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Resumo

A sardinha (Sardina pilchardus) e o carapau (Trachurus trachurus) sdo duas espécies com uma enorme
importancia ao nivel das cadeias troficas marinhas e com um elevado valor comercial, apresentando
uma peculiar importancia na Peninsula Ibérica, onde fazem parte da alimentagdo tradicional portuguesa.
As populacdes de sardinha e carapau apresentam flutuagdes nos seus mananciais, ndo sendo a origem
destas totalmente conhecida. Uma das causas conhecidas para a mortalidade na fase inicial de vida (ovo)
é o parasitismo por Ichthyodinium chabelardi, um endoparasita de ovos de peixes pelagicos, como a
sardinha e o carapau, que acaba, em todos 0s casos conhecidos, por levar o seu hospedeiro a morte.

Este trabalho teve dois objetivos principais: (i) estudar a prevaléncia da infecdo por Ichthyodinium
chabelardi em ovos de sardinha e carapau; (ii) analisar a distribuicao espacial dos ovos infetados na area
de estudo (costa sul e oeste das aguas Ibéricas atlanticas), tendo em conta determinados fatores
ambientais. Desta forma, procedeu-se a analise de amostras de ictioplancton, de 10 campanhas (em 7
destas foram analisados ovos de sardinha e em 5 de carapau), classificando os ovos por estadios de
desenvolvimento e niveis de infecdo. Um objetivo complementar considerou a andlise do possivel
mecanismo de infe¢do dos ovos pelo parasita. Para este fim, foi explorada a hipdtese de infecéo na fase
adulta (antes da emissdo dos odcitos) e desenvolvidos protocolos de analise molecular para a detecdo
do parasita em gonadas de sardinha.

Os resultados mostraram que a percentagem de ovos infetados pelo parasita (prevaléncia) nos anos
analisados variou entre 0,80% e 4,32% nos ovos de sardinha e entre 0,82% e 10,97% nos ovos de carapau
e que a percentagem de estacbes com ovos parasitados (PEOP) variou entre 2,53% e 15,32% no caso
dos ovos de sardinha e entre 2,00% e 12,59% no caso dos ovos de carapau. Foi possivel identificar a
profundidade como um possivel fator ambiental responsavel para estas flutuacGes, bem como a
localizag&o geografica (costa ocidental vs costa sul) e a temperatura (esta Ultima apenas para a sardinha)
através de analises GLM efetuadas, em que se tomaram determinados fatores ambientais como variaveis
independentes e o nimero de ovos parasitados como varidvel dependente.

Quando se comparou a mortalidade total dos ovos de sardinha com a prevaléncia de infecdo nos mesmos
anos, foi possivel verificar que os anos com maior percentagem de mortalidade total foram também os
anos com maior prevaléncia de infecdo pelo parasita.

Os resultados relativos a analise molecular, que indiciaram a presenca de fragmentos de ADN de
Ichthyodinium chabelardi nas gbnadas de sardinha, parecem indicar que parte do ciclo de vida do
parasita ocorre na fase adulta do hospedeiro, pelo que os odcitos, quando expelidos pelas fémeas,
poderdo ja estar contaminados pelo parasita em questdo, carecendo, no entanto, esta informagdo de
confirmacdo pela sequenciacdo dos fragmentos de ADN que se pensam ser do parasita.

Torna-se evidente, assim, a importancia de conhecer melhor o ciclo de vida de Ichthyodinium chabelardi
e de aprofundar a identificacdo dos fatores ambientais em que este mais prolifera, de modo que se
consiga fazer uma gestdo apropriada das populagdes das espécies-alvo deste trabalho, que s&o um
recurso de extrema importancia econémica para a area em estudo, de forma a garantir a sustentabilidade
das mesmas.

Palavras-chave: parasitismo; Ichthyodinium chabelardi, prevaléncia, ovos de peixe, Sardina
pilchardus, Trachurus trachurus



Abstract

Sardine (Sardina pilchardus) and horse mackerel (Trachurus trachurus) are two species that present an
enormous importance at the level of marine trophic chains and with an elevate commercial value,
presenting a peculiar importance in the Iberian Peninsula, where they are part of the portuguese
traditional diet. The sardine and horse mackerel populations exhibit fluctuations on its stocks, however,
the origin of these isn’t totally known. One of the known causes for the mortality in the early life phase
(egq), is the parasitism by Ichthyodinium chabelardi, an endoparasite of pelagic fish eggs, where the
sardine and horse mackerel are included, which ends up, in all known cases, leading to its host’s death.

This work had two main objectives: (i) study the prevalence of infection by Ichthyodinium chabelardi
in sardine and horse mackerel eggs; (ii) to analyse the special distribution of the infected eggs in the
study area (south and west coast of atlantic Iberian waters), in consideration of some ambiental factors.
Thus, it was proceeded the analysis of ichthyoplankton samples of 10 campaigns (in 7 of these were
analyzed sardine eggs and in 5 mackerel eggs), and it was made the classification of the eggs by
development stage and infection level. An additional objective considered the analysis of the possible
mechanism of infection of the eggs by the parasite. For this purpose, it was explored the hypothesis of
infection in the adult phase (before the oocytes emission) and developed molecular analysis protocols
for the detection of the parasite in sardine gonads.

The results showed that the percentage of eggs infected by the parasite (prevalence) in the analysed
years varied between 0,80% and 4,32% in sardine eggs and between 0,82% and 10,97% in horse
mackerel eggs and that the percentage of stations with parasitized eggs (PEOP) varied between 2,53%
and 15,32% in the case of sardine eggs and between 2,00% and 12,59% in the case of horse mackerel
eggs. It was possible to identify the depth as a possible ambiental factor responsible for these
fluctuations, as well as the geographical location (west coast vs south coast) and the temperature (the
last one only for sardine) trough effected GLM analyses, in which certain environmental factors were
taken as independent variables and the number of parasitized eggs as the dependent variable.

When the total mortality of sardine eggs was compared with the prevalence of infection in the same
years, it was possible to verify that the years with the highest percentage of total mortality were also the
years with the highest prevalence of infection by the parasite.

The results relating to molecular analysis, that indicted the presence of Ichthyodinium chabelardi DNA
fragments in the sardine gonads, seems to indicate that part of the life cycle of the parasite takes place
in the adult stage of the host, and that the oocytes, when expelled by the females, may already be
contaminated by the parasite, lacking, however, this information of confirmation by the sequencing of
the DNA fragments thought to be from the parasite.

Therefore, it becomes evident the importance of the better understanding of Ichthyodinium chabelardi
life cycle and of deepen the identification of the environmental factors where it proliferates the most, in
order to properly manage the populations of the target species of this work, which are an extremely
important economical resource for the area under study, to ensure their sustainability.

Keywords: parasitism, Ichthyodinium chabelardi, prevalence, fish eggs, Sardina pilchardus, Trachurus
trachurus
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Figura 3. 37- Salinidades das estacGes onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e
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Figura 3. 39- Resultado da eletroforese dos produtos do PCR do ADN de ovos de sardinha. Legenda:
L-Lader, B-Branco. A seta azul indica o local onde é possivel observar a presenca dos fragmentos com
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Figura 3. 40- Resultado da eletroforese dos produtos dos PCR do ADN de ovos (esquerda) e génadas
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file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601735
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601735
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601735
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601735
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601736
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601736
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601736
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601736
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601737
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601737
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601737
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601737
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601738
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601738
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601738
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93601738

Lista de tabelas

Tabela 2. 1- Resumo das campanhas de amostragem analisadas ............cccecevevererenenienieienenerenenn 13

Tabela 3. 1- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da prevaléncia do parasita em

estudo nos ovos de sardinha, NOS aN0S ANAIISAOS. .......ccieeeveeetiieieeeieeeeee et e e eereeeeeerteessereeeesserreeessanes 26
Tabela 3. 2- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da PEOP do parasita em estudo
Nos ovos de sardinha, NOS aN0S ANATISATOS ........eeeiieeeeeei ittt eeeeee e e et e e e et e e s eseeeesesrteessesraeesssnneeas 26
Tabela 3. 3- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da prevaléncia do parasita em
estudo nos ovos de carapau, N0S an0S ANALISAUOS. ..........ccvereeveerieieiereee et reeaeens 27
Tabela 3. 4- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da PEOP do parasita em estudo
Nos 0vos de carapau, NOS an0S ANAIISAUOS ........ceevverririerieieeese ettt sre e b e sre e ebesreenes 27

Tabela 3. 5- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da prevaléncia e PEOP do
parasita em estudo nos ovos de sardinha e carapau, nos anos analisados comuns as duas espécies..... 28
Tabela 3. 6- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da prevaléncia do parasita em
estudo nas trés divistes da Area de ESTUO. .........ecerverieieieieeeeste ettt ere e s 37
Tabela 3. 7- Resultados da analise GLM com os fatores ambientais selecionados para integrar o modelo
explicativo final, tomando como variavel dependente o nimero de ovos de sardinha parasitados. ..... 44
Tabela 3. 8- Resultados da analise GLM com os fatores ambientais selecionados para integrar o modelo
explicativo final, tomando como variavel dependente o nimero de ovos de carapau parasitados........ 44
Tabela 3. 9- Comparacao da estimativa de mortalidade total de ovos de sardinha pelo método DEPM e
a prevaléncia de infecdo do parasita obtida neste estudo, N0s anos €M COMUM.......c.ccvevererrreerrereennens 45

Xl


file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93604131
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93604131
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93604146
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93604146
file:///C:/Users/Carriço/Desktop/Estágio/RELATÓRIO%20DE%20ESTÁGIO_FINAL.docx%23_Toc93604146

Lista de abreviaturas e simbolos

AP- Arrasto pelagico

CER- Cerco

ADN - 4cido desoxirribonucleico

DEPM - Daily Egg Production Method
dNTPs - deoxyribonucleotide triphosphate

ICES - International Council for the Exploration of the Sea

IPMA - Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
GLM- Generalized Linear Model

MPDO - Método de Producao Diéria de Ovos

pb- pares de bases

PCR- polymerase chain reaction

PEOP - Percentagem de esta¢cGes com ovos parasitados

PNAB - Plano Nacional de Amostragem Bioldgica
SSB - spawning stock biomass

SSU - small subunit of ribossomal RNA

TBE - Tris-Borato-EDTA

V - Volt

WGHANSA - Working Group on Southern Horse Mackerel, Anchovy, and Sardine

WGACEGG- Working Group on Acoustic and Egg Surveys

WGMEGS- Working Group on Acoustic and Egg Surveys for Small Pelagic Fish in NE Atlantic

Wl



Xl



1. Introducéo

1.1. Enquadramento

A sardinha, Sardina pilchardus (Walbaum, 1792), e o carapau, Trachurus trachurus (Linnaeus, 1758)
sdo espécies de peixes pelagicos, clupeiformes e perciformes, respetivamente, com uma enorme impor-
tancia nas cadeias tréficas marinhas, sendo consideradas espécies chave (bem como outros pequenos
peixes pelagicos) nas regides com maior produtividade dos oceanos, ocupando um nivel intermédio na
teia alimentar (Garrido et al., 2017). O valor destas duas espécies nao se restringe ao seu papel na cadeia
alimentar do ecossistema onde se inserem, pois as mesmas tém um importante interesse comercial, apre-
sentando um valor acrescido na Peninsula Ibérica, onde fazem parte da alimentacéo tradicional da po-
pulacdo (Stratoudakis et al., 2000).

Os estudos mais recentes realizados sobre a distribuicdo e abundancia de sardinha e carapau na costa
Atléantica da Peninsula Ibérica indicam que ndo existiu uma diminuicdo dos mananciais nos ultimos
anos, no entanto, é claro que tém ocorrido flutuacGes ao longo do tempo (ICES, 2020). Estas espécies,
tal como outras espécies pelégicas, estdo naturalmente sujeitas a variagbes consideraveis no recruta-
mento anual e abundéncia populacional devido a fatores biol6gicos e ambientais. E, no entanto, atribuido
as pescas 0 maior impacto na diminuicdo dos mananciais de peixes, uma vez que ndo existe ainda uma
solucdo que permita a realizacdo de pescas verdadeiramente sustentaveis (Pauly et al., 2002). Entre as
causas possiveis para as flutuagdes conhecidas nas populagdes de pequenos peixes pelagicos estéo a sua
biologia e estratégia reprodutiva uma vez que as mesmas caracteristicas que as podem tornar resilientes
sdo também as que as tornam potencialmente suscetiveis a flutuagcbes no ambiente que as rodeia. Sdo
em geral espécies que ocupam uma posicao intermédia nas teias troficas, com longevidade curta (prin-
cipalmente a sardinha), fecundacdo externa e ovos e larvas pelagicos que podem potencialmente sofrer
mortalidades elevadas por condic¢Ges adversas do meio ou predacdo. Por outro lado também limitagdes
na disponibilidade de alimento, principalmente para as larvas e juvenis, podem justificar as flutuacdes
usuais nestas populacfes de pequenos peixes pelagicos (Stratoudakis et al., 2000). O parasitismo nas
fases iniciais de vida é outro fator que tem potencial para influenciar a mortalidade da espécie e conse-
quentemente contribuir para flutuagbes no recrutamento, podendo levar a diminuicdo do mesmo
(Longshaw et al., 2010).

Em 1952 foi descrito, pela primeira vez, o endoparasita Ichthyodinium chabelardi, um organismo en-
contrado em ovos de varios peixes pelagicos (Borges et al., 1996), nos quais se incluem as duas espécies
deste estudo. Foi primeiramente descrito precisamente na Sardina pilchardus (Hollande e Cachon,
1952,1953). Este parasita conduz, em todos 0s casos conhecidos, a morte do individuo (Shadrin et al.,
2010), ainda no ovo, ou logo apds a eclosdo da larva, sendo que o ovo, na maioria dos casos, se desen-
volve normalmente, mesmo estando infetado. O parasita vai-se replicando no vitelo, até que ocorre o
rompimento da membrana do saco vitelino, libertando o parasita e, caso ainda ndo tenha acontecido
antes, levando nessa altura & morte da larva (Borges et al., 1996).

A infecéo por Ichthyodinium chabelardi pode, potencialmente, ser uma importante causa de mortalidade
dos ovos e larvas e consequente diminui¢do do recrutamento anual das espécies em estudo.

Shadrin et al. (2010) apresentaram resultados da prevaléncia (nimero de ovos parasitados/nimero total
de ovos na amostra) deste parasita na Baia de Nha Trang, entre os anos de 2002 e 2010, variando 0s
valores entre 11,8% e 57,0% nas amostras recolhidas na época de inverno-primavera, e entre 6,3% e
35,8% nas amostras recolhidas no outono, tendo estes calculos sido efetuados sem distinguir as varias
espécies presentes nas amostras utilizadas. Stratoudakis et al. (2000) descreveram resultados acerca da
infecdo por este parasita em ovos de sardinha entre 1997 e 1999, nas aguas Ibéricas. Os nimeros apre-
sentados sdo menores que 0s apresentados por Shadrin et al. (2010): a sardinha apresentou uma preva-
Iéncia média de infecdo por este parasita de 6,5% e 3,8%, em 1997 e 1999, respetivamente.



Atendendo ao potencial contributo do parasita Ichthyodinium chabelardi para a mortalidade de sardinha
e carapau e ao conhecimento limitado da presenca e distribuicdo da infecdo em ovos destas espécies,
nas 4guas atlanticas da Peninsula Ibérica, torna-se relevante monitorizar e investigar a sua ocorréncia e
quais os fatores que a determinam.

Este trabalho insere-se no @mbito do projeto SARDINHA2020 (Abordagem Ecossistémica para a gestao
da pesca da sardinha (MAR2020) -MAR-01.04.02-FEAMP-0009) onde foi considerada uma tarefa es-
pecifica para: “Quantificar a prevaléncia e intensidade da infe¢do de ovos de espécies de peixes peld-
gicos (sardinha, carapau, biqueirdo) pelo parasita letal Ichthyodinium chabelardi.”

1.2 Biologia e distribuicdo da sardinha e do carapau

1.2.1 Sardinha

A sardinha pertence a familia Clupeidae (Parrish et al., 1989) e é um peixe pelagico de pequenas
dimensdes, atingindo, na idade adulta, um tamanho médio entre os 15,3 e os 23cm, tendo uma
longevidade média de 6 anos mas podendo, contudo chegar aos 14 anos (Muino et al., 2003; Afilal et
al., 2006; Silva et al., 2008). Na costa Ibérica atlantica ndo sdo conhecidos movimentos migratorios
para a espécie, no entanto em termos zonais, os adultos fazem migracdes entre zonas mais e menos
profundas, maioritariamente devido a quantidade de luz existente e aos processos de desova e de
alimentagdo (Giannoulaki et al., 1999, Zwolinski et al., 2007).

A sardinha, tal como outros clupeiformes, é uma espécie omnivora gque se alimenta de uma forma
oportunistica, apresentando uma dieta variada, focando-se grande parte da sua alimentagdo em espécies
de micro- e meso-plancton com uma componente de fitoplancton (Bode et al., 2004; Garrido et al.,
2007).

Relativamente a reproducdo desta espécie, a sua maturagcdo sexual ocorre entre o primeiro e o segundo
ano de vida, uma vez que é uma espécie com uma reduzida longevidade (Silva et al., 2006). O periodo
de desova da sardinha ocorre de outubro a maio/junho, existindo um pico entre dezembro e fevereiro,
podendo estes periodos variar com a zona geogréfica, devido a variagdes nas condi¢cGes ambientais (e.g
temperatura) (Nunes et al., 2011b). A fecundacdo dos odcitos € externa e ocorre preferencialmente a
temperaturas entre os 14°C e os 16°C na natureza (Coombs et al., 2006). Trabalhos realizados em
cativeiro por Miranda et al. (1990) mostraram que o desenvolvimento dos ovos ocorre de forma mais
rapida, quanto maior for a temperatura (maximo de 20°C). Durante toda a época de reproducdo ocorrem
varias desovas (Nunes et al., 2011a), e cada fémea liberta, em média, entre 300 e 400 ovos por grama
de peso, por evento de desova (Nunes et al., 2011a, Santos et al., 2012).

O desenvolvimento das génadas ocorre durante 0 ano e é comum ser atribuida uma escala de maturacao
macroscopica para classificar a fase de maturacdo durante a época reprodutiva. Divide-se em 5 fases
segundo Brown-Petersen et al. (2011): imaturo, em desenvolvimento, capaz de desovar, regressdo, re-
generagao.

Os ovos de sardinha vivem na coluna de agua essencialmente a profundidades acima dos 50-60m s&o
esféricos, transparentes e com dimensd@es entre 1,3 e 1,9mm de didmetro. Estes apresentam uma Unica
gota de 6leo no saco vitelino, que é segmentado e tém um espago perivitelino grande (Munk e Nielsen,
2005, Ré e Meneses, 2008). O tempo de incubacdo do ovo varia entre 3 e 5 dias, de acordo com a
temperatura (Miranda et al., 1990).



1.2.2 Carapau
O carapau, pertencente a familia Carangidae, é um peixe com vida essencialmente pelagica (adultos de
maiores dimensdes podem ser associados também ao dominio demersal), que na idade adulta, atinge, em
média, 30cm e tem uma longevidade média acima dos 30 anos (Abaunza et al., 2003). Algumas popula-
¢Oes desta espécie fazem migragdes sazonais na costa atlantica da Peninsula Ibérica principalmente para
alimentagdo e durante o periodo de reproducédo para desovar (Murta et al., 2008).

O carapau é uma espécie oportunista no que diz respeito a alimentagdo, mas tem como principais fontes
de alimentacdo copépodes e pequenos crustaceos, nomeadamente eufausiaceos (krill), havendo ainda uma
reduzida fracdo da sua alimentagdo que inclui outros peixes pequenos (Cabral e Murta, 2002).

A época de reproducdo desta espécie tem lugar, de forma mais predominante, entre dezembro e
marc¢o/abril (Santos et al., 2001).

A idade de primeira maturagdo pode variar entre 0s 2 e 0s 4 anos de idade. Cada fémea liberta, por evento
de desova, cerca de 200 ovos por grama de peso (Abaunza et al., 2003, Gongalves et al. 2009). A fecun-
dacdo dos o6citos ocorre externamente, a uma temperatura minima de 10°C (Lockwood e Johnson, 1977),
sendo a libertagdo dos mesmos efetuada de forma seriada (vérias vezes ao longo da época de reproducao).

De forma semelhante a sardinha, o estado de maturagdo desta espécie também se divide em 5 fases: ima-
turo, em desenvolvimento, capaz de desovar, regressao, regeneracdo (Brown-Petersen et al., 2011). Desde
0 primeiro ao terceiro estadio as gonadas vao ocupando uma cada vez maior porcéo da cavidade abdomi-
nal do individuo. Pelo contrério, a partir do terceiro e até ao ultimo estadio vao diminuindo sucessiva-
mente (Costa, 2009).

Os ovos de carapau séo pelagicos, esféricos e apresentam um diametro entre 0,81 e 1,04mm. Apresentam
uma gota de 6leo, no saco vitelino, que apresenta segmentagdo (Munk e Nielsen, 2005, Ré e Meneses,
2008). O tempo de incubacdo do ovo varia entre 3 e 5 dias, de acordo com a temperatura da 4gua (Cunha
et al., 2008).

1.2.3 Distribuicéo de sardinha e de carapau

1.2.3.1 Sardinha

A sardinha ocorre no Atlantico Nordeste, desde a Islandia, onde é rara, e do Mar do Norte, até ao
Senegal. No Atlantico Centro Leste, esta ocorre no sul de Marrocos, Madeira, llhas Canarias e Cabo
Verde. A partir de 1970 foi possivel encontrar esta espécie também na costa norte da Mauritania (na
figura 1.1 pode observar-se a sua distribui¢do) (Tous et al., 2015). Na costa Atlantica Ibérica a sardinha
pode encontrar-se sobre toda a plataforma continental mas preferencialmente em profundidades de 100-
150m. Os individuos mais jovens ocorrem em maiores abundancias, a menores profundidades (Parrish
et al., 1989).

1.2.3.2 Carapau

O carapau ocorre no Atlantico Norte e Leste, incluindo o Mar Mediterraneo (onde € menos abundante
que no Atlantico), o Mar de Marmara e o Mar Negro. No Atlantico esta presente desde a Noruega até
ao sul de Africa, prolongando a sua ocorréncia no indico, ao longo da costa de Maputo (na figura 1.2
pode observar-se a sua distribuicdo) (Smith-Vaniz et al., 2015). Na costa Atlantica Ibérica o carapau
ocorre sobre toda a plataforma continental e talude, mas preferencialmente em profundidades entre 0s
100-250m aproximadamente. Os individuos mais jovens ocorrem em maior densidade, a menores
profundidades (Sousa et al., 2005)
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Figura 1. 1- Distribui¢do de Sardina pilchardus. Fonte: IUCN Figura 1. 2- Distribui¢do de Trachurus trachurus. Fonte: IUCN Red
Red List, 2021. List, 2021.

1.3 Estado dos mananciais de sardinha e carapau

1.3.1 Sardinha
Segundo o ultimo relatério do grupo WGHANSA (Working Group on Southern Horse Mackerel, An-
chovy, and Sardine) do ICES (2021), os mananciais de sardinha mostram uma recuperagao nos anos mais
recentes, apés uma fase de declinio entre 2006 e 2016 (fig. 1.3). Entre 0 ano de 2019 e 2020 ocorreu,
também um aumento da captura de sardinha, em Portugal, de cerca de 57%.

1.3.2 Carapau
Os mananciais de carapau tém-se mantido relativamente constantes ao longo do tempo, embora com al-
gumas variagdes, no entanto, a biomassa dos mananciais desta espécie tem vindo a aumentar nos ultimos
anos (fig.1.4). No ano de 2020 ocorreu uma descida da captura desta espécie quando comparado com 0
de 2019, de cerca de 15% (ICES, 2021).
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Figura 1. 3- Resumo da avaliagdo dos mananciais de sardinha Fonte: ICES,2021. Legenda: Bpa: Biomass, pre-
cautionary approach, Blim: Biomass, limit, MSYBtrigger: Maximum Sustainable Yeld
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Figura 1. 4- Resumo da avaliacdo dos mananciais de carapau. Fonte: ICES,2021. Legenda: Bpa: Biomass, precau-
tionary approach, Blim: Biomass, limit, MSYBtrigger: Maximum Sustainable Yeld



1.4 O parasita Ichthyodinium chabelardi
1.4.1 Biologia e particularidades

Ichthyodinium chabelardi foi descrito pela primeira vez em 1952 (Hollande e Cachon, 1952) como um
dinoflagelado parasita de ovos de sardinha, devido as suas semelhancas com algumas espécies de dinofla-
gelados (Borges et al.,1996, Gleason et al., 2019). Inicialmente foi discutida a classificacdo taxonémica
desta espécie mas em 2009, através da analise filogenética com base em SSU rADN, foi proposta a posi¢do
taxondmica deste parasita como pertencente ao grupo alveolado MAGI (Marine Alveolate Group 1), onde
se inserem diversos outros parasitas semelhantes a dinoflagelados (Skovgaard et al., 2009).

Este parasita pode considerar-se uma espécie generalista, pois ja foi encontrada em pelo menos 13 espécies
de peixes marinhos, alguns com um elevado interesse comercial, tais como Sparus aurata (dourada), En-
graulius encrasicolus (biqueirdo) e Micromeesistius poutassou (verdinho) (Gleason et al., 2019). Ichthyo-
dinium chabelardi desenvolve-se no saco vitelino dos ovos de diversos peixes pelagicos (fig.1.5), e 0 seu
desenvolvimento ndo parece interferir com o desenvolvimento do ovo. O parasita multiplica-se muito ra-
pido no saco vitelino e acaba por esgotar as reservas do mesmo, as quais a larva precisa para sobreviver
(Borges et al., 1996; Meneses et al., 2003). O primeiro sinal de infecdo nos ovos torna-se visivel apenas
apos a gastrulacéo, o que significa que nos estadios iniciais de desenvolvimento do ovo, o parasita ndo esta
presente ou ndo consegue ser detetado, pelo menos visualmente (Gleason et al., 2019).

(a) (b)

Figura 1. 5- Ovos de sardinha num estadio primario (a) e num estadio avangado (b) de infegdo por Ichthyodinium chabelardi
(Ampliacdo 50x). Fonte: Stratoudakis et al. (2000).

1.4.2 Ciclo de vida do parasita

A informacdo recolhida através de varios trabalhos confirma que parte do ciclo de vida de Ichthyodinium
chabelardi ocorre no saco vitelino do hospedeiro, no entanto as etapas do ciclo de vida fora do hospedeiro
ainda ndo sdo totalmente conhecidas. A figura 1.6 mostra, de forma esquematica, o desenvolvimento do
parasita dentro do saco vitelino, passando este desenvolvimento por 3 fases: esquizontes primordiais (entre
15 e 140p), esquizontes secundarios (30 a 100p) e esquizontes de Ultima geracdo (entre 70 e 15u) (Meneses
et al., 2003).
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Figura 1. 6- Esquema do desenvolvimento de I. chabelardi baseado na observacao de ovos de sarda
(Scomber scombrus) parasitados. Adaptado de Meneses et al. (2003).

1.4.3 Mecanismo de infe¢do do parasita

A forma como Ichthyodinium chabelardi infeta o hospedeiro ainda néo é totalmente conhecida, tendo sido

propostas Varias hipdteses que podem explicar a forma como esta infecdo acontece. Segundo Borges et al.

(1996), existem 4 possiveis formas de entrada do parasita nos ovos:

1- O parasita encontra-se na dgua e consegue entrar para o saco Vitelino através do micrdpilo, antes do
fecho deste, que ocorre apos a fecundacédo (ainda no estadio | do ovo — Anexos | e I1);

2- O parasita entra no hospedeiro na fase adulta e existe ja nas génadas dos progenitores, logo os gametas
estdo infetados mesmo antes da fecundagéo ocorrer;

3- O parasita encontra-se na dgua e penetra 0 ovo através dos poros existentes no crion;

4- O parasita encontra-se na agua e entra no ovo através de fagocitose, com o auxilio de enzimas.

Relativamente a segunda hipotese referida por Borges et al. (1996), esta foi testada por Yuasa et al. (2007)
com a espécie Thunnus albacares (atum-amarelo) e 0 genoma do parasita foi detetado em ovos fertilizados
infetados, no saco vitelino de larvas e na agua, mas ndo nas génadas dos individuos estudados.

Mori et al. (2007) afirmam que, segundo experiéncias in vitro e in vivo, a infe¢do dos ovos pelo parasita
ocorre horizontalmente, ou seja, que o0 parasita existente na &gua do mar acaba por conseguir penetrar 0s
ovos (pelagicos) libertados.

N&o obstante os resultados referidos por Mori et al. (2007) e Yuasa et al. (2007) e as as experiéncias
realizadas, subsistem duvidas sobre o mecanismo de infecdo dos ovos pelo parasita Ichthyodinium
chabelardi.



1.5 Objetivos do estudo

Apesar de ter sido descrito pela primeira vez ha mais de meio século, persistem muitas davidas em relagdo
a Ichthyodinium chabelardi, ao seu ciclo de vida e aos danos que pode causar as populacdes das espécies
que infeta. O presente estudo tem como foco as populag¢bes de sardinha e carapau na costa sul e oeste
atlantica da Peninsula Ibérica, que sdo afetadas por este parasita.

Este estudo tem, entdo, dois objetivos principais:

(i) Estudar a prevaléncia de infecdo e a PEOP (percentagem de estagcGes com ovos parasitados) por
Ichthyodinium chabelardi em ovos de sardinha e carapau, ao longo de varios anos, na area de es-
tudo;

(i) Analisar a distribuicdo espacial dos ovos infetados na area de estudo (costa sul e oeste atlantica da
Peninsula Ibérica), tendo em conta fatores ambientais.

Para além dos objetivos principais, existe ainda um objetivo complementar:

Explorar o possivel mecanismo de infecdo dos ovos pelo parasita através da analise molecular das génadas
de sardinha, de forma a compreender se 0 parasita se encontra nas mesmas.



2. Métodos
2.1 Caracterizacdo da area de estudo

A area do presente estudo insere-se na subdivisdo 9a (Sul e Oeste) das regibes definidas pelo ICES,
estendendo-se na regido Ibérica atlantica desde o Cabo Finisterra até ao sul de Espanha, no Golfo de
Cadis (fig. 2.1). A costa ocidental da Peninsula Ibérica situa-se no sudoeste da Europa, sendo a zona
mais ocidental da Europa e banhada pelo Oceano Atlantico. Nesta regido, tipicamente as temperaturas
e salinidades sdo superiores no sul, decrescendo & medida que se progride para norte. A titulo de
exemplo, no ano de 2019 (entre 25 de janeiro e 25 de fevereiro) as temperaturas da agua a superficie
variaram entre os 12,5°C e os 17°C, aumentando do norte para o sul, e as salinidades, também a
superficie, variaram entre 33 e 36,6, podendo verificar-se que, de uma forma geral, estas aumentam
também de norte para sul, como se pode observar na figura 2.2.

A Penisula Ibérica encontra-se no limite norte da Provincia costeira da Corrente da Canérias e tal como
em outros sistemas de corrente da margem oriental (eastern boundary current systems) a oceanografia
regional € condicionada pela migracdo sazonal da cintura de ventos alisios que origina o afloramento
costeiro sazonal, o qual é mais intenso no verdo (Longhurst, 2007). A regido costeira estd também sujeita
a forte variabilidade hidrodindmica associada com estruturas de mesoescala (plumas menos salinas,
vortices e meandros) e correntes de caracter transitorio ao longo da costa. No bordo e declive da
plataforma observa-se uma corrente recorrente em dire¢do ao polo. (Peliz et al., 2002, 2005).

O ecossistema peldgico na costa Ibérica Atlantica é, assim, bastante controlado pelo transporte vertical
de nutrientes para a camada fdtica. Acresce que a existéncia de varios estuarios e rias também contribui
significativamente para a produtividade regional. Esta regido, situada entre a influéncia das aguas
centrais subpolares e subtropicais (Mason et al. 2006), alberga tipicamente uma variedade de espécies
de peixes, sendo os pelagicos muito relevantes (grupo ao qual pertencem a sardinha e o carapau). Outras
espécies pelagicas muito comuns neste sistema sdo o biqueirdo (Engraulis encrasicolus), a cavala
(Scomber colias) e a sardinela (Sardinella aurita e Sardinella maderensis), entre outros (Longhurst,
2007).

2.1.1 Divisdo da area de estudo para analise

A érea de estudo foi dividida em trés regides distintas: (i) do Cabo Trafalgar no Golfo de Céadis, ao Cabo
de Sagres, (ii) do Cabo Sagres ao Canhao da Nazaré e (iii) do Canhdo da Nazaré ao Cabo Finisterra, na
Galiza. Esta diviséo foi efetuada de forma que se conseguisse avaliar a proporcao de ovos parasitados,
em comparacao, nestas trés regiGes, nos anos em analise. A divisdo foi realizada tendo em conta
caracteristicas topograficas, oceanograficas e bioldgicas destas regides e que sdo usualmente também
adotadas no reporte de informag&o das campanhas regulares do IPMA.

Foi também utilizada a divisdo em apenas duas regides, separando a costa sul da costa ocidental da area
de estudo: 1- do Cabo Trafalgar no Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres e 2- do Cabo de Sagres ao Cabo
Finisterra, as quais se deu o nome de “estratos”.
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11



2.2 Recolha de amostras no mar

As amostras de plancton utilizadas no presente trabalho resultaram de amostragens efetuadas nas
campanhas regulares do IPMA para a estimacdo da biomassa desovante (SSB) através do Método de
Producdo Diaria de Ovos (MPDO ou DEPM- Daily Egg Production Method) para as espécies de
sardinha (campanhas PNAB: PT-DEPM-PIL) e carapau (campanhas PNAB: PT-DEPM-HOM). A
tabela 2.1 resume as campanhas de amostragem efetuadas nos anos considerados para este trabalho.

O método MPDO ¢é usado desde os anos de 1990 para estimar o manancial de biomassa desovante (SSB)
(ICES,2021). Esta metodologia implica a amostragem em toda a area potencial de desova da espécie
alvo para recolha dos ovos, para estimacdo da Producdo de Ovos e, simultaneamente, a realizacdo de
pescas para a colheita de adultos para determinacdo de pesos médios, propor¢édo entre sexos, fracdo de
desova e fecundidade. De forma a obter os resultados mais exatos, este método implica a recolha de
amostras no pico da época de reproducao (Stratoudakis et al., 2006). Na figura 2.3 apresenta-se de forma
esquematica os diferentes componentes do MPDO por forma a obter a estimagdo de Biomassa
Desovante.

As campanhas dirigidas a aplicagdo do MPDO ocorrem a cada 3 anos para cada espécie-alvo e séo
coordenadas internacionalmente através de grupos de trabalho no ambito do ICES, o WGACEGG
(Working Group on Acoustic and Egg Surveys for Small Pelagic Fish in NE Atlantic) e o WGMEGS
(Working Group on Mackerel and Horse Mackerel Egg Surveys), onde sdo padronizadas as
metodologias e analises a efetuar, e coordenada a realizacdo das campanhas em cada ano.

Embora o método seja 0 mesmo, existem pequenas diferengas nas metodologias de amostragem no mar
durante as campanhas dirigidas a sardinha ou ao carapau, as quais decorrem da distribuicdo e abundancia
das espécies-alvo em cada campanha. As diferengas prendem-se essencialmente com a dimensdo da
rede de amostragem de plancton (existe uma maior area de filtracdo de rede para 0s ovos de carapau,
por serem menos abundantes que os de sardinha) e com a grelha de estagdes de monitorizacdo, bem
como com o tipo de arrastos de pesca (essencialmente pelagicos para sardinha e maioritariamente de
fundo para carapau).

As amostras de plancton foram recolhidas na érea referida (desde o Cabo Finisterra até ao Golfo de
Cadis), essencialmente sobre a plataforma continental e bordo superior do talude. Os pontos de
amostragem para plancton podem variar entre campanhas, dependendo do tipo de campanha (dirigida a
sardinha ou a carapau) e porque a metodologia é adaptativa durante a amostragem. Alguma modificacdo
na cobertura espacial pode também ter-se devido a condi¢fes atmosféricas ou de estado do mar adversas,
gue podem ter levado a limitagcGes na amostragem.
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Tabela 2. 1- Resumo das campanhas de amostragem analisadas. As amostras assinaladas com *
foram observadas e classificadas pela autora deste trabalho, os restantes resultados provém da
base de dados do IPMA.

Ano

2007

2013

2014

2016

2017

2019

2020

2002

2004

2005

2007

2019

Sardinha

Carapau

Referéncia da Campanha

Reade Plancton

Data N de Amostras

PT-DEPMO7-PIL

PT-DEPMI13- PIL

PT-DEPMI14- PIL

PT-DEPM16- PIL

PT-DEPM17- PIL

PT-DEPM15- PIL

PT-DEPM20- PIL

PT-DEPMO02-HOM

PT-DEPMO4-HOM

PT-DEPMO3-HOM

FT-DEPMO7-HOM

PT-DEPM18-HOM

CalVET - @ 40cm

CalVET - @ 40cm

CalVET - @ 25cm

CalVET - @ 25cm

CalVET - @ 25cm

CalVET - @ 40cm

CalVET - @ 25cm

CalVET - @ 40cm

BONGO - @ 40cm

CalVET - @ 40cm

CalVET - & 40cm

CalVET - & 40cm

03/02- 02/03/2007

10/02- 19/02/2013

15/03- 12/05/2014

11/03- 01/05/2016

11/03- 26/05/2017

25/01- 25/02/2019

05/02- 28/02/2020

08/01- 02/02/2002

15/01- 026/02/2002

29/01- 22/02/2005

03/02- 02/03/2007

25/01- 25/02/2019

484

141

407

406

550
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Determinacao do sexo
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Determinacio do estado reprodutivo

Populagdo adulta amostrada

Figura 2. 3- Representacdo esquematica do MPDO (Método Diéario de Producdo de Ovos). Adaptado de Stratoudakis et al. (2006).

2.2.1 Campanhas dirigidas a sardinha, PNAB:PT-DEPM-PIL

As campanhas dirigidas a sardinha ocorrem nas areas ICES 8c e 9a. O IPMA cobre a area 9a sul e oeste,
enguanto o IEO (Instituto Espanhol de Oceanografia) cobre a area 9a a norte e toda a area 8c. A area
coberta pelo IPMA ¢é compreendida entre a Costa Ibérica atlantica, desde Cadis (Cabo Trafalgar), e a
fronteira norte de Portugal e Espanha.

Nesta tipologia de campanha, dedicada a sardinha, o plancton é recolhido ao longo da area de estudo
através de arrastos, utilizando um sistema CalVET adaptado (fig.2.4), no qual estdo integradas duas
redes e um CTDF (para obtencdo de perfis de temperatura, salinidade e fluorescéncia), bem como um
fluxémetro na boca de cada uma das redes, cujo objetivo é medir o volume de agua filtrada. Os arrastos,
com o navio parado, sdo efetuados na vertical, a uma velocidade de 1m/s até a profundidade méxima de
150m. O amostrador € constituido por dois aros (@ 25cm) onde estdo montadas duas redes com 1,5 m
de comprimento e malhagem de 150 um. As estagdes onde séo realizadas as amostragens estdo dispostas
ao longo de transectos fixos perpendiculares a linha de costa, que se distanciam entre si 8 milhas
nauticas. O sistema CUFES (Continuous Underway Fish Egg Sampler) recolhe amostras continuamente
durante o percurso entre cada estagdo para amostras CalVET e é utilizado como amostrador auxiliar,
ajudando a definir a densidade de amostragem com as redes CalVET e a definir a extensdo dos
transectos. O numero de estacBes amostradas ao longo de cada transecto (na zona média e exterior da
plataforma) € adaptativo em funcdo da densidade de ovos observados in situ nas amostras CUFES e,
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desta forma, esses pontos de amostragem podem distanciar-se entre 3 ou 6 milhas. O limite de um
transecto é definido quando ocorrem duas amostras CUFES consecutivas com zero ovos das espécies
alvo (Angélico et al., 2020). E devido a esta metodologia adaptativa que a grelha de estacdes efetuadas
ndo é exatamente igual em todos 0s anos.

Terminados os arrastos, as redes sdo lavadas do lado exterior, com uma mangueira, com agua
proveniente do mar. As amostras recolhidas sdo guardadas em frascos devidamente identificados e
preservadas em solucdo de formaldeido a 4% em &gua destilada. O processamento das amostras é
posteriormente realizado em laboratério.

Figura 2. 4- Rede CalVET, utilizada para recolha de plancton, e registo de temperatura, salinidade e fluores-
céncia (clorofila) nas campanhas dirigidas a MPDO. Fonte: IPMA, Documentos internos.

15



2.2.2 Campanhas dirigidas a carapau, PNAB:PT-DEPM-HOM

O processo de recolha de plancton com o objetivo de recolha de ovos de carapau é um processo
semelhante ao descrito para a recolha de ovos da sardinha, no entanto, devido a diferenca que existe na
biologia destas duas espécies, ocorrem algumas diferencas no tipo de material utilizado e nos transectos
de amostragem efetuados. A campanha HOM ocorre na area 9a, desde Céadis (Cabo Trafalgar) até ao
Cabo Finisterra, na Galiza.

Os arrastos verticais sdo feitos até uma profundidade méxima de 200m, pois a desova desta espécie pode
ocorrer a uma maior profundidade. Os dois aros do amostrador CalVET tém um diametro de 40 cm (@
40cm) para permitir a filtracdo de um maior volume de dgua e desta forma potenciar a captura de maior
namero de ovos de carapau, que sdo menos abundantes que os de sardinha, e a altura da rede é de 2,0m.
Os transectos de amostragem perpendiculares a linha de costa distanciam-se entre si 12 milhas nauticas,
por forma a permitir a cobertura de toda a area potencial de desova no nimero de dias de campanha
disponiveis (ICES, 2014).

2.3 Preparacdo e andlise de amostras em laboratorio

No laboratério do IPMA, é medido o biovolume de cada amostra de plancton recolhida, para
determinag&o do volume de plancton através do método de volume deslocado (Flint & Flint, 2002).

As amostras sdo posteriormente triadas e todos 0s ovos e larvas de peixes armazenadas em tubos em
solucéo formaldeido (4%). As espécies alvo sdo preservadas separadamente para posterior analise.

Para observar os ovos de sardinha e carapau, uma vez que o formaldeido é uma substéncia nociva, foi
retirado o mesmo dos tubos onde 0s ovos se encontram (numa hotte, com a ajuda de uma pipeta) e
colocado no recipiente apropriado para posterior reciclagem.

Com a ajuda de agua destilada, os ovos foram, entdo, posteriormente retirados dos tubos, com uma
pipeta, colocados numa placa de Petri, e, finalmente, observados a lupa, com amplia¢fes que variaram
entre 7x e 90x.

Todos os ovos foram classificados de acordo com o estadio de desenvolvimento utilizando uma escala
com 11 estados de desenvolvimento, descritos em documentos internos do IPMA (adaptados de
Ahlstrom, 1943, Gamulin e Hure, 1955 e notas internas) (Anexos | e II).

Em simultaneo com a atribuicdo dos estadios de desenvolvimento foi identificada a presenca de
Ichthyodinium chabelardi no vitelo de cada um dos ovos analisados. O nivel de infecdo foi determinado
de acordo com a escala em 4 niveis definida por Meneses (2003) (fig. 2.7).

Finalizada a anélise pretendida, foi retirada toda a 4gua da placa de Petri, mais uma vez, com a ajuda de
uma pipeta. Depositou-se depois solucdo de formaldeido (4%) na placa de Petri, dentro da hotte, para
gue os ovos pudessem ser aspirados e colocados novamente nos tubos onde ficaram armazenados para
uso futuro.
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Nivel 1 -

Nivel 2 -

Nivel 3 -

Nivel 4 -

-

Figura 2. 5- Descricdo dos niveis de infegdo do parasita Ichthyodinium chabelardi. Adaptado de Meneses (2003).
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células gue podem estar em divisdo; com o vacuolo central
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todo o wolume do saco vitelinol, o gue pode ocorrer
simultaneamente com Esguizontes Secundarios. Estes
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em forma de basto com cerca de 20 um de didmetro;
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ligadas entre si. Estes Esguizontes Secundarios podem
ocorrer simultaneamente com os Esquizontes de Ultima

Geracdo. Estes s8o células sub-esféricas com um didmetro
de 15-20 um.

2.4 Analises moleculares em gdnadas de sardinha

Com o objetivo de verificar se o parasita em estudo se encontra nas gonadas de sardinha, ou seja, se 0s
oocitos poderiam estar infetados mesmo antes de serem expelidos para a &gua, e de serem fecundados,
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foram efetuadas analises moleculares as gonadas de 10 fémeas de sardinha, tendo sido extraido o ADN
das gonadas de 98 individuos para uso e analise futura.

2.4.1 Recolha, armazenamento e preparacdo das gonadas

As gonadas das fémeas de sardinha analisadas foram recolhidas de peixes capturados na Campanha de
Rastreio Acustico PELAGO 21, realizada pelo IPMA, em mar¢o de 2021. Todas as informacdes
relativas a cada um dos individuos podem ser encontradas no Anexo V.

As sardinhas foram recolhidas, através de pescas pelagicas ou de cerco e, logo em seguida, pesadas,
medidas e classificadas quanto ao estado de maturacdo das gonadas. As gonadas foram extraidas e
preservadas em alcool a 96%, em frascos devidamente identificados para posterior analise laboratorial.

No laboratério do IPMA, foram cortados, com a ajuda de um bisturi e uma pinga, 3 pedacos de diferentes
partes das génadas de cada individuo, com cerca de 25mg cada, e guardados em tubos com alcool a
96%, devidamente identificados. O que restou das génadas permaneceu guardado nos frascos anteriores,
para possiveis usos posteriores.

2.4.2 Extracdo de ADN em gonadas

Nos laboratorios do CIBIO (Centro de Investigagdo em Biodiversidade e Recursos Genéticos), em junho
de 2021, foi extraido o ADN das génadas dos 98 individuos, em diferentes estados de maturagdo. Para
a realizagdo da extracdo foi utilizado o kit EasySpin® Genomic DNA Tissue Kit (Citomed, Lisbon), em
colunas, seguindo-se o protocolo fornecido no kit (Anexo VI). A Unica alteragdo feita ao protocolo
aconteceu na quantidade de Proteinase K utilizada, tendo sido utilizados 30 pl em vez dos 20 pl
recomendados, uma vez que foi utilizada uma grande quantidade de amostra de génada para a extrag&o.
Antes de prosseguir para o passo seguinte, foi verificada a quantidade e qualidade do ADN extraido
através da eletroforese em gel de agarose (0,8%), corrido com uma voltagem de 300V em tampédo TBE.

2.4.3 PCR e eletroforese do ADN extraido

Foi realizada a amplificagdo de um fragmento do gene “small subunit of ribossomal RNA” (SSU) a
partir do ADN extraido das génadas através do processo de PCR (Moiri et al., 2007). Este processo foi
feito com o0 ADN de 10 ovos de sardinha, que estavam infetados com o parasita, sendo estes o controlo
positivo, e com 0 ADN das gonadas de apenas 10 dos 98 individuos. O ADN de cada uma das amostras
foi usado em dois PCR consecutivos. O primeiro foi um PCR no qual foram usados primers universais
para 0 SSU de eucariotas (EukA-F e EukB-R), usando 0,5 pl de cada primer (10 uM), juntamente com
5 ul de MyTaq master mix (Mg?* + buffer + Taq polimerase + dNTPs) e 6 ul de ADN, correndo o0 PCR
nas condicdes apresentadas no Anexo VII, passando pelo passo inicial de desnaturacéo, pelos ciclos de
desnaturacdo, ligacdo de primers e extensao e, por Ultimo, por uma extensao final.

O segundo PCR foi um PCR especifico para 0 SSU do alvo do estudo, o parasita Ichthyodinium
chabelardi. Foram usados dois primers especificos para ampliar o ADN do parasita (SSU-Icht3F e SSU-
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Icht4R), 0,5 pl de cada (10 uM), juntamente com 5 pl de MyTaq master mix (Mg?* + buffer + Taq
polimerase + dNTPs), 1 pul do ADN amplificado resultante do primeiro PCR e 3 pl de agua
(autoclavada), correndo o PCR segundo as condi¢des apresentadas no Anexo VII, passando também
pelo passo inicial de desnaturagéo, pelos ciclos de desnaturacdo, ligagdo de primers e extensdo, e por
uma extensdo final.

Com o ADN obtido no segundo PCR, foi realizada a eletroforese. Para tal, misturaram-se 2 pl de ADN
de cada uma das 10 amostras com 3 ul de azul de bromofenol, que foram depois depositados nos po¢os
do gel de agarose (2%, com adicao de GelRed®), que ja continha uma solucdo tampéo (TBE). O gel foi
posteriormente colocado na cuba de eletroforese, que foi ligada a uma fonte de alimentagdo (300V)
durante cerca de 15 minutos, de forma que ocorresse a migracdo do ADN. As bandas obtidas no gel
foram ent&o observadas num transiluminador, com a ajuda de luz ultravioleta.

Posteriormente, os produtos de PCR foram limpos do excesso de primers e outros inibidores por adi¢do
de 1 pl de ExoSap (USB Corporation, OH, EUA), seguindo as orienta¢Ges do fabricante, e as respetivas
sequéncias nucleotidicas foram obtidas por sequenciacdo de Sanger. A reacdo de sequenciacéo foi feita
separadamente para cada primer SSU-Icht3F e SSU-Icht4R, usando o kit BigDye (Applied Biosystems)
de acordo com as instrucdes do fabricante. Os produtos para sequenciacdo foram posteriomente limpos
com Sephadex e corridos na plataforma Genetic Analyzer ABI 3130xI (ABI Applied Biosystems). Os
cromatogramas foram analisados quanto a sua qualidade com o software Geneious Prime® 2020.1.2, e
as respectivas sequéncias nucleotidicas foram comparadas com sequéncias de Ichthyodinium
chabelardi.

2.5 Andlise de dados
2.5.1 Ovos infetados na area de estudo

2.5.1.1 Prevaléncia e Percentagem de Estagdes com Ovos Parasitados (PEOP) pelo parasita
nos ovos de carapau e sardinha

Para estimar a percentagem de ovos parasitados na area de estudo para as diversas campanhas, recorreu-
se ao célculo da prevaléncia, ou seja, & proporcdo de ovos infetados da espécie alvo relativamente ao
total de ovos dessa espécie. (Bush et al., 1997)

Determinou-se também a percentagem de estacdes com ovos parasitados (PEOP), que se calculou
através da divisao do numero de estacGes de amostragem (amostras) com ovos parasitados pelo nimero
total de estacGes amostradas, no ano em questéo.

2.5.1.2 Distribuicdo de ovos infetados na area de estudo

Para representar a distribuicdo dos ovos infetados pelo parasita na area de estudo, foram elaborados,
recorrendo ao software QGIS 3.4.12, mapas. Nestes mapas estdo assinaladas estacGes de amostragem
em cada ano, evidenciando as estacGes onde foram recolhidos ovos parasitados, bem como esta
evidenciada a abundancia de ovos das espécies alvo em cada estacao.
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2.5.2 Comparacdo da prevaléncia e Percentagem de Estagcdes com Ovos Parasitados (PEOP)
ao longo dos anos para sardinha e carapau

Comparacéo da prevaléncia de infecdo e PEOP entre campanhas (variacdo inter-anual)

Com o objetivo de verificar se existiam variagOes estatisticamente significativas (probabilidade<0,05)
na prevaléncia do parasita nos ovos de cada uma das espécies ao longo dos anos analisados neste estudo,
foram efetuados testes G-de-independéncia com a correcdo de Williams (Sokal & Rohlf, 1995). Sempre
que ocorreram variagdes significativas para o conjunto das amostras, foram realizados testes STP
(Simultaneous Test Procedure) a posteriori para determinar quais os subconjuntos independentes. O
mesmo procedimento foi aplicado para verificar se existiam varia¢@es significativas na PEOP nos varios
anos considerados. Estes testes foram efetuados com recurso ao software R 3.5.1.

Comparacao da prevaléncia de infecdo e PEOP para sardinha e carapau amostrados simultaneamente
(variacao entre espécies)

Os mesmos testes foram ainda utilizados para averiguar se existiam variag0es significativas, tanto na
prevaléncia como na PEOP, entre a sardinha e o carapau, nos anos em que os dados considerados neste
estudo coincidiam para as duas espécies, ocorrendo tal apenas em 2007 e 2019.

Comparacao da prevaléncia de infecéo entre sub-regides da area de estudo (variagédo espacial)

Com o objetivo de comparar a prevaléncia do parasita nas sub-regides da area de estudo referidas no
subcapitulo 2.1.1, foram igualmente efetuados testes G-de-independéncia, de modo que se pudesse
entender se haveria alguma regido que se destacasse por ter uma maior ou menor prevaléncia.

2.5.3 Relacéo entre a distribuicdo espacial do parasita e fatores ambientais

Para descrever a relacdo existente entre a distribuigdo dos ovos parasitados (varidvel dependente) e os
fatores ambientais (variaveis independentes) selecionados para este estudo (profundidade, temperatura,
salinidade e estratos), foi efetuada uma analise GLM (generalized linear model). Devido a natureza dos
dados (contagens com muitos zeros), foi utilizada a distribuicdo binomial negativa com fungdo de
ligacdo e o volume filtrado (o volume de agua que passou pelas redes aquando da captura do plancton)
das amostras como offset.

A formula inicial do modelo descreve-se da seguinte forma:

glm.nb (formula = Ovos_Parasit ~ Lat + Long + Profundidade + Temperatura + offset(log(Vol_filtr))
+ Salinidade + Estratos, data = fit0, init.theta = 0.05512438972, link = log)

Para a selecdo do modelo foi utilizado o critério AIC. Os “estratos” (sub-regiGes geograficas dentro da
area de estudo) considerados sdo os referidos na seccéo 2.1.1, aos quais foram atribuidos os valores 1 e
2, que correspondem as regides Golfo de Cadis-Sagres e Sagres-Finisterra, respetivamente. O valor de
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significancia utilizado foi 0,05. Foram tidos em conta todos os anos em analise e o procedimento foi
executado tanto para a sardinha como para o carapau. Esta analise foi efetuada com recurso ao software
R (versdo 3.5.1).

2.5.4 Detecdo do parasita em gdénadas de sardinha

Foram apenas analisadas 10 génadas dos 98 individuos em estudo, dado que ap6s observagdo das bandas
obtidas no gel (ap6s o segundo PCR) constatou-se que a amplificacdo foi inespecifica, isto é, foram
amplificados varios fragmentos a partir do ADN extraido das gonadas, ao invés de uma banda Unica,
como observado no controlo positivo, 0s ovos parasitados.
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3. Resultados
3.1 O parasita na area de estudo

Apds a andlise e classificacdo dos ovos em laboratério (figs. 3.1 e 3.2) (Anexo Ill), calcularam-se a
prevaléncia e a percentagem de estacGes com ovos parasitados.

No total foram analisadas 3007 amostras de 7 campanhas para ovos de sardinha e 1990 amostras de 5
campanhas para ovos de carapau. Foram identificados e classificados quanto ao grau de parasitacéo
26856 ovos de sardinha e 4292 ovos de carapau. A distribuicdo do nimero de amostras e de ovos pelos
anos analisados pode ser observada nas figuras 3.3 a 3.6.

Nas figuras 3.1 e 3.2 pode observar-se a distribuicdo do parasita pelos 11 estadios de desenvolvimento
do ovo, de sardinha e de carapau respetivamente, por niveis de parasitagdo (4 niveis). O menor estadio
de desenvolvimento em que se observa infecdo € o estadio V (infecdo de nivel 1 e nivel 2). Pode também
observar-se que todos os quatro niveis de infecdo podem ser observados a partir do estadio VI e até ao
estadio XI.

De um modo geral, também se observa que os estadios de desenvolvimento maior, independentemente
do nivel, apresentam mais parasitacao.
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Figura 3. 1- Distribui¢8o do parasita pelos 11 estadios de desenvolvimento dos ovos de sardinha e por niveis de parasitacdo (1 ao 4) em todos
0s anos analisados, conjuntamente.
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Figura 3. 2- Distribui¢do do parasita pelos 11 estadios de desenvolvimento dos ovos de carapau e por niveis de parasitacdo (1 ao 4) em todos 0s

anos analisados, conjuntamente.
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Figura 3.4- Nimero de amostras por cada ano de campanha analisada
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Figura 3. 5- Nimero de ovos de sardinha analisados por ano de Figura 3. 6- Nimero de ovos de carapau analisados por ano de
campanha. campanha.

3.1.1 Prevaléncia de ovos parasitados e percentagem de estacfes com ovos parasitados (PEOP)

3.1.1.1 Sardinha

No caso dos ovos de sardinha, analisados para os anos 2007, 2013, 2014, 2016, 2017, 2019 e 2020,
obteve-se uma prevaléncia maxima de 4,32% em 2013, e uma prevaléncia minima de 0,80% em 2017.
Relativamente a PEOP, obteve-se um méaximo de 15,32% em 2013 e um minimo de 2,53% em 2016
(fig. 3.7). De um modo geral, um aumento da PEOP ocorre quando se verifica um aumento da
prevaléncia, ja que o crescimento ou diminuigdo das duas barras tem a mesma tendéncia de variag&o.
Por outro lado, ndo parece existir uma tendéncia de variagéo destes fatores ao longo do tempo, uma vez
gue 0s mesmo ndo apresentam nenhum padréo evidente, apesar de se registar um incremento de ambos
nos Gltimos dois anos analisados (2019 e 2020).

18.00% . ——— .
Sardinha - Prevalencia e PEOP nos anos analisados
16.00% 15.32%
M Prevaléncia PEOP
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12.00% 11.20%
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8.00% =
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6.00%
4.32%
. 3.68%
4.00% ! 2.85%
2.34% 2.53% 2.49% =]
S | o | 173% 1.88% — .
e fon 0 o o o 0.80% | oy 2 = B
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Figura 3. 7- Prevaléncia (n° de ovos parasitados/n® de ovos total) e PEOP (n° de estacBes com ovos parasitados/n® de esta-
¢Oes total) para a sardinha nos anos analisados. n- nimero de ovos ou amostras.
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3.1.1.2 Carapau

Para os ovos de carapau, analisados nos anos de 2002, 2004, 2005, 2007 e 2019, foi estimada uma
prevaléncia maxima de 10,97% em 2004 e uma prevaléncia minima de 0,82% em 2005. A PEOP
apresentou um maximo de 12,59% em 2004 e um minimo de 2,00% em 2019 (fig 3.8). De forma
semelhante ao observado para sardinha, 0 aumento ou a diminui¢do da PEOP acompanha a prevaléncia,
n&o existindo neste caso qualquer tendéncia positiva ou negativa em nenhum dos anos.

14.00% Carapau - Prevaléncia e PEOP nos anos analisados

12.59%

12.00% oo # Prevaléncia PEOP
10.00%
8.67%
8.05%
8.00%
6.16%
6.00% [
4.00%
2.69% 2.70%
2.00%
2.00% . - | -
0 =1 oM d
ooox HEE E € n=1342 ¢ £ NN
2002 2004 2005 2019

Figura 3. 8- Prevaléncia (n° de ovos parasitados/n® de ovos total) e PEOP (n° de estages com ovos parasitados/n® de esta-
¢Oes total) para o carapau nos anos analisados. n- nimero de ovos ou amostras.

As campanhas para as quais se obtiveram resultados de infecéo por Ichthyodinium chabelardi em ovos
de sardinha e carapau em simultaneo foram nos anos 2007 e 2019 e pode observar-se que em 2007 0s
ovos de carapau apresentaram uma maior prevaléncia (8,67% comparando com 0s 2,34% da sardinha),
no entanto a sua PEOP foi menor que a da sardinha. J& no ano de 2019 a sardinha apresentou uma maior
prevaléncia (2,49% comparando com os 1,74% do carapau) e um maior PEOP.

3.1.2 Andlise da Prevaléncia e PEOP
3.1.2.1 Sardinha

O teste G-de-independéncia demonstrou existirem variacOes estatisticamente significativas na
prevaléncia do parasita nos ovos de sardinha nos anos em estudo. A tabela 3.1 mostra que a prevaléncia
no ano de 2013 diferiu de todos os restantes, destacando-se por apresentar uma maior prevaléncia
(4,32%) (fig. 3.5). A prevaléncia no ano de 2017 (para além de 2013) diferiu também da prevaléncia de
2007, 2019 e 2020, pois mostrou uma menor prevaléncia (0.80%) quando comparada com 0S anos
referidos. Em 2020 a prevaléncia diferiu ainda, igualmente, da estimada para 2014, sendo maior que a
deste Gltimo (2,85%).
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Analisando a tabela 3.2, que contém os resultados do teste G-de-independéncia executado com o0s
valores da PEOP para a mesma relagéo parasitaria, infere-se que o valor do ano de 2013 se distinguiu
significativamente de todos os outros, exceto de 2007 e 2020, pelo facto de neste se ter observado uma
maior PEOP (15,32%) (fig.3.5), e que tal aconteceu também entre 2016 (para além de 2013) e 2007,
2019 e 2020, sendo que neste caso a PEOP de 2016 apresenta um valor mais baixo(2,53%). Existiram
ainda variacOes estatisticamente significativas entre os valores da PEOP de 2017 e 2020, distinguindo-
se este Ultimo por apresentar uma maior PEOP (11,20%).

Tabela 3. 1- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacéo da prevaléncia do parasita em estudo nos ovos
de sardinha, nos anos analisados (probabilidade<0,05). A vermelho encontram-se representados os valores estatisti-

camente significativos.

2007 2013 2014 2016 2017 2019
2013 <0,001 - - - - -
2014 1,000 <0,001 - - ] ]
2016 1,000 0,002 1,000 - - -
2017 <0,001 <0,001 0,069 0,243 - -
2019 1,000 <0,001 0,349 1,000 <0,001 -
2020 1,000 0,001 0,008 1,000 <0,001 1,000

Tabela 3. 2- Resultados do teste G-de-independéncia para comparagao da PEOP do parasita em estudo nos ovos de
sardinha, nos anos analisados (probabilidade<0,05). A vermelho encontram-se representados os valores estatistica-

mente significativos.

2007 2013 2014 2016 2017 2019
2013 0,137 - - - - -
2014 1,000 0,001 - - - -
2016 0,007 <0,001 0,179 - - -
2017 0,168 <0,001 1,000 1,000 - -
2019 1,000 0,039 1,000 0,009 0,225 -
2020 1,000 1,000 0,057 <0,001 <0,001 1,000
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3.1.2.2 Carapau

O teste G-de-independéncia efetuado para os dados de prevaléncia do parasita nos ovos de carapau
(tabela 3.3) evidenciou que os valores do ano de 2005 se distinguiram de todos 0s outros, exceto 2019,
por apresentar uma prevaléncia significativamente menor (0,82%) (fig.3.2). Em 2019, por sua vez,
também a prevaléncia variou em relacdo a estimada para restantes anos, exceto para 2005, pela mesma
razdo (prevaléncia= 1,74%).

A tabela 3.4, com os resultados do teste G-de-independéncia realizado com os valores da PEOP no caso
dos ovos de carapau mostrou que a métrica PEOP de 2004 se distinguiu estatisticamente de todos 0s
outros, exceto de 2007, devido a apresentar uma maior PEOP (12,69%) e que 2007 também variou
significativamente em relacdo a 2019, por apresentar também uma maior PEOP (6,16%).

Tabela 3. 3- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacdo da
prevaléncia do parasita em estudo nos ovos de carapau, nos anos analisados
(probabilidade<0,05). A vermelho encontram-se representados os valores es-
tatisticamente significativos.

2002 2004 2005 2007
2004 1,000 - - -
2005 <0,001 <0,001 - -
2007 1,000 1,000 <0,001 -
2019 <0,001 <0,001 0,525 <0,001

Tabela 3. 4- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacédo da
PEOP do parasita em estudo nos ovos de carapau, nos anos analisados (pro-
babilidade<0,05). A vermelho encontram-se representados os valores esta-
tisticamente significativos.

2002 2004 2005 2007
2004 <0,001 - - -
2005 1,000 <0,001 - -
2007 0,111 0,197 0,160 -
2019 1,000 <0,001 1,000 0,009
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3.1.2.3 Selecéo de hospedeiro por Ichthyodinium chabelardi

Para as campanhas de 2007 e 2019 foi possivel avaliar a presenca de ovos infetados e calcular a
prevaléncia e PEOP para sardinha e carapau nas mesmas amostras (figs. 3.5 e 3.6). Os resultados obtidos
e a anlise estatistica (tabela 3.5) realizada mostraram ndo existir uma tendéncia para maior percentagem
de infecdo para qualquer uma das espécies em estudo, ja que os testes G-de-independéncia nédo
mostraram qualquer diferenca estatisticamente significativa para qualquer um dos parametros, nos dois
anos tidos em conta. O parasita Ichthyodinium chabelardi ndo parece ser seletivo quanto ao hospedeiro
que utiliza.

Tabela 3. 5- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacéo da prevaléncia e PEOP do parasita em estudo nos ovos de
sardinha e carapau, nos anos analisados comuns as duas espécies (probabilidade<0,05).

PEOP Prevaléncia
2007 G =0,263, X% gdl=1,p=0,608 G =3,704, X2, gdl = 1, p = 0,054
2019 G =3,346, X%, gdl =1, p=0,067 G =0,120, X?,gdl=1,p=0,730

3.1.3 Distribuicdo dos ovos parasitados na area de estudo

As campanhas analisadas ndo incluiram exatamente 0 mesmo numero de estacbes amostradas, no
entanto, em todos 0s anos, a area de estudo variou entre Céadis-Caminha (campanhas dirigidas a
sardinha) ou Cadis-Finisterra (campanhas dirigidas a carapau). E evidente pelas distribuicbes
apresentadas nos mapas dos subcapitulos 3.1.3.1 e 3.1.3.2, que existiu uma grande variacao espacial na
abundéncia de ovos de sardinha e carapau, bem como nas localizagfes das estagcbes onde foram
capturados ovos das espécies alvo. O nimero de estacdes onde foram capturados ovos parasitados, das
duas espécies, também variou bastante entre as campanhas de amostragem.

3.1.3.1 Sardinha

A nivel espacial, apesar de 0s ovos de sardinha ocorrerem por toda a area de estudo, é possivel destacar
as zonas entre Cadis e Punta Umbria e entre Aveiro e o Porto, como tendo mais ovos parasitados
recorrentemente nos anos analisados (figs. 3.9 a 3.15).

3.1.3.2 Carapau

Tal como observado para 0s ovos de sardinha, a distribuicdo dos ovos de carapau parasitados ndo

evidenciou um padrdo regular entre campanhas, tendo sido observados ovos parasitados em toda a
area de estudo, apesar de 0s ovos parasitados serem mais constantes na regido sudoeste da area de
estudo, entre Sagres e Vila Nova de Milfontes (figs 3.16 a 3.20).
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Figura 3. 10- Distribuicdo de abundéancia de ovos de sardinha inclu-
indo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cinzento)
durante a campanha de 2013. Os circulos sdo proporcionais a abun-
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Figura 3. 11- Distribuicdo de abundéncia de ovos de sardinha inclu-
indo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cinzento)
durante a campanha de 2014. Os circulos sdo proporcionais a abun-
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Figura 3. 13- Distribuicdo de abundéancia de ovos de sardinha inclu-
indo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cinzento)
durante a campanha de 2017. Os circulos sdo proporcionais a abun-
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Figura 3. 15- Distribui¢do de abundéancia de ovos de sardinha inclu-
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Figura 3. 16- Distribuicdo de abundéncia de ovos de carapau in-
cluindo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cin-
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Figura 3. 17- Distribuicdo de abundéncia de ovos de carapau in-
cluindo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cin-
zento) durante a campanha de 2004. Os circulos sdo proporcio-
nais a abundancia.
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Figura 3. 18- Distribuicdo de abundancia de ovos de carapau in-
cluindo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cin-
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Figura 3. 19- Distribuicéo de abundancia de ovos de carapau inclu-
indo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cinzento)
durante a campanha de 2007. Os circulos séo proporcionais a abun-
dancia.

Figura 3. 20- Distribuicdo de abundancia de ovos de carapau inclu-
indo os ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi (a cinzento)
durante a campanha de 2019. Os circulos sdo proporcionais a abun-
dancia.



3.1.4 Prevaléncia dos ovos parasitados em trés subdivisdes da &rea de estudo

Com o objetivo de avaliar a propor¢do de ovos parasitados a nivel espacial e fazer uma comparagdo inter-
anual, a area de estudo foi divida em trés secc¢bes (Golfo de Cadis-Sagres, Sagres-Canhédo da Nazaré, Canhéo
da Nazaré-Finisterra), tal como descrito na metodologia (subsecgdo 2.1.1). Foram efetuados testes G-de-
independéncia para comparar a prevaléncia do parasita em cada uma das sec¢es (figs. 3.21 a 3.32), nos ovos
das espécies-alvo, de modo que se pudesse entender se haveria alguma regido que se destacasse por ter uma
maior ou menor prevaléncia.

No caso dos ovos de sardinha, apenas se verificaram variacgdes estatisticamente significativas nos anos de 2007,
em que a regido Canhdo da Nazaré-Finisterra se destaca por apresentar uma menor prevaléncia (0,28%), 2014,
em que a regido Sagres-Canhdo da Nazaré apresenta variacOes significativas relativamente a regido Cadis-
Sagres, por ter uma menor prevaléncia (0,94% comparado com 2,46%, respetivamente), e 2020, em que mais
uma vez se destaca a regido Canhao da Nazaré-Finisterra por apresentar uma menor prevaléncia (1,27%).

Relativamente aos ovos de carapau, as variagOes estatisticamente significativas foram observadas nos anos de
2004, em que a regido Canhdo da Nazaré-Finisterra apresenta variacdes significativas, por apresentar uma
maior prevaléncia (27,82%), e 2007 em que € a regido Cadis-Sagres que se destaca, neste caso por apresentar
uma prevaléncia de parasitismo menor (1,10%) quando comparada com as outras duas regides.

O que se pode concluir através da analise dos resultados destes testes (tabela 3.6) é que ndo existem variagGes
muito evidentes entre as trés regides em relagdo a este parametro, uma vez que apenas em alguns anos se
identificaram dissemelhancas. No entanto, tendo em conta os resultados obtidos, pode inferir-se que a regido
gue mostra uma maior independéncia relativamente as outras duas é a do Canhdo da Nazaré-Finisterra.
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0.00% 0.00%
Cadis-Sagres Sagres-Canhdo da Canhdo da Cadis-Sagres Sagres-Canhdo da Canhdo da
Nazaré Nazaré-Finisterra Nazaré Nazaré-Finisterra
Figura 3. 21- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de Figura 3. 22- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de sardinha — 2007. estudo nos ovos de sardinha — 2013.
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Prevaléncia do parasita nas trés sub-
divisoes - sardinha (2014)

3.00% 2.46%

2.00% 1.64%
0.94%

1.00%

Sagres-Canhdo da Canhdo da
Nazaré Nazaré-Finisterra

Cadis-Sagres

Figura 3. 23- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de sardinha — 2014.

Prevaléncia do parasita nas trés sub-

divisGes - sardinha (2019)
2.85%

3.00%

2.47%

2.32%
2.00%

1.00%

0.00%
Sagres-Canhdo da Canhdo da Nazaré-
Nazaré Finisterra

Cadis-Sagres

Figura 3. 26- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de sardinha - 2019.

Prevaléncia do parasita nas trés sub-
divisGes - sardinha (2016)
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0.00%
Sagres-Canhdo da Canhdo da

Nazaré Nazaré-Finisterra

Figura 3. 24- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de sardinha — 2016.

Prevaléncia do parasita nas trés sub-
divisGes - sardinha (2020)

4.00% 3.22% 3.58%
3.00%
2.00% 1.27%
1.00% -
0.00% —

Cadis-Sagres Sagres-Canhdo da Canhdo da

Nazaré Nazaré-Finisterra

Figura 3. 27- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de sardinha-2020.

Prevaléncia do parasita nas trés sub-
divisoes - sardinha (2017)
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0.40%
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0.70%

0.00%

Sagres-Canhdo da Canhdo da
Nazaré Nazaré-Finisterra

Cadis-Sagres

Figura 3. 25- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de sardinha — 2017.

Prevaléncia do parasita nas trés sub-
divisGes - carapau (2002)

15.00%
10.24%
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0.00% I:' I:'
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Nazaré Finisterra

Cadis-Sagres

Figura 3. 28- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de carapau- 2002.
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Figura 3. 31- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de carapau - 2007.

Figura 3. 29- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de Figura 3. 30- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de carapau - 2004. estudo nos ovos de carapau - 2005.

Figura 3. 32- Prevaléncia do parasita nas trés subdivisdes da area de
estudo nos ovos de carapau - 2019.
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Tabela 3. 6- Resultados do teste G-de-independéncia para comparacao da prevaléncia do parasita em estudo nas trés divisdes
da area de estudo (probabilidade<0,05). A vermelho encontram-se representados os valores estatisticamente significativos
entre 0s anos.

Sardinha Cadis-Sagres Sagres-Canhao da Nazaré
2007 Sagres-Canhdo da Nazaré 0,462 -
Canhdo da Nazaré-Finisterra <0,001 0,008
2014  Sagres-Canhdo da Nazaré 0,049 -
Canhéao da Nazaré-Finisterra 0,375 0,658
2020  Sagres-Canhdo da Nazaré 1,000 -
Canh&o da Nazaré-Finisterra <0,001 <0,001
Carapau Cédis-Sagres Sagres-Canhéo da Nazaré
2004 Sagres-Canhdo da Nazaré 0,184 -
Canh&o da Nazaré-Finisterra 0,006 <0,001
2007 Sagres-Canhdo da Nazaré <0,001 -
Canhdo da Nazaré-Finisterra <0,001 0,596

3.2 Sintese dos valores dos fatores ambientais selecionados

S&o apresentados nesta sec¢do os valores dos fatores ambientais e geograficos selecionados nas estagdes
de amostragem analisadas nos varios anos em estudo, sendo os mesmos relacionados com as densidades
de ovos e ovos parasitados para cada espécie e por estrato.

Profundidade

As profundidades variaram, em todas as estagGes (com e sem ovos), em todos 0s anos de analise, entre
0s 7,5 e 0s 2043m, no caso dos ovos de sardinha e entre os 8 e 0s 2730m no caso dos ovos de carapau
(Anexo V).

Para construir diagramas de caixa que mostrassem os resultados de forma mais adequada, foram
retirados os valores das esta¢cdes com profundidades superiores a 300m, pois estes constituiam registos
extremos sem particular interesse para as analises a efetuar.

Tendo em conta os graficos que mostram a profundidade dos locais a que foram recolhidos ovos de
sardinha (fig. 3.33), pode observar-se que o estrato 2 apresenta, de modo geral, profundidades maiores.
Quando comparadas as profundidades das esta¢cfes com todos 0s ovos (parasitados e ndo parasitados) e
as profundidades das estagbes onde se encontraram ovos parasitados, ndo se observa uma grande
dissemelhanca em nenhum dos estratos.

Nos gréaficos que mostram a profundidade a que foram recolhidos ovos de carapau (fig. 3.34) pode
observar-se novamente que o estrato 2 apresenta, na sua maioria, profundidades maiores. Comparando
as profundidades das estagcdes com todos os ovos e as profundidades das estagdes onde se encontraram
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ovos parasitados, a Unica variacdo relevante aparente ocorreu no ano de 2005, no estrato 1, onde as
estacOes com ovos parasitados apresentam uma profundidade tendencialmente superior que as estaces
com todos os ovos.

Profundidades do estrato 1 - estagées com Profundidades do estrato 2- estagGes com
ovos ovos
350 350
300 ° ° 300
250 : . ° =~ 250
200 e —d 200
150 ——— o I 50 |————
100 T [ 1t |
0 0
1 1
I 2007 M 2014 M 2016 [7] 2017 M 2019 M 2020 M 2007 M 2013 ¥ 2014 [7]2016 M 2017 M 2019 M 2020
Profundidades do estrato 1 - estagdes com Profundidades do estrato 2 - estagcbes com
ovos parasitados ovos parasitados
350
300 °
250 8
200 5
150 |— - M
fool————— - i =) SR
50 A T
0
1 1
Il 2007 W 2014 2016 [] 2017 [H 2019 [ 2020 W 2007 [ 2013 [ 2014 [ 2016 [ 2017 [ 2019 W 2020

Figura 3. 33- Profundidades das esta¢des onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e ovos parasitados de sardinha,
nos dois diferentes estratos (estrato 1 — do Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres; estrato 2 — do Cabo de Sagres a Finisterra). Nestes gréafi-
cos encontram-se representadas as medianas, 0s maximos e minimos e o0 1° e o 3° quartil dos dados analisados.
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Figura 3. 34- Profundidades das estacdes onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e ovos parasitados de carapau,
nos dois diferentes estratos (estrato 1 — do Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres; estrato 2 — do Cabo de Sagres a Finisterra). Nestes gréafi-
Cos encontram-se representadas as medianas, 0s maximos e minimos e 0 1° e o 3° quartil dos dados analisados.

Temperatura

As temperaturas variaram, em todas as esta¢cdes (com e sem ovos), em todos o0s anos de analise, entre
0s 12,1 e 0s 20,5°C, no caso dos ovos de sardinha e entre 0s 11,6 e 17,2°C no caso dos ovos de carapau
(Anexo V).

Tendo em conta os gréaficos que mostram a temperatura a que foram recolhidos ovos de sardinha (fig.
3.35), pode observar-se que 0 estrato 2 apresenta temperaturas ligeiramente mais baixas. Quando
comparadas as temperaturas das estacbes com todos 0s ovos (parasitados e ndo parasitados) e as
temperaturas das estagdes onde se encontraram ovos parasitados, a dissemelhanga mais clara ocorreu no
estrato 2, no ano de 2016, quando as temperaturas das estagbes em que foram encontrados ovos
parasitados foram tendencialmente mais elevadas.

Nos graficos que mostram a temperatura a que foram recolhidos ovos de carapau (fig. 3.36) pode
observar-se que os dois estratos apresentaram temperaturas semelhantes, exceto no ano de 2004, quando
0 estrato 2 apresentou temperaturas relativamente mais baixas. Comparando as temperaturas das
estacOes com todos 0s ovos e as temperaturas das estacdes onde se encontraram ovos parasitados, ndo
se detetam variacgdes relevantes.
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Figura 3. 35- Temperaturas das estagdes onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e ovos parasitados de sardinha,
nos dois diferentes estratos (estrato 1 — do Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres; estrato 2 — do Cabo de Sagres a Finisterra). Nestes grafi-
Cos encontram-se representadas as medianas, os maximos e minimos e 0 1° e o 3° quartil dos dados analisados.
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Figura 3. 36- Temperaturas das estacdes onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e ovos parasitados de carapau, nos
dois diferentes estratos (estrato 1 — do Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres; estrato 2 — do Cabo de Sagres a Finisterra). Nestes graficos
encontram-se representadas as medianas, os maximos e minimos e o 1° e o 3° quartil dos dados analisados.
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Salinidade

As salinidades variaram, em todas as estagdes (com e sem ovos), em todos os anos de analise, entre 0s
28,5 e 36,5, no caso dos ovos de sardinha e entre os 28,9 e 0s 36,5 no caso dos ovos de carapau (Anexo
V).

Para construir diagramas de caixa que mostrassem os resultados de forma mais adequada, foram
retirados os valores das estacdes com salinidades abaixo de 34, pois estes constituiam registos extremos
sem particular interesse para as analises a efetuar.

Tendo em conta os gréaficos que mostram a salinidade a que foram recolhidos ovos de sardinha (fig.
3.37), pode observar-se que no estrato 2 existiram salinidades ligeiramente mais baixas nos anos de 2019
e 2020. Quando comparadas as salinidades das estagdes com todos os ovos (parasitados e nédo
parasitados) e as salinidades das estagfes onde se encontraram ovos parasitados, ndo se observam
variagdes relevantes.

Nos graficos que mostram a salinidade a que foram recolhidos ovos de carapau (fig. 3.38) pode observar-
se que os dois estratos apresentam salinidades muito semelhantes. Apenas nos anos de 2004 e 2019 se
nota um valor ligeiramente menor de salinidade no estrato 2, relativamente ao estrato 1. Comparando as
salinidades das estacbes com todos 0s ovos e as salinidades das estacBes onde se encontraram ovos
parasitados, uma vez mais, ndo existem variagoes relevantes.
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Figura 3. 37- Salinidades das esta¢des onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e ovos parasitados de sardinha,
nos dois diferentes estratos (estrato 1 — do Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres; estrato 2 — do Cabo de Sagres a Finisterra). Nestes
gréficos encontram-se representadas as medianas, 0s maximos e minimos e o 1° e o 3° quartil dos dados analisados.
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Figura 3. 38- Salinidades das esta¢6es onde foram recolhidos ovos (parasitados e ndo parasitados) e ovos parasitados de carapau,
nos dois diferentes estratos (estrato 1 — do Golfo de Cadis ao Cabo de Sagres; estrato 2 — do Cabo de Sagres a Finisterra). Nestes
gréaficos encontram-se representadas as medianas, 0s maximos e minimos e o 1° e o 3° quartil dos dados analisados.
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3.3 Relacéo entre a distribuicdo espacial do parasita e fatores ambientais

Para estudar a distribuicdo espacial dos ovos parasitados e a possivel relacdo com fatores ambientais,
foram efetuadas analises com recurso a modelos GLM.

No caso dos ovos de sardinha, a andlise GLM (tabela 3.7) revelou que o nimero de ovos parasitados
parece estar negativamente relacionado com a profundidade (quanto menor a profundidade, maior a
prevaléncia de ovos parasitados) e a temperatura (quanto menor a temperatura, maior a prevaléncia de
ovos parasitados), bem como com os estratos (existem mais ovos parasitados no estrato 1- Cabo
Trafalgar no Golfo de Cédis ao Cabo de Sagres e menos no estrato 2- do Cabo de Sagres ao Cabo
Finisterra). A equacdo final do modelo GLM selecionado para os ovos de sardinha tem, portanto, como
variavel dependente o nimero de ovos de sardinha parasitados, dependendo das variaveis independentes
profundidade, temperatura e estratos e tendo como offset o volume de &gua filtrado (férmula =
Ovos_Parasit ~ - Profundidade - Temperatura + offset (log (Vol_filtr)) - Estratos).

A tabela 3.8, onde se encontram sumarizados os resultados do GLM para ovos de carapau, mostra que
0 numero de ovos parasitados estd negativamente relacionado com a profundidade (quanto menor a
profundidade, maior a prevaléncia de ovos parasitados) e positivamente relacionado com os estratos
(existem mais ovos parasitados no estrato 2 e menos no estrato 1). Em relacdo aos ovos de carapau, a
equacao final do modelo GLM selecionado tem como varidvel dependente o niumero de ovos de carapau
parasitados, dependendo entdo das varidveis independentes profundidade e estratos e tendo como offset
o0 volume de agua filtrado (formula = Ovos_Parasit~ - Profundidade + offset (log (Vol_filtr)) + Estratos).

Com esta analise, foi possivel concluir que dois fatores principais se destacaram para ambas as espécies
em estudo: a profundidade e os estratos. No entanto, 0s estratos parecem estar negativamente
relacionados com o nimero de ovos de sardinha parasitados e positivamente relacionados com o nimero
de ovos de carapau parasitados, o que significa que, nos anos analisados, existiu um maior nimero de
ovos de sardinha parasitados entre 0 Golfo de Cadis e Sagres (estrato 1), quando comparado com o
nUmero existente entre Sagres e Finisterra (estrato 2). Ja nos ovos de carapau, existiu um maior nimero
de ovos parasitados entre Sagres e Finisterra (estrato 2) do que entre o Golfo de Cédis e Sagres (estrato
1), pelo que esta informacao ndo parece mostrar qualquer tipo de padréo na parasitacdo dos ovos, uma
vez que a abundancia de ovos é maior, para as duas espécies, no estrato 2. No entanto pode significar
que existe algum tipo relagdo entre a prevaléncia de ovos parasitados e a zona geogréfica.

O Unico fator que mostra uma relacdo significativa semelhante nas duas espécies &, entdo, a
profundidade, sendo que, para ambas, 0 nimero de ovos parasitados aumenta com a diminuic¢do desta.
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Tabela 3. 7- Resultados da analise GLM com os fatores ambientais selecionados para inte-
grar o modelo explicativo final, tomando como variavel dependente o nimero de ovos de
sardinha parasitados. A verde estdo destacados os fatores ambientais e respetivos valores
que demonstraram relevancia estatistica para a analise em causa (probabilidade<0.05).

Sardinha

Probabilidade

Estimativa
(Intercept) -1,558
Profundidade -0,004
Temperatura -0,304
Salinidade 0,144
Estratos -1,059

0,733
<0,001
<0,001

0,221

<0,001

Tabela 3. 8- Resultados da analise GLM com os fatores ambientais selecionados para
integrar o modelo explicativo final, tomando como varidvel dependente o nimero de ovos
de carapau parasitados. A verde estdo destacados os fatores ambientais e respetivos valo-
res que demonstraram relevancia estatistica para a analise em causa (probabilidade<0.05).

Carapau

Probabilidade

Estimativa
(Intercept) -46,689
Profundidade -0,007
Temperatura 0,318
Salinidade 0,994
Estratos 1,236

0,021
<0,001
0,145
0,102

0,001
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3.4 Relacéo entre a prevaléncia de infecdo e a mortalidade de ovos estimada nas
anélises do método DEPM

De forma a tentar aferir a eventual relacdo entre a infegdo por Ichthyodinium chabelardi e a mortalidade
dos ovos, calculada nas analises para a estimacdo de SSB pelo método DEPM (ICES, 2021), apresentam-
se graficamente esses resultados (tabela 3.9). Os resultados apresentados sdo apenas de ovos de sardinha,
pois ndo estdo disponiveis dados para ovos de carapau, nos anos em estudo, exceto para o ano de 2019,
por serem campanhas anteriores a implementacdo da metodologia DEPM para carapau. A titulo de
exemplo, na area de estudo, tem-se entdo que em 2019 se obteve uma mortalidade de ovos de carapau
de 61,06% (documentos internos IPMA).

Tendo em conta a comparacdo dos dados apresentada na tabela 3.9, para a sardinha, pode observar-se
que algumas das maiores mortalidades coincidem com as maiores prevaléncias de infecdo. Por exemplo,
a maior mortalidade estimada (51,32% em 2020 na regido ICES 9a Sul) coincide também com a maior
prevaléncia de infeg&o (3,22%).

Tabela 3. 9- Comparagao da estimativa de mortalidade total de ovos de sardinha pelo método DEPM
e a prevaléncia de infe¢do do parasita obtida neste estudo, nos anos em comum.

Mortalidade/dia (%) Prevaléncia de infegio(%)
2005 9a Sul 39,59 -
9a Oeste 35,08 -
2008 9a Sul 51,32 =
9a Qeste 43,79 =
2011 9a Sul 48,93 -
9a Qeste 39,59 -
2014 9a Sul 47,69 2,46
9a Oeste 42,42 1,70
2017 9a Sul 46,42 0,80
9a Oeste 46,42 0,65
2020 9a Sul 51,32 3,22
9a Qeste 42,42 2,40
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3.5 Anélise molecular para detecdo de Ichthyodinium chabelardi em génadas de
sardinha

Para confirmar a eficiéncia dos primers empregues, foram utilizados como controlo ovos de sardinha,
gue previamente se sabia estarem parasitados (através da observacgdo a lupa no laboratério do IPMA).
Foi corrido um PCR para confirmar a presenga de ADN do tamanho esperado para o parasita (=1500bp)

A A ArCr A an

Na figura 3.40, onde € apresentado o resultado de um PCR otimizado (foi otimizado o programa de
temperaturas) € possivel observar-se a presenca da amplificacdo do fragmento de ADN do tamanho
esperado para o parasita (=1500bp) também nos ovos 1 e 9. Aquando da andlise das génadas, foi possivel
detetar a amplificacdo deste mesmo fragmento nas génadas 4,5,6,7 e 9, sugerindo a presenca de ADN
do parasita em algumas das génadas analisadas. No entanto, apds remogao da banda-alvo do gel para as
amostras de gonadas 4,6,7 e 9, para sequenciacdo, ndo foram obtidas sequéncias com o tamanho
esperado e ndo foi por isso possivel confirmar a amplificacdo de ADN de Ichthyodinium chabelardi.

Posteriormente foram desenvolvidos primers para um fragmento mais curto de ADN e todos 0s ovos
amplificaram a banda-alvo. Foi confirmado que esse fragmento de ADN correspondia ao do parasita
através da sequenciacdo do mesmo. A razdo pela qual os ovos ndo amplificaram todos a banda-alvo na
primeira tentativa pode ter-se devido ao facto de os primers ndo serem tdo especificos como esperado
ou devido a concentracdo de ADN de parasita nesses ovos ser muito baixa, ou mesmo pelo facto de o
ADN se encontrar degradado.

L 12.3 4.5 67.8.9.10 B

LB e

Figura 3. 39- Resultado da eletroforese dos produtos do PCR do ADN de ovos de sardinha.
Legenda: L-Lader, B-Branco. A seta azul indica o local onde é possivel observar a presenca
dos fragmentos com o tamanho esperado.
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Figura 3. 40- Resultado da eletroforese dos produtos dos PCR do ADN de ovos (esquerda) e génadas (direita) de
sardinha. Legenda: L- Lader, B- Branco. A seta branca indica o local onde é possivel observar a presenca dos frag-
mentos com o tamanho esperado.

47



4. Discussao

Um dos principais objetivos deste estudo foi tentar compreender de que forma Ichthyodinium chabelardi
se distribui ao longo da area geogréafica analisada. Assim, foram efetuados calculos da prevaléncia e da
PEOP do mesmo nos ovos de sardinha em 2007, 2013, 2014, 2016, 2017, 2019 e 2020, e nos ovos de
carapau em 2002, 2004, 2005, 2007 e 2019.

Foi confirmada a presenca do parasita em todos o0s anos analisados, em ambas as espécies, 0 que revela
um carécter ndo esporadico de infecdo. Varios estudos mostram também a presenca persistente do
parasita em diferentes espécies de peixe e em diferentes regiGes do mundo (e.g Yuasa et al., 2007,
Shadrin et al., 2010).

Quando analisadas as prevaléncias e as PEOP obtidas para a sardinha e o carapau nos anos em que
existiu informacdo de ambas as espécies (2007 e 2019), pode afirmar-se que ndo se verificou qualquer
tipo de selecdo preferencial de hospedeiro pelo parasita para nenhuma destas duas espécies. Este
resultado era o esperado, pois esta provado que Ichthyodinium chabelardi é um parasita generalista
(Gleason et al.,2019). O trabalho descrito por Shadrin et al., (2010) demonstra que o parasita foi
encontrado em varios grupos taxondmicos de peixes como Leiognathidae, Engraulidae, Clupeidae e
Mugilidae.

Relativamente as percentagens de ovos infetados obtidas no calculo da prevaléncia, pode-se afirmar que
ndo existem grandes flutuacOes de valores na sardinha (0,80% < prev. > 4,32%) e que o carapau, apesar
de tdo-pouco apresentar variagdes muito relevantes, assume valores um pouco mais discordantes (0,82%
< prev. > 10,97%). Os resultados obtidos mostram que o nimero de ovos parasitados é muito inferior
ao numero de ovos nédo parasitados. A percentagem de estacfes com ovos parasitados (PEOP) tem, de
uma forma geral, uma relagdo direta com a prevaléncia, pelo que quando o valor da prevaléncia € maior,
0 PEOP tende a ser também maior, podendo entdo inferir-se que, num ano em gue existe uma baixa
prevaléncia, 0 nimero de estagdes com ovos parasitados tende também a diminuir, existindo uma menor
parte da area de estudo com ovos infetados.

Stratoudakis et al. (2000) calcularam a percentagem de estacBes com ovos parasitados (PEOP) pelo
parasita Ichthyodinium chabelardi em ovos de sardinha em 1997 e 1999 na costa portuguesa, obtendo
um resultado de cerca de 30%, bem como uma prevaléncia de 6,5% e 3,8%, respetivamente. Um outro
estudo (Shadrin et al., 2010) calculou a prevaléncia deste mesmo parasita na Baia de Nha Trang
(Vietname), entre os anos de 2002 e 2010, variando os valores entre 11,8% e 57,0% nas amostras
recolhidas de fevereiro a abril, e entre 6,3% e 35,8% nas amostras recolhidas de outubro a dezembro,
tendo estes céalculos sido efetuados sem distinguir as espécies presentes nas amostras utilizadas. A
alteracdo destes valores nas diferentes épocas de recolha € sugerida pelos autores como sendo o resultado
de alteracGes na estabilidade do ambiente envolvente, sendo a época de chuvas (de outubro a janeiro)
caracterizada pela descida da temperatura das &guas e aumento da precipitacdo, causando a alteragdo
das condicbes, bem como instabilidade causada por tempestades, o que leva a um ambiente menos
favoravel ao parasita.

No presente trabalho ndo foi objetivo investigar as diferengas causadas na prevaléncia do parasita
sazonalmente, uma vez que a maioria das campanhas analisadas teve lugar entre janeiro e fins de
fevereiro/inicios de marco, com excecdo dos anos de 2014 e 2016, cujas campanhas se realizaram entre
margo e maio.
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Sendo a infecdo pelo parasita de caracter ndao esporadico, seria de esperar uma prevaléncia com poucas
flutuacGes em todos os anos analisados, em ambas as espécies, mas apesar de ndo ocorrerem variagdes
muito marcadas, como explicado nos paragrafos anteriores, a analise estatistica efetuada (testes G-de-
independéncia) demonstrou que alguns anos se destacavam, tanto em termos de prevaléncia como de
PEOP, assumindo 2013 o maior destaque no caso da sardinha, devido a elevada fragdo de ovos
parasitados, estando estes bastante bem distribuidos pela area de amostragem. Evidenciaram-se 0s anos
de 2005 e 2019 no caso do carapau, por causa da reduzida proporcdo de ovos parasitados, quando
comparada com a dos restantes anos analisados, apesar destes anos corresponderem aqueles em que
mais ovos foram recolhidos. Estas diferencas podem ter um carécter aleatério, como o facto de os ovos
capturados nessas mesmas campanhas terem sido mais ou menos afetados pelo parasita, ou podem
existir fatores ambientais que favorecam a proliferacdo do parasita em determinadas condices.

Na analise GLM efetuada para avaliar a importancia que certos fatores ambientais apresentavam na
abundancia do parasita, o fator explicativo que mais se destacou foi a profundidade a que os ovos se
encontravam, tendo-se chegado a conclusdo que quanto menor a profundidade, maior o nimero de ovos
parasitados. A nivel geografico, os estratos também evidenciaram determinada importancia na
distribuicdo do parasita, embora tenham evidenciado uma relagéo negativa com os ovos de sardinha e
positiva com 0s ovos de carapau, significando isto que o local onde se encontraram proporcionalmente
mais ovos de sardinha parasitados foi entre o Golfo de Cadis e o Cabo de Sagres (estrato 1) e o local
onde se encontraram mais ovos de carapau parasitados foi entre 0 Cabo de Sagres e Finisterra (estrato
2). A temperatura mostrou uma relagdo negativa significativa unicamente com o nimero de ovos de
sardinha parasitados, revelando que quanto menor a temperatura, maior o nimero de ovos parasitados.

De acordo com a distribuicdo vertical das espécies em estudo faz sentido o que foi descrito na analise
GLM relativamente a profundidade, uma vez que a sardinha e o carapau encontram-se preferencialmente
em profundidades entre os 100-150m e os 100-250m, respetivamente, e que 0s ovos e individuos mais
jovens se encontram a menores profundidades (Parrish et al., 1989, Sousa et al., 2005). No que diz
respeito a distribuicdo geografica do parasita, Stratoudakis et al. (2000) afirmam que a sua presenca nao
é geograficamente restrita, 0 que é comprovado neste trabalho, uma vez que foi possivel encontrar ovos
parasitados em toda a extensdo da area de estudo, apesar de em alguns dos anos analisados, ter sido
possivel denotar uma maior proporc¢ao de ovos parasitados numa das trés regides em que foi dividida a
area de estudo (sub-capitulo 2.1.1), na regido Canhdo da Nazaré-Finisterra. Relativamente a
temperatura, na area de estudo, esta varia com a regido, pelo que esta variacdo na quantidade de ovos
parasitados (no caso da sardinha) pode ter um fator geografico, no entanto, ndo havendo neste estudo
dados sazonais da presenca do parasita, torna-se dificil fazer essa interpretagdo. Contrariamente aos
resultados obtidos neste trabalho relativamente a temperatura, outros estudos sugerem que aguas com
temperaturas mais elevadas sdo as mais propicias ao desenvolvimento do parasita (Mori et al., 2007;
Skovgaard et al., 2009; Skovgaard et al., 2010). No entanto, este parasita € encontrado em aguas com
condigdes térmicas bastante distintas, tendo sido detetado em aguas com temperaturas entre os 12°C e
0s 20°C (neste estudo) e em aguas com temperaturas entre 26°C e os 30°C (Mori et al., 2007). As
diferencas de temperatura encontradas na area de estudo possivelmente ndo tiveram amplitude suficiente
para que se pudesse encontrar um padrdo entre a distribuicdo dos ovos parasitados e a temperatura.

O fator salinidade ndo apresentou, neste estudo, uma grande relevancia para explicar a variacdo das
relagdes parasitarias em analise, todavia Skovgaard et al. (2010) conduziram um estudo para detecdo do
parasita na espécie Gadus morhua no mar Baltico (baixas salinidades) e assumem a possibilidade de
Ichthyodinium chabelardi depender de altas salinidades para ter a capacidade de proliferar. Uma vez
que a salinidade de toda a &rea de estudo é relativamente elevada, variando geralmente entre 28,6 e 36,5,
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é razoavel que a andlise efetuada ndo tenha permitido detetar variagfes na prevaléncia do parasita em
relacdo a este fator.

No que diz respeito a distribui¢cdo do parasita pela area de estudo, quando analisados os mapas da
distribuicdo dos ovos parasitados por Ichthyodinium chabelardi, no caso dos ovos do carapau pode
atentar-se que na zona sudoeste da area de estudo, entre Sagres e Vila Nova de Milfontes existe uma
maior concentracdo, tanto de ovos ndo parasitados como parasitados. No caso da sardinha, pode
observar-se uma maior concentracao de ovos parasitados entre Cadis e Punta Umbria e entre Aveiro e o
Porto. A infecdo observada nas duas espécies ndo tem um padrao regular, no entanto é possivel notar
gue as estacBes com ovos parasitados tendem a encontrar-se agregadas entre si, parecendo indicar que
um foco de parasitismo se alastra para as regides mais proximas. O trabalho de Stratoudakis et al. (2000)
teve por base a mesma &rea de estudo que a analisada neste trabalho e, também este, mostrou que os
ovos (de sardinha) infetados pelo parasita parecem distribuir-se sem qualquer tipo de padréo aparente.

Os testes G-de-independéncia realizados para verificar se ocorriam disparidades na proporgédo de ovos
infetados entre as trés regides em que foi dividida a area de estudo (Golfo de Cédis-Sagres, Sagres-
Canhdo da Nazaré, Canhdo da Nazaré-Finisterra) mostraram que na maioria dos anos nao existiam
dissemelhangas na prevaléncia do parasita. Ocorreram diferencas significativas em trés dos sete anos
analisados, no caso da sardinha, e em dois dos cinco anos, no caso do carapau. Ora, a maioria destas
variagdes ocorreram na regido “Canhdo da Nazaré-Finisterra”, no sentido positivo, ou seja, as
dissemelhangas denotadas nestes anos e nesta regido deveram-se a uma maior percentagem de
parasitacdo relativamente as outras regides. Estas variagdes podem ter-se verificado devido a outros
fatores bioticos ou abi6ticos ndo tidos em conta neste estudo.

Como ja referido anteriormente neste trabalho, segundo Borges et al. (1996), existem quatro possiveis
hip6teses para a infecdo pelo parasita:

1- O parasita encontra-se na dgua e consegue entrar para o0 saco vitelino através do micropilo, antes
do fecho deste, que ocorre ap6s a fecundacao;

2- O parasita entra no hospedeiro na fase adulta e existe ja nas génadas dos progenitores, logo 0s
gametas estdo infetados mesmo antes da fecundagéo ocorrer;

3- O parasita encontra-se na dgua e penetra o ovo através dos poros existentes no cérion;

4- O parasita encontra-se na dgua e entra no ovo através de fagocitose, com o auxilio de enzimas.

A forma como o parasita infeta 0s ovos dos seus hospedeiros ainda ndo é conhecida, todavia, os resul-
tados da analise molecular obtidos neste estudo sugerem que 0 mesmo ja possa estar presente nas gona-
das dos progenitores. No entanto, estes resultados carecem da confirmacédo de que o fragmento de ADN
amplificado nos PCR (apesar de apresentar o tamanho certo) pertence realmente a Ichthyodinium cha-
belardi, nomeadamente através da sequenciagdo do mesmo.

Posto isto, caso os resultados futuros de sequenciagdo das bandas-alvo de ADN amplificadas nas
gobnadas de sardinha comprovem que 0 ADN do parasita esta presente, os 0dcitos, no momento da
postura, ja deverdo estar contaminados com o parasita. Estes resultados acabam por levantar uma
questdo pertinente, pois Ichthyodinium chabelardi apenas p6de ser detetado, a lupa, a partir do estadio
V dos ovos, indicando entdo que o mesmo, caso esteja presente, permanece indetetavel nos estadios
primarios de desenvolvimento dos ovos (Stratoudakis et al.,2000). Tendo isto em conta, os valores de
infecdo do parasita podem ser muito maiores do que os apresentados neste estudo, ndo sendo detetaveis
a lupa. Caso se tivesse a oportunidade de realizar analises moleculares a todos os ovos, estes valores de
prevaléncia de infecdo poderiam sofrer alteracGes.
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O facto de poderem ser encontrados os 4 niveis de infecdo em praticamente todos os estadios de
desenvolvimento dos ovos em que é detetavel o parasita a lupa, levanta também algumas questdes
relativamente ao desenvolvimento do parasita dentro do ovo, pois se 0 parasita infetasse 0s ovos sempre
na mesma altura de vida destes, os niveis de parasitacdo deveriam ser mais lineares relativamente ao
estadio de desenvolvimento dos ovos.

Stratoudakis et al. (2000) defendem que a infegdo ocorre muito provavelmente através dos gametas dos
progenitores. Mori et al. (2007) discordam desta hipo6tese, concordando com outros autores,
nomeadamente com Yausa et al. (2007), que sugerem que o parasita infeta os ovos horizontalmente,
utilizando a agua como vetor. Yausa et al. (2007) afirmam que, na espécie-alvo do seu estudo (atum
amarelo — Thunnus albacares) foi detetado o parasita através de PCR na agua mas ndo nas gonadas dos
individuos, o que sugere que a infe¢do ocorre através da 4gua, penetrando o parasita no ovo através do
orificio ocasionado pela entrada do espermatozoide antes de este fechar, uma vez que ndo foram
observadas cicatrizes na sua estrutura, indo esta declaracdo diretamente contra a hip6tese colocada no
presente estudo. Apesar de haver indicagdes de que houve amplificacdo de um fragmento de tamanho
esperado para Ichthyodinium chabelardi nas génadas de sardinha analisadas, os resultados deste estudo
ndo permitem aceitar ou rejeitar qualquer uma das hipdteses colocadas. Por outro lado, é possivel que o
parasita possa ter mais do que um mecanismo de infe¢do, podendo esta acontecer antes e depois da
expulsdo dos o6citos para o exterior.

Compreender o mecanismo de infe¢do do parasita é importante para que se conhega todo o ciclo de vida
de Ichthyodinium chabelardi de modo a que se consiga, 0 mais depressa possivel, comecar a explorar
medidas de mitigacdo dos seus impactos, antes que este se torne uma ameaga maior para 0S peixes
pelagicos (Gleason et al.,2019).

A variagdo do recrutamento de peixes pelagicos tem as mais variadas causas, sendo a mortalidade no
recrutamento um dos maiores determinantes desta variacdo (Stratoudakis et al., 2000). A mortalidade
nas fases inicias de vida pode dever-se a varias causas naturais, como o desenvolvimento deficiente do
ovo, inanicdo, predacao e canibalismo de ovos e larvas de peixe, entre outras. O aspeto abordado por
este trabalho, que potencialmente podera ter influéncia na mortalidade na fase inicial de vida dos peixes
é 0 parasitismo, outra causa natural de mortalidade de ovos e larvas. Foi calculada a mortalidade total
dos ovos sardinha por dia em 2005, 2008, 2011, 2014, 2017 e 2020, tendo-se obtido valores entre 0s
35,08% e o0s 51,32% (ICES, 2021). Através dos resultados obtidos para a prevaléncia do parasita nos
ovos desta espécie, pode afirmar-se que o parasitismo por Ichthyodinium chabelardi pode ter algum
peso nas taxas de mortalidade dos ovos e larvas de sardinha, ndo devendo ser ignorado.

Quando comparada a percentagem de mortalidade total didria com a prevaléncia de infegdo para os anos
em comum (sub-capitulo 3.4), é possivel observar que as percentagens de mortalidade total diaria mais
elevadas, coincidem, frequentemente, com as prevaléncias de infecdo mais elevadas. Esta informacao
pode dar alguma indicacdo de que o parasita afeta, de alguma forma, a mortalidade estimada.

Este parasita, ndo s6 € um problema na infecdo de peixes peldgicos no seu ambiente natural, como
também foi j& identificado como sendo uma praga em aquiculturas, existindo dados que sugerem que
Ichthyodinium chabelardi é uma parasita em ascensdo que se esta a espalhar por novos ecossistemas,
tanto marinhos como, possivelmente, também de 4gua doce (Sgrensen et al., 2014, Gleason et al.,2019).
Por estas razdes e pelo valor econdmico associado as espécies de peixes pelagicos afetadas pelo parasita,
torna-se evidente a importancia de conhecer melhor a sua biologia, o seu ciclo de vida e identificar as
condicBes ambientais em que prolifera, de modo a que se consiga fazer uma gestdo apropriada das
populacdes das espécies-alvo deste trabalho, de forma a garantir a sustentabilidade das mesmas.
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5. Consideracoes Finais

A sardinha e o carapau, bem como outras espécies de peixes pelagicos (e.g bigueirdo, verdinho) sdo
peixes com uma elevada importancia econémica. O parasita Ichthyodinium chabelardi é responsavel,
em parte, pela mortalidade destas espécies nas suas fases iniciais de vida, infetando os ovos das mesmas
e levando, em todos os casos conhecidos, a morte do seu hospedeiro.

Um dos objetivos apresentados para este trabalho foi compreender de que forma o parasita se distribui
ao longo da area de estudo, tendo em conta fatores ambientais selecionados e qual a percentagem de
ovos infetados pelo mesmo. Tendo em conta este objetivo, foram efetuados mapas da area de estudo
com a distribui¢do dos ovos de sardinha e carapau parasitados, tendo-se chegado a conclusdo de que ndo
existe um padrdo de distribuicdo aparente, embora ocorram areas com presenca recorrente de ovos
parasitados, sendo estas, no caso da sardinha, as regides entre Cadis e Punta Umbria e entre Aveiro e 0
Porto, e no caso do carapau, ha zona sudoeste da area de estudo, entre Sagres e Vila Nova de Milfontes.
Foram também calculadas a prevaléncia e a PEOP nos anos analisados, tendo estas variado entre 0,80%
e 10,97% e entre 2,00% e 15,32%, respetivamente.

Nas analises GLM efetuadas para compreender se existia uma relagdo entre os fatores ambientais e a
prevaléncia do parasita, o fator que mais se destacou foi a profundidade dos locais a que 0s ovos se
encontravam, tendo-se chegado a conclusdo que quanto menor a profundidade, maior o nimero de ovos
parasitados, estando este resultado de acordo com o que se sabe da distribuic&o vertical das espécies. O
fator temperatura demonstrou uma relagdo negativa com o nimero de ovos de sardinha parasitados, o
que significa que quanto menor a temperatura, maior o nimero de ovos parasitados. Na area de estudo,
atemperatura varia com a regido, pelo que esta variagdo com a temperatura pode ter um fator geografico.
Ja relativamente a localizacéo geografica também foram encontradas dissemelhancas na prevaléncia dos
ovos parasitados nas diferentes sub-regides (estratos 1 e 2) em que foi dividida a area de estudo, tendo-
se destacado uma maior proporgao de ovos de sardinha parasitados no estrato 1 e uma maior proporgdo
de ovos de carapau parasitados no estrato 2. O fator ambiental salinidade néo apresentou relevancia
estatistica.

Outro objetivo estabelecido para este trabalho foi compreender o mecanismo de infecdo dos ovos. Para
esse fim, foram efetuadas analises moleculares a gonadas de sardinha, de modo a compreender se 0
parasita se encontrava ja presente nos oocitos antes da sua libertacdo, ou se a parasitagdo acontecia
apenas no exterior. Os resultados obtidos, ainda que preliminares, sugerem que 0 mesmo ja possa estar
presente nas génadas dos progenitores, no entanto, estes resultados carecem de confirmacéo, através da
sequenciacdo do segmento de ADN amplificado, apesar de este apresentar o tamanho esperado para
Ichthyodinium chabelardi.

Os resultados demonstraram que a percentagem de individuos das espécies em estudo infetados por este
parasita, embora com valores entre 0,80% e 4,32% nos ovos de sardinha e entre 0,82% e 10,97% nos
ovos de carapau, ndo deve ser ignorada como contribuindo para a mortalidade, pelo que devem ser
efetuados esforcos para conhecer melhor este parasita e 0 seu mecanismo de infecéo, e projetar possiveis
distribuic@es futuras e explorar medidas de mitigacdo para a infegdo por Ichthyodinium chabelardi nos
mananciais de peixes pelagicos.
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Para dar continuidade a este trabalho e de forma a preencher as lacunas observadas relativamente ao
conhecimento existente sobre Ichthyodinium chabelardi, futuras pesquisas poderdo recair sobre:

- Desenvolver primers especificos para o parasita em questdo, diferentes dos usados neste trabalho, de
forma a constatar a existéncia de genoma do parasita nas génadas de peixes afetados por este, e posterior
sequenciacdo do mesmo para confirmacdo, para que se consiga compreender melhor o0 mecanismo de
infecdo e o ciclo de vida completo deste;

- A analise continuada da prevaléncia do parasita (nas campanhas regulares de larga escala geogréfica),
de modo que seja possivel avaliar a tendéncia de infecdo ao longo dos anos, e implementar amostragens
ao longo do ano cobrindo as épocas de desova de vérias espécies para estudar a presenca do parasita nas
mesmas;

- Abranger diferentes ecossistemas e espécies de peixes neste tipo de estudos para que se compreenda a
distribuicdo do parasita a nivel global e quais as espécies afetadas por este.
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7. Anexos

Anexo I- Descrigdo e fotografia da classificacdo em estadios de desenvolvimento dos ovos de
sardinha (Sardina pilchardus). Fonte: Documentos internos IPMA.

Estadio |

O ovo apresenta dimensdes mais reduzidas do que nos outros estadios (entre 1,02 e 1,38 mm de diame-
tro) apesar das dimensdes do vitelo se manterem iguais. Isto deve-se ao espaco perivitelino ser reduzido.
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Neste estadio pode observar-se a concentracéo de citoplasma no pélo animal, sem contudo haver divisdo
celular.
Também estdo incluidos neste estado 0s ovos que ndo foram fecundados.

Estadio Il

O ovo ja apresenta dimensdes maiores (ente 1,30 e 1,90 mm de didmetro) — as dimensdes do vitelo
mantém-se mas o espago perivitelino j& é maior.

No polo animal, da-se o inicio da divisdo celular em que no inicio os blastdmeros sdo grandes, visiveis
e contaveis — a mérula apresenta-se em forma de amora — e tornam-se cada vez menores e impossiveis
dificeis de contar no fim do estado — a morula perde o aspecto de amora e torna-se mais plana, mesmo
gue ja se comece a distinguir alguma concavidade no seu interior.

Estadio Il

A morula deixa de ter o aspecto de amora devido as sucessivas divisdes e comeca a aparentar um tecido
mais do que de uma colecgéo de células (mesmo que ainda ndo se note alguma concavidade da sua base)
— fase de bléastula.

Forma-se o blastocélio (ou cavidade blastocélica) entre o vitelo e a blastoderme. A blastoderme do blas-
todisco comega a estender-se sobre o vitelo formando a capa blastodérmica que pode cobrir até ao final
deste estado cerca de % do vitelo. Ja no fim do estado forma-se o escudo embrionario no bordo espesso
da capa blastodérmica.

Estadio IV

Ao nivel do escudo embrionério é visivel o esbogo do eixo embrionario. A capa blastodérmica continua
a cobrir o vitelo e atinge os 4/5 do vitelo (quase atinge a gota de 6leo.

O eixo embrionario pode ocupar até 2/5 da circunferéncia do vitelo, apresentando-se a zona cefélica
mais acentuada do que a zona caudal.

Nota: Se for bem visivel o efeito “cueca” ou se estiver bem visivel a “careca/clareira”, entdo ¢ segura-
mente um estado IV.

Estadio V

Ocorre o fecho do blastoporo, ficando o vitelo completamente revestido pela capa blastodérmica.
Da-se o0 engrossamento para dentro da zona cefalica enquanto que o fim da zona caudal nédo se distingue
t&o bem.

Neste estado ndo se observam os s6mitos nem as vesiculas dpticas.

Nota: E possivel ver-se a formagio de um “bico” na zona encefalica do embri&o quando visto no plano
frontal.

Estadio VI

Neste estadio tornam-se visiveis as vesiculas opticas assim bem como os sémitos na regido média do
embrido. Este ocupa até ao final do estadio 2/3 do vitelo, ndo atingindo a gota de 6leo.

O embrido comeca a engrossar para fora e a cauda ainda esta agarrada ao vitelo.

No fim do estadio j& se comecam a observar as pupilas nas vesiculas opticas.

Estéadio VII

A cauda comeca a separar-se do vitelo, formando um angulo inferior a 90°. A cauda ja atinge a gota de
6leo, mas ainda ndo a ultrapassa.

59



Forma-se a barbatana primitiva a volta do embrido, sendo mais perceptivel na cauda. Os sémitos esten-
dem-se até a base da parte solta da cauda e comeca a pigmentac¢do do corpo. Este estadio permanece até
a parte solta da cauda atingir o tamanho da cabeca.

Nota: No inicio deste estado, pode verificar-se uma acumulacédo ligeira de material entre a ponta da
cauda e o vitelo, embora possa parecer que o angulo ainda seja de 90 °.

Estadio VIII

A parte livre da cauda é maior que o comprimento da cabeca e ultrapassa a gota de 6leo, atingindo 1/3
do comprimento do embrido.

A barbatana primordial ja é mais visivel chegando a ter %2 da largura do embrido, no fim deste estado.
E visivel o tracto digestivo ao longo da parte ventral e o anus aparece na barbatana primordial.

Os sdmitos aparecem até ao anus.

A ponta da cauda comeca a ficar mais pontiaguda e eventualmente a desviar-se em relagdo ao eixo
embrionario, no fim deste estado.

A pigmentacao do embrido torna-se mais acentuada.

Estadio I1X

A cauda livre forma um angulo relativamente ao plano do embrido e apresenta uma curva para um dos
lados. O vitelo ja ndo se apresenta tdo esférico e adquire uma forma mais oval uma vez que a parte livre
é maior que 1/3 do comprimento do embrido e atinge 2/5 no final.

Neste estado a barbatana primitiva ventral é mais larga que a dorsal sendo que a dorsal é maior que 1/2
da largura do embrido.

Estadio X

A parte livre do embrido mede mais que 2/5 do comprimento total do embrido formando um “U” mas a
ponta da cauda ndo excede a base da cabeca.

A barbatana primordial na sua parte dorsal € tdo larga como o embrido e na sua parte ventral é mais
larga ainda.

Nota: A barbatana ventral pode apresentar desde o inicio um ligeiro engelhamento que se vai pronun-
ciando ao longo da sua evolugdo.

Estadio Xl

Este estado inicia com a ponta da cauda a exceder a base da cabeca até & ecloséo do embrido.
A barbatana primordial chega a ter 2 vezes a largura do embrido.
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Anexo I1- Descricéo e fotografias da classificagdo em estadios de desenvolvimento dos ovos
de carapau (Trachurus trachurus). Fonte: Documentos internos IPMA.

Estadio |

Primeira segmentacdo, 0 ovo apresenta no polo animal um espessamento inicial muito superficial, pro-
veniente da divisao das células. Estas sdo em pequeno nimero mas de grandes dimens6es. O nimero de
células visiveis é contavel (+-32 células).

Incluem-se também neste estadio os ovos ndo fecundados (estes sdo no entanto dificeis de distinguir e
muito raros).

Estadio Il

No pélo animal as células vao-se dividindo cada vez mais e neste estadio ja ndo se conseguem contar,
apesar de visiveis.

O ovo apresenta por vezes a forma de péra, sendo o p6lo animal mais saliente (em forma de amora).
Esta “amora” é formada pelas células que se dividem progressivamente — fase de morula.

Estadio IlI

Formacao do blastodisco em que o bordo apresenta-se mais espessado podendo-se ver um “anel” tanto
de topo como de lado.

Estadio IV

E visivel o esbogo do embrifo apesar de ndo se conseguir distinguir a cabeca nem a cauda. Visto de
lado, 0 ovo apresenta um contorno que se assemelha a uma cueca.
O blastdporo é ainda muito grande.

Estadio V

O corpo do embrido estd bem delineado e a cabeca e a cauda bem visiveis.

O corpo do embrido apresenta-se colado ao vitelo sem haver engrossamento para fora.

As vesiculas Opticas aparecem de forma muito ténue e por vezes ja se conseguem observar somitos,
embora muito pouco nitidos.

O blastoporo é pequeno e pode comecar a aparecer a pigmentacdo do embrido.

Estadio VI

O embrido esta engrossado para fora, o angulo formado entre a cauda e o vitelo é >= 90°. As vesiculas
Opticas encontram-se visiveis.

Ocorre o fecho do blast6poro.

Os somitos estdo mais ou menos nitidos.

Estadio VII

Este estadio inicia-se com o inicio da cauda a soltar-se do vitelo (o angulo formado é < 90 ° e vai até a
fase em que a parte livre da cauda € igual ao tamanho da cabega.

Estéadio VIII

Este estadio comeca quando a parte livre da cauda é maior que o tamanho da cabeca e prolonga-se até
0 embrido atingir ¥ da circunferéncia do ovo (quando visto lateralmente).
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Estadio I1X

Este estadio tem inicio com o embrido a ocupar os % da circunferéncia do ovo e decorre até atingir os
718.

Estadio X

Este estadio compreende o desenvolvimento do embrido desde 0 momento em que este ocupa 7/8 da
circunferéncia do ovo até a cauda alcancar a cabeca, sem contudo a tocar.

Estadio Xl

Neste estadio, a cauda do embrido toca a cabega podendo ultrapassa-la.
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Anexo I11- Gréaficos resumos de abundancias de ovos parasitados e ndo parasitados, nos anos em estudo, nas duas especies analisadas.
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Anexo V- Sintese dos valores fatores ambientais selecionados (profundidade, temperatura e salinidade) em todas as estacGes de amostragem,

por espécie e estrato, em todos os anos de estudo.

Profundidades — as profundidades superiores a 300m foram retiradas na construgdo destes graficos.
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Salinidades- as salinidades inferiores a 34 foram retiradas na construcao destes graficos.

37
36.5
36
355
35
34.5
34
33.5
33

37
36.5
36

B5.5

35
34.5
34
335
33

Salinidades do estrato 1 - todas as
estacgoes- sardinha

'?'.I.-}-

poa o}—-m—(

RS |

°
8

~ °

1

[l 2007 [ 2014 [ 2016 [ 2017 [ 2019 M 2020

Salinidades do estrato 1 - todas as
estacdes- carapau

i anaibies

1

[l 2002 [M 2004 [@ 2005 [ 2007 [ 2019

37
36.5
36
35,5
35
345
34
335
33

37
36.5
36
35.5
35
345
34
33.5
33

Salinidades do estrato 2 - todas as
estagoes - sardinha

= B

qi

I 2007 [ 2013 [ 2014 [ 2016 [ 2017 [ 2019 W 2020

Salinidades do estrato 2 - todas as
estacOes- carapau

T

1

q o| oo p

1

I 2002 W 2004 [ 2005 [7]2007 [ 2019

70



Anexo V - Informacgdes dos individuos e gonadas de sardinha utilizados para analises
moleculares para detecdo de Ichthyodinium chabelardi.

Comprimento | Peso |Estado de
Avrrasto Peldgico | Observacédo (cm) (g) | maturacdo Latitude | Longitude | Profundidade
10 12,9 17 4| 36,63 -6,58 68
20 13,2 17 4| 36,63 -6,58 68
26 13,8 18 3| 36,63 -6,58 68
32 13,9 20 4| 36,63 -6,58 68
34 14,3 23 4| 36,63 -6,58 68
AP2 47 14,8 23 4| 36,63 -6,58 68
04/03/2021 48 14,7 23 4| 36,63 -6,58 68
51 14,9 27 4| 36,63 -6,58 68
54 15,4 27 4| 36,63 -6,58 68
57 15 27 4| 36,63 -6,58 68
63 15,8 28 4| 36,63 -6,58 68
66 15,6 28 4| 36,63 -6,58 68
68 15,5 27 4| 36,63 -6,58 68
70 15,8 31 4| 36,63 -6,58 68
52 15,4 26 3| 36,80 -6,79 59
57 15,5 27 3| 36,80 -6,79 59
AP4 98 18,2 46 3| 36,80 -6,79 59
05/03/2021 106 18,5 43 3| 36,80 -6,79 59
111 18,8 45 3| 36,80 -6,79 59
119 19 50 3| 36,80 -6,79 59
23 13,9 18 3| 37,10 -7,12 30
AP7 31 13,6 18 3| 37,10 -7,12 30
06/03/2021 73 16,1 30 3| 37,10 -7,12 30
87 174 37 3 37,10 -7,12 30
88 17,4 36 3| 37,10 -7,12 30
37 15,5 28 3| 37,09 -7,44 38
43 15,6 27 3| 37,09 -7,44 38
60 16,7 34 3| 37,09 -7,44 38
66 17 35 3| 37,09 -7,44 38
AP9 78 17,9 41 3| 37,09 -7,44 38
06/03/2021 81 17,7 39 3| 37,09 -7,44 38
87 18,4 45 3| 37,09 -7,44 38
90 18,2 42 3| 37,09 -7,44 38
101 18,7 45 4| 37,09 -7,44 38
105 19,3 60 4| 37,09 -7,44 38
109 19,2 50 4| 37,09 -7,44 38
42 16] 29| 3| 37,02 7,57 81
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44 16,1 27 3] 37,02 -7,57 81
49 16,2 32 3| 37,02 -7,57 81
50 16,1 29 3| 37,02 -7,57 81
53 16,5 33 3| 37,02 -7,57 81
AP10 55 16,6 32 3| 37,02 -7,57 81
07/03/2021 56 16,8 34 3| 37,02 -7,57 81
61 16,8 36 3| 37,02 -7,57 81
67 17 39 3| 37,02 -1,57 81
69 17,3 40 3| 37,02 -1,57 81
71 17,2 37 3| 37,02 -1,57 81
72 17,5 35 3| 37,02 -1,57 81
76 17,7 42 3| 37,02 -1,57 81

AP11 -
07/03/2021 17 16,3 33 3] 36,94 -7,83 94
13 18,4 47 3| 37,37 -8,86 43
26 18,8 48 3| 37,37 -8,86 43
AP18 34 19,2 48 3| 37,37 -8,86 43
10/03/2021 59 20,3 55 3| 37,37 -8,86 43
69 20,8 58 3| 37,37 -8,86 43
85 21,8 74 3] 37,37 -8,86 43
41 20,6 63 37,55 -8,93 140
AP19 42 20,6 66 37,55 -8,93 140
10/03/2021 46 20,7 78 37,55 -8,93 140
17 18,8 50 3| 37,66 -8,91 122
19 19,4 59 3| 37,66 -8,91 122
AP20 31 19,8 54 3| 37,66 -8,91 122
11/03/2021 36 19,9 63 3| 37,66 -8,91 122
44 20,1 62 3| 37,66 -8,91 122
AP22 76 22,6 79 38,23 -8,80 30
12/03/2021 84 23,1 89 38,23 -8,80 30
4 15,2 26 4|1 39,92 -9,03 41
103 20,3 61 3] 39,92 -9,03 41
AP29 105 20,2 61 3] 39,92 -9,03 41
16/03/2021 106 20,3 60 3| 39,92 -9,03 41
107 20,2 60 3| 39,92 -9,03 41
113 20,8 73 3| 39,92 -9,03 41
4 14,9 23 3| 40,25 -8,91 33
26 15,7 28 41 40,25 -8,91 33
AP31 37 16,3 30 3| 40,25 -8,91 33
17/03/2021 43 16,5 33 3] 40,25 -8,91 33
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45 16,7 32 40,25 -8,91 33

55 17,4 36 40,25 -8,91 33

1 14,1 18 3| 40,64 -8,88 48

8 14,8 23 3| 40,64 -8,88 48

AP32 35 16 29 3| 40,64 -8,88 48
18/03/2021 40 16,3 31 3| 40,64 -8,88 48
48 16,5 33 3| 40,64 -8,88 48

51 16,8 34 3| 40,64 -8,88 48

13 16,1 30 3| 40,79 -8,90 46

22 16,6 35 3| 40,79 -8,90 46

AP33 24 16,9 37 3| 40,79 -8,90 46
18/03/2021 26 16,7 34 3| 40,79 -8,90 46
27 16,8 34 3| 40,79 -8,90 46

35 17,4 41 3| 40,79 -8,90 46

41 17,5 39 3] 40,79 -8,90 46

29 20 70 4| 37,08 -8,85 41

33 20,3 71 41 37,08 -8,85 41

35 20,8 73 41 37,08 -8,85 41

CER109 41 20,6 70 41 37,08 -8,85 41
11/03/2021 47 21,1 79 41 37,08 -8,85 41
57 21,9 89 41 37,08 -8,85 41

60 21,7 82 41 37,08 -8,85 41

66 22,6 85 4| 37,08 -8,85 41

67 215 83 3] 37,08 -8,85 41
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Anexo VI- Protocolo de extragdo de ADN EasySpin.

10.

11.
12.

EasySpin®

Protocolo de extracdo: Tecido/Sangue

Cortar cerca de 30mg/150ml de tecido/sangue e colocar num eppen-
dorf de 1.5ml.

Adicionar 300 pl de ACL Solution ao eppendorf de 1.5ml e 20 ul de
Proteinase K.

Incubar a 55 °C durante a noite ou (1-3 horas). Agitar ocasionalmente
0s tubos.

Vortexar durante 20 segundos e centrifugar a 14.000rpm durante 5 mi-
nutos.

Pipetar 300 pl de sobrenadante para as colunas de EasySpin e adicionar
300 pl de AB Solution. Misturar suavemente invertendo os tubos. Dei-
xar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Centrifugar a 4.000rpm durante 2 minutos e descartar o liquido do tubo
colector.

Adicionar 500 pl de Wash Solution e centrifugar a 8.000rom durante 1
minuto. (Repetir-2X)

Descartar o liquido do tubo colector. Centrifugar a 14.000rpm durante
5 minutos de forma a remover algum residuo de Wash Solution.
Colocar a coluna num eppendorf definitivo de 1.5ml (marcado a preto
— 12 Eluicdo) e adicionar 50 ul de Elution Buffer. Incubar na estufa a
55 °C durante 10 minutos.

Cetrifugar a 14.000rpm durante 5 minutos de forma a retirar o ADN da
coluna.

Repetir 0 passo 9, marcando a vermelho o tubo definitivo (22 Eluicdo).
Centrigugar a 14.000rpm durante 5 minutos de forma a retirar o ADN
da coluna.
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Anexo VII — Condi¢des e programa de temperaturas para os PCR’s de ampliacdo de ADN
extraido das gonadas de sardinha.

Primeiro PCR:

e Passo inicial de deshaturacdo: 95°C por 3 minutos;

e 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, ligacdo de primers a 52°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 2 minutos;

e Extensdo final: 72°C por 6 minutos. (Skovgaard et al., 2010)

Segundo PCR:

e Passo inicial de desnaturacdo: 95°C por 10 minutos;

e 9 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, ligagdo de primers a 60°C por 1 minuto (a
cada um destes 9 ciclos, a temperatura de anelamento desceu 1°C até atingir os 52°C, de
modo a gque ocorresse um aumento da especificidade do ADN amplificado) e extensao a
72°C por 2 minutos;

o 3lciclos de de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, annealing a 52°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 2 minutos;

e Extensdo final: 72°C por 10 minutos.
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