tamanho do ovo e do
saco vitelino (Osse & van den Boogaart 1995), capacidade de reconhecer e capturar
alimento (Pepin et al., 2014), densidade de larvas no tanque, disponibilidade de alimento
(Mills, 1982). O desenvolvimentos das diferentes estruturas nas larvas de I. lusitanicum
segue a mesma ordem observada para outras espécies e todas apresentam a prega média
(Osse & Van Den Boogaart, 1995; Van Den Boogaart et al., 2012), com a zona da cabeca
e da cauda a desenvolverem-se em primeiro lugar. Osse & van den Boogart (1995)
propem que a ordem de aparecimento das estruturas e 6rgdos sera um reflexo das
necessidades e prioridades das larvas em termos de alimentacéo, respira¢éo e locomocao
(para fuga e captura de alimento). Embora ndo existam ainda dados sobre a mobilidade
das larvas destas espécies nestas fases iniciais do desenvolvimento, como ja foi referido

acima, Mameri et al. (2020) estudaram o desempenho natatoério de individuos adultos de
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trés espécies de leuciscideos, incluindo I. lusitanicum. Nesse estudo concluiram que o
tamanho dos individuos tem influéncia na velocidade critica de natag&o, o que sugere que
individuos maiores estdo em vantagem, quer na procura de alimento, quer na capacidade
de resistirem a eventos de aumento de caudal dos rios, ou mesmo, na fuga a predadores.
Seria interessante reproduzir esse estudo utilizando as larvas dessas espécies e comparar

com os resultados dos adultos.

Este acompanhamento do desenvolvimento embrionario e larvar de I. lusitanicum
permitiu perceber que, no seu conjunto, sdo fases relativamente longas em que 0s
individuos estdo mais susceptiveis a factores externos ao seu desenvolvimento. Alguns
destes factores sdo impossiveis de controlar, como os periodos de aumento de caudal
devido a chuvas ou descargas de infraestruturas hidricas, onde existam, mas outros podem
ser mitigados. Uma das recomendacdes que se podem fazer prende-se com a manutencgédo
e/ou plantacdo de espécies vegetais no leito e margens dos rios, o que vai fornecer zonas
de abrigo para individuos juvenis e também ajudar a reduzir a velocidade da corrente
durante periodos de fluxo torrencial. Outra recomendacao importante para a conservagao
destas espécies tem a ver com a cria¢ao de uma espécie de “periodo de defeso” durante a
época de reproducdo e crescimento larvar, durante o qual séo proibidas ac¢6es de limpeza
ou quaisquer intervencgdes lesivas dos habitats fluviais por parte das autarquias ou outras
entidades.

As conclusdes relativas ao desenvolvimento embrionério e larvar de I. lusitanicum
sdo também relevantes para a identificacdo de ovos/larvas no campo e nos projectos de
conservacao ex situ. Embora de forma precaucionaria, esta marcada relacdo entre a
dimensdo dos individuos e o surgimento de caracteristicas, por oposi¢do ao uso do
namero de dias depois da postura como um indicador, pode mesmo ser validada para

outras espécies sujeitas a acdes de conservacdo que impliquem reproducdo em cativeiro.

Para trabalhos futuros sugere-se uma observacdo mais frequente da fase
embrionaria, talvez com duas observaces diarias, para que se consiga documentar com
mais pormenor as alteracdes que se verificam durante este periodo, sendo que algumas
delas pareceram ocorrer com uma diferenga de horas e ndo dias. Também seria
aconselhavel aumentar o nimero de individuos por observacéo para que se pudesse ter
uma melhor nogédo da variabilidade intraespecifica e se pudessem ter valores medios de
comprimentos, o que pode ser mais Gtil na identificagdo de cada fase. Seria igualmente

util uma descrigdo mais detalhada do padrdo de pigmentacdo, especialmente em termos
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comparativos, para que se consigam identificar, no campo, individuos de espécies
diferentes em fases iniciais do desenvolvimento. Um outro factor a considerar em estudos
futuros é a susceptibilidade dos individuos & manipulacdo e a aplicacdo de anestésico,
uma vez que a partir dos 16 mm de comprimento, as larvas apresentaram uma resisténcia
ao anestésico que tornou dificil a sua eficaz aplicacdo. Este factor pode aumentar a
mortalidade nestes estudos, o que é de particular preocupagdo por se tratar de espécies

com estatuto de conservacao desfavoravel.

No que respeita a abordagem molecular seguida no Capitulo 1V, os resultados
confirmaram os resultados preliminares obtidos em trabalhos anteriores (Robalo, Doadrio
etal., 2007; Robalo et al., 2008), validando a singularidade da populagéo de I. lusitanicum
do Sado e justificando o seu reconhecimento como uma unidade evolutiva independente.
Estas conclusdes reforcam os resultados anteriormente obtidos por Robalo et al. (2008),
a existéncia de uma clara distingdo entre as populac¢des do “Tejo e Oeste” (i.¢. |. tagensis)
e do “Sado” (i.e. I. lusitanicum) para os dois marcadores moleculares analisados. Apesar
de terem sido detectados dois grupos de haplotipos representativos das duas entidades
taxonémicas, para ambos os genes analisados, algumas situacdes excepcionais merecem
mencdo e discussdo. Uma delas é a deteccdo de dois hapldtipos de I. lusitanicum na
populacdo Tejo-Sorraia (onde se esperava apenas a ocorréncia de hapl6tipos de I.
tagensis). Uma possivel explicacdo para a ocorréncia de hapl6tipos mitocondriais das
duas espécies no Rio Sorraia é a proximidade geografica entre este e algumas sub-bacias
da margem direita do Rio Sado (Marateca e Sdo Martinho), que podera ter permitido
contactos entre as zonas de cabeceira de linhas de agua contiguas e a consequente
passagem de peixes do Sado para o Tejo, ndo se podendo, no entanto, excluir a hipotese

alternativa de introducéo de peixes por mao humana.

A segunda situacdo excepcional prende-se com a deteccdo de um haplétipo do
gene nuclear bact partilhado por todas as populagdes do Sado (1. lusitanicum) e por alguns
individuos provenientes da Regido Oeste (populacdes da Samarra, Colares e Lizandro),
onde se esperava encontrar apenas haplétipos de I. tagensis. Uma vez que o gene bact
evolui muito mais lentamente do que o gene mitocondrial analisado, esta partilha do
mesmo hapldtipo por peixes pertencentes as duas espécies poderd resultar da retengéo de
um polimorfismo ancestral, ou seja, da preservacao de um sinal genético de um ancestral
comum anterior a separacdo das duas espécies (que tera sido recente, a julgar pela

reduzida percentagem de divergéncia obtida para o gene cytb).
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Considerando todas as populacfes analisadas para o gene mitocondrial cytb, €
importante destacar que as populagdes com indices de diversidade mais elevados sdo as
do Tejo-Maior, Sado-Campilhas e Sado-Marateca. Pelo contrério, as populacdes
representativas da Regido Oeste (Lage, Barcarena, Colares, Jamor, Lizandro e Samarra)

apresentam os valores mais reduzidos para todos os indices de diversidade genética.

Recentemente foi realizada a revisdo taxonémica no dmbito do Livro Vermelho
dos Peixes Dulciaquicolas e Migradores de Portugal Continental utilizando dados
gendmicos (Robalo et al., in press) e os resultados obtidos sdo Uteis na interpretacdo dos
dados fornecidos pela abordagem molecular mais tradicional utilizada nesta tese, ja
mencionada acima. Os dados genémicos permitem aumentar muito consideravelmente o
nivel de informacdo, uma vez que estas técnicas analisam centenas ou milhares de
polimorfismos ao longo de todo o genoma (Li & Durbin, 2011; Sousa & Hey, 2013), por
oposicdo a analise de apenas alguns genes mitocondriais e/ou nucleares dos estudos
convencionais realizados antes do aparecimento das técnicas de Next Generation
Sequencing. Os dados gendmicos representam ainda um procedimento mais informativo
no caso de estudos populacionais (Rosenberg & Nordborg, 2002), como o presente. Esta
abordagem tem ainda outra vantagem que se prende com o numero de individuos
necessarios para proceder a andlises populacionais. ldealmente s&o necessarios cerca de
5 individuos por populagdo, mas é possivel obter resultados fiaveis com apenas um ou
dois individuos (Li & Durbin, 2011; Pluzhnikov & Donnelly, 1996). Em espécies com
este nivel de ameaca e, em alguns casos, com populacbes de reduzidas dimensoes, €
vantajoso utilizar técnicas que ndo dependam de uma amostragem extensa. No estudo
gendmico efectuado por (Robalo et al., in press), além da separacdo entre as duas
entidades taxondémicas acima descritas, foi detectada uma introgressdo de genes de |I.
tagensis no genoma de individuos de I. lusitanicum provenientes da sub-bacia da
Marateca (bacia do Sado), situacdo similar a acima descrita para os haplétipos
mitocondriais partilhados entre individuos do Sado e do Tejo-Sorraia e que corrobora a
eventual existéncia, no passado, de um contacto entre as duas bacias ou, alternativamente,

de uma introducdo de peixes mediada por mdo humana.

Finalmente, importa referir que as analises deste capitulo contribuem para uma
melhor definicdo das unidades com significado evolutivo a estabelecer, bem como as
unidades operacionais de conservacdo. Segundo Waples (1991), ESUs (Evolutionary

Significant Units) podem ser definidas como populagdes isoladas reprodutivamente de



126

outras populac6es conspecificas e representativas da historia evolutiva da espécie. Assim,
tendo em conta que estas populacGes apresentam diferencas genéticas significativas e a
sua perda implicaria a perda de uma parte importante do patrimonio genético do género
Iberochondrostoma, resultantes de um processo evolutivo Unico e irrepetivel, considera-
se que 0 mais adequado sera a definicdo de trés ESUs: Sado, Tejo e Oeste. De realcar que
as populacBes do Tejo e Oeste pertencerdo agora uma espécie diferente, I. tagensis, mas
os indices de diversidade das populacfes da Regido Oeste e o seu isolamento
relativamente as populacbes do Tejo inferior, com as quais ndo é possivel estabelecer
fluxo genético ha varios milhares de anos, justificam a necessidade de ser considerada
uma ESU independente. Estes resultados vém actualizar os apresentados por Robalo,
Doadrio et al. (2007), que sugeriram o estabelecimento do mesmo ndmero de unidades
evolutivas, mas com uma amostragem inferior (i.e., incluindo menos populacdes).
Doadrio et al. (1996) definiram o conceito de OCUs (operational conservation units)
como areas limitadas por barreiras fisicas onde habitam popula¢fes que partilham
caracteristicas genéticas Unicas. Aplicando este conceito as espécies constantes do
presente trabalho, cada populacdo devera ser considerada uma unidade de conservacao
independente, sendo que permanece isolada das restantes populacfes existentes nas
bacias contiguas, sem existir fluxo genético. Sdo assim propostas trés OCUs: Sado, Tejo
e Oeste, a semelhanga das ESUs propostas. Estas unidades de conservacdo devem ser
preservadas e devem ser-lhes aplicadas medidas de protec¢do adequadas a cada unidade,
bem como, deve ser feito o seu acompanhamento em acc¢des de monitorizacao frequentes

consistentes no tempo.

O Capitulo V desta tese inclui os dados relevantes para a descricdo formal de 1.
tagensis, previamente integrada em 1. lusitanicum. Sendo que esta nova espécie
representa uma populacdo de uma espécie pré-existente importa considerar a origem do
hol6tipo de I. lusitanicum, depositado no Museu Bocage (M. B. ¢.1.1-C.1.12) (Collares-
Pereira, 1980). Sendo este oriundo da bacia do Sado, a nova entidade taxonomica sera
atribuida as populages do Tejo e Regido Oeste. Consequentemente, a nova especie,
designada 1. tagensis, tem a sua area de distribuicdo restringida as ribeiras do Oeste e
bacia do Tejo inferior e pode ser distinguida de I. lusitanicum, restrita a bacia do Sado (e
as pequenas ribeiras costeiras de Melides e Junqueira), pela combinacdo das seguintes

caracteristicas: numero de escamas da linha lateral, nimero de escamas acima da linha
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lateral, nimero de raios ramificados da barbatana dorsal, nimero de raios ramificados da

barbatana anal, comprimento pré-orbital e comprimento das barbatanas pélvicas.

Esta espécie esta sujeita a0 mesmo tipo de ameacas que I. lusitanicum: presenca
de espécies exoticas, degradacdo da galeria ripicola, poluicdo das linhas de agua e
extraccdo de agua para rega de culturas agricolas (Collares- Pereira et al., 2021; Robalo
et al., 2009). Como consequéncia, considera-se importante rever a categoria de ameaca
atribuida a 1. lusitanicum - Em Perigo - no Livro Vermelho dos Peixes Dulciaquicolas e
Diadromos de Portugal Continental (Magalhaes et al., 2023), dada a significativa reducao
da area de distribuicdo decorrente da descricdo de uma nova espécie para a anterior zona
superior da mesma, e sugere-se a atribuicdo da categoria de ameaca, segundo 0s critérios
IUCN, CR-Criticamente em Perigo (A2ce+3ce+4ce) para l. tagensis.

Esta tese representa um contributo para o estudo das espécies dulciaquicolas
endémicas de Portugal Continental. Muito estd ainda por fazer, nomeadamente na
recuperacdo e gestdo dos cursos de agua e monitorizacdo continua das populacGes de
peixes que os habitam. O Livro Vermelho dos Peixes Dulciaquicolas e Diddromos de
Portugal Continental (Magalhdes et al., 2023) esta a ser publicado praticamente em
simultaneo com este trabalho e, de acordo com 0 mesmo, 60% das espécies nativas estdo
classificadas numa das trés categorias de ameaca da IUCN (RE — Regionalmente Extinto,
CR — Criticamente em Perigo ou EN — Em Perigo).

Apesar de se terem feito ja bastantes progressos na relacdo entre a academia e a
sociedade, nomeadamente na relacdo entre investigadores e autarquias, ainda é muito
dificil a implementacdo de medidas de prote¢do da biodiversidade. Isto deve-se, muitas
vezes, a impopularidade das ac¢des necessarias a longo prazo, que podem, por exemplo,
limitar alguns tipos de actividades econémicas. E necessario que, com a informacao
produzida pela academia, se assuma uma posicao clara na protecdo da biodiversidade com
a adopcao de medidas de conservacdo que sejam adequadas as espécies que delas
necessitam, mas que tenham em conta as populacdes humanas que com elas coabitam,
pois SO com 0 Seu apoio se consegue mudar o status quo e manter a protecdo a longo

prazo.
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