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RESUMO

Os otolitos sdo pequenas estruturas compostas principalmente por carbonato de
célcio, sob a forma cristalina de aragonite, e por matéria organica numa matriz proteica
de otolina, estando localizados ao nivel do ouvido interno fazendo parte do 6rgao
estato-acustico dos peixes.

O microcrescimento dos otélitos por deposicao de incrementos diarios € um fenémeno
bastante estudado em muitas espécies, fornecendo a sua sequéncia um registo
cronolégico de eventos passados no historial do animal. Neste contexto, a analise da
microestrutura do otélito, & usada na determinagao da idade, na estimagao da taxa de
crescimento, na deteccdo de transicbes préprias do individuo, nas estimativas do
recrutamento e da mortalidade, e ainda em estudos taxonémicos. Visto ao microscopio
optico, um incremento diario € uma estrutura bipartida composta por duas zonas
adjacentes, uma mais larga e translicida (zona incremental) e uma mais estreita e
opaca (zona descontinua). O conhecimento das razdes subjacentes a formacao dos
incrementos diarios e dos factores que a afectam é importante, de forma a validar o
uso e a interpretacdo da microestrutura do otdlito. Um conhecimento preciso da
influéncia de factores ambientais bidticos e abidticos, no microcrescimento do otdlito,
podera contribuir para um melhor conhecimento da fisiologia do animal com possiveis
aplicagdes ao nivel ecoldgico, na identificacdo de parametros indutores de stresse
como a temperatura, e na aquicultura, através da monitorizagdo do crescimento.
Tendo em vista a determinacdo da idade, em dias, a estimativa de taxas de
crescimento e ainda a determinagcdo de potenciais relacdes do crescimento com as
variagbes ambientais, foram analisados otélitos extraidos a juvenis de robalo,
capturados na Ria de Aveiro.

Os resultados sugerem que o crescimento dos otélitos segue o crescimento dos
peixes, apresentando o robalo um crescimento isométrico. A relagcdo é descrita pela
equacao: Comprimento = 28,058 x (Diametro Maior — 4533,7).

Os incrementos de periodicidade diaria revelaram variagées no ritmo de deposigao,
apresentando uma taxa de crescimento mais rapida nos primeiros dias ap6s a eclosao
definida pela expressdo: Comprimento = (0,040xDias) - 0,0396. O numero de
nascimentos foi predominante no Outono e Inverno.

Os parametros abidticos, particularmente a temperatura da agua, tém um papel
importante na regulacdo do comportamento da espécie. Da comparacdo efectuada
entre a variagdo da largura dos incrementos e a insolagao foi possivel verificar uma
proporcionalidade entre os dois parametros, sugerindo assim a influéncia da

temperatura da agua na taxa de crescimento diario de robalo.
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ABSTRACT

Otoliths are small structures composed mainly of calcium carbonate, under the
crystalline form of aragonite, and organic substance in a protein matrix of otolin, being
located at the internal ear level.

The otoliths microgrowth by deposition of daily increments is an already well studied
phenomenon in species of many biotopes, its sequence supplying a chronological
record of events passed in the animal’s history. In this context, the otolith
microstructure analysis is used in age determination, estimation of the growth rate,
detection of transitions related with the life cycle, estimates of the recruitment and
mortality, and in taxonomic studies.

Seen in the light microscope, a daily increment is a bipartite structure composed by two
adjacent zones, one wider and translucent (incremental zone) and one narrower and
opaque (discontinuous zone). The knowledge of the underlying reasons to the
formation of the daily increments and the factors that affect it are important, in order to
validate the use and the interpretation of the otoliths’ microstructure. A precise
knowledge of the biotic and abiotic environmental factors’ influence, on the otoliths
microgrowth, may contribute for a better knowledge of the animal physiology with
possible applications at the ecological level, in the identification of stress inducing
parameters such as temperature, and in aquaculture, through growth monitoring.
Having in mind the age determination, in days, the growth rate estimate and the
determination of potential growth relations with environmental variables, otolith
extracted from juvenile sea bass, captured in Ria de Aveiro, were analyzed.

The analysis of the results suggests that the growth of the otoliths follows the growth of
the fish, presenting sea bass a isometric growth. The relation is described by the
equation: Total Length = 28,058 x (Diameter - 4533,7).

The daily periodical increments revealed deposition rhythm variation, presenting a
faster growth rate in the first days after birth defined for the expression: Length = (0,040
x Days) - 0,0396. The number of births was predominant in the autumn and winter.

The abiotic parameters, particularly water temperature have an important role in the
species internal regulation. From the performed comparison between the width
increments’ variation and the insulation was possible to verify proportionality between
the two parameters, being thus suggested the influence of water temperature in the
rate of sea bass daily growth.
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Os otélitos sdo pequenas concregbes acelulares compostas principalmente por
carbonato de calcio (Simkiss, 1974), e por outros sais inorganicos que se desenvolvem
sobre uma matriz proteica de otolina (Carlstrom, 1963; Blacker, 1969; Degens et al.
1969; Pannella, 1971), ao nivel do ouvido interno dos vertebrados, em estreita
associagao com as maculae sensitivas dos compartimentos membranosos (Cordier &
Dalcq, 1954; Weichert & Prech, 1981; Hildebrand, 1988; Jobling, 1995).

Enquanto que na maior parte dos vertebrados, nomeadamente nos peixes
cartilagineos, anfibios, répteis, aves e mamiferos, os otélitos apresentam o aspecto de
minusculos cristais de carbonato de calcio (Cordier & Dalcq, 1954; Carlstrom, 1963;
Romer, 1966; Hadorn & Wehner, 1978), nos peixes 6sseos sdo pegas que, em nimero
de trés pares por individuo (Grassé, 1958; Lagler et al., 1977; Moyle & Cech, 1996),
cristalizam sob a forma de aragonite (Carlstrdm, 1963; Maisey, 1987) e atingem
normalmente dimensdes apreciaveis, preenchendo quase completamente o interior do
compartimento do labirinto em que se desenvolvem (Cordier & Dalcq, 1954; Grasse,
1958; Romer, 1966; Hildebrand, 1988).

No interior de cada um dos compartimentos labirinticos, os otélitos sdo banhados por
endolinfa e mantidos em posicao pela membrana otolitica, que estabelece a ligagao
entre eles e as maculae, e por faixas de tecido conjuntivo, que os ligam as paredes
internas do labirinto membranoso (Werner, 1928; Grassé, 1958; Lowenstein, 1971;
Lagler et al., 1977; Rojo, 1988; Chardon & Vandewalle, 1991).

O labirinto dos peixes 6sseos € um sistema par e simétrico (Fig.1), constituido por um
complexo conjunto de bolsas e canais membranosos intercomunicantes, preenchidos
por endolinfa, um fluido com caracteristicas semelhantes as do liquido intersticial
(Lagler et al., 1977), geralmente dividido numa pars superior, que compreende trés
canais semicirculares e a camara de um otolito, denominada utriculus, e numa pars
inferior onde estao localizadas as restantes duas camaras de otélitos, o sacculus e a
lagena (Rebelo, 1985).

Sendo cerca de trés vezes mais densos que o resto do corpo dos peixes (Popper &
Coombs, 1982), os otdlitos desempenham fungdes essencialmente estaticas e/ou
acusticas (Grasse, 1958; Romer, 1966; Lowenstein, 1971; Harder, 1975; Lagler et al.,
1977; Popper & Platt, 1993; Moyle & Cech, 1996) e, devido a algumas das suas
caracteristicas (dimensoes, especificidade morfolégica, acessibilidade, composicao
quimica, microestrutura, fase da ontogenia em que sdo formados e modo de
crescimento), € a dependéncia dessas propriedades em relacdo a variacdo dos
factores do meio em que o animal vive, encontram-se actualmente entre as pecas
anatémicas dos peixes que maior utilidade tém, e cujo estudo um maior nimero de

aplicacoes praticas permite (Assis, 2000).



Tais aplicagdes nao se limitam ao dominio da Ictiologia, estendendo-se amplamente a
alguns aspectos dos dominios da Paleontologia, da Mamalogia, da Ornitologia, da
Arqueologia e da Zoogeografia.

Canal
vertical superior Canal vertical posterior

Canal horizontal

Hriculus

Lagena
Sacculus

Figura 1 — Aspecto do sistema membranoso labirintico dos peixes 6sseos
(Adaptado de Secor et al., 1992).

A importancia do conhecimento dos otélitos dos peixes e a velocidade com que o seu
estudo evolui é actualmente tal, que se reconheceu ja a necessidade de organizar
reunides internacionais periodicas, especificamente dedicadas aos varios aspectos e
aplicacoes da investigacédo sobre estas estruturas.

A informacao sobre a idade dos peixes é fundamental em Ictiologia, podendo, nos
primeiros estados de vida do individuo, ser usada no esclarecimento da influéncia das
condigcdes ambientais no crescimento do peixe (Jones, 1992), resultando basicamente,
da interpretagdo de marcas observadas em otélitos, escamas, vértebras e outras
pegas esqueléticas. O conhecimento desta informagao forma a base da estimagao das
taxas de crescimento, mortalidade e produtividade, sendo usada na deteccdo de
transigdes proprias do individuo, nas estimativas do recrutamento e ainda em estudos
taxondémicos, constituindo a mais influente variavel biolégica (Campana, 2001). Devido
essencialmente a sua natureza, posicao anatémica e ao seu crescimento continuado
ao longo da vida do animal, os otdlitos tém vantagens sobre escamas e outras
estruturas 6sseas, constituindo o indicador mais fidedigno da idade do peixe.

A determinacdo da idade nos peixes pode ocorrer numa de duas escalas, anual ou
diaria. Em termos anuais a informacdo sobre a idade é usada frequentemente no
estudo das populacées, e pode ser baseada em toda a estrutura éssea dos peixes
embora as escalas e os otélitos constituam as estruturas mais utilizadas (Casselman,
1987). Por outro lado, a informacao obtida a partir dos registos diarios, baseados na
microestrutura do otélito tende a dar resposta a questdes sobre o recrutamento e a
estudos com individuos de idade juvenil (Pannella, 1971; Wilson & Larkin, 1982; Ré,



1984; Campana & Neilson, 1985), uma vez que esta sequéncia diaria de incrementos
fornece um registo cronolégico de eventos passados no historial do animal.

O microcrescimento dos otélitos por deposicao de incrementos diarios € um fenémeno
ja bastante estudado em espécies de muitos biétopos (Campana & Neilson, 1985),
havendo muitas e importantes razées para o escolher para a determinacao da idade e
do crescimento dos peixes. O acesso a novos sistemas computorizados de andlise de
imagem, facilitou a tarefa da identificagdo dos incrementos, das contagens diarias e
anulares e dos calculos da largura do incremento de forma mais rapida e mais precisa
(Jones, 1992).

Visto ao microscopio, um incremento diario € uma estrutura bipartida composta por
duas zonas adjacentes, uma mais larga e translicida (zona incremental) e uma mais
estreita e opaca (zona descontinua), produzido provavelmente através da deposicao
de carbonato do calcio, na forma de aragonite, e de proteina, otolina (Mugiya et al.,
1981).

O conhecimento das razdes subjacentes a formagdo dos incrementos diarios e dos
factores que a afectam é importante, de forma a validar o uso e a interpretacdo da
microestrutura do otdlito. Embora as diferencas sazonais na largura do incremento
possam também ser associadas as mudangas na espessura e na compactacao dos
micro-cristais (Morales-Nin, 1987), diversos estudos indicam a existéncia provavel de
ritmos circadianos enddgenos na base da periodicidade dos incrementos (Rosa & Ré,
1985), sendo em idades superiores a um ano desencadeados pelo fotoperiodo, agindo
como um “zeitgeber” (Brothers, 1981; Campana & Neilson, 1982; Geffen, 1982;
Neilson & Geen, 1982), e por outros factores ambientais, tais como a temperatura e a
alimentagcao (Campana & Neilson, 1985).

Um conhecimento preciso da influéncia de factores ambientais biéticos e abidticos, no
microcrescimento do otolito, podera contribuir para um melhor conhecimento da
fisiologia do animal com possiveis aplicacées ao nivel ecoldgico, na identificagdo de
parametros indutores de stresse, como o alimento (Campana & Neilson, 1984) e a
temperatura (Taubert & Coble, 1977; Marshal & Parker, 1982), e na aquicultura,

através da monitorizacao do crescimento.

Uma das espécies mais abundantes nos ecossistemas lagunares e estuarinos
temperados europeus é o robalo, Dicentrarchus labrax (LINNAEUS, 1758). Esta
espécie marinha, euri-halina, apresenta uma larga distribuicdo no Atlantico (da costa
marroquina, 30° N, a costa irlandesa, 55° N) e no Mediterrdneo (Barnabé, 1980). A
elevada riqueza proteica e o baixo teor lipidico da sua carne (Stirling, 1972) fazem com



gue seja muito apreciada na alimentagdo, pelo que o seu valor econémico é muito
elevado.

O robalo é uma espécie com grande capacidade de sobrevivéncia a situagdes limite
de temperatura e salinidade (Alliot et al, 1983; Marangos et al., 1986; Dupin &
Lagardére, 1990), evidenciando mesmo uma taxa de crescimento mais elevada em
meio dulceaquicola do que no seu meio natural (Chervinsky, 1975). E uma espécie
carnivora, com uma dieta diversificada (Barnabé, 1980; Costa, 1981; Roblin & Bruslé,
1984; Kelley, 1987), adaptando-se com facilidade a mecanismos controlados de
fornecimento alimentar em cativeiro. E pelas razdes aduzidas, uma espécie de grande
sucesso em piscicultura.

A biologia do robalo tem sido alvo de diversos estudos quer ao nivel de organismo,
englobando o cariétipo (Cataudella et al., 1973; Arefyev, 1989), o comportamento
(Anthouard & Desportes, 1987), o regime alimentar (Labourg & Stequert, 1973; Ktari et
al., 1978; Ferrari & Chieregato, 1981; Aprahamian & Barr, 1985), a reproducao
(Kennedy & Fitzmaurice, 1968 e 1972-, Barnabé & Tournamille, 1972; Dando & Demir,
1985), a idade e o crescimento com base em incrementos anuais, quer em Portugal
(Costa, 1982; Andrade, 1983; Ré et al., 1986; Gordo, 1989; Rebelo, 1993), quer
noutros paises (Barahona-Fernandes, 1981; Guérin-Ancey, 1973; Arias, 1980;
Chevalier, 1980; Roblin, 1980; Gutiérrez & Morales-Nin, 1986; Kelley, 1988, Wassef &
El Emary, 1989) e as doencas e parasitas (Barahona-Fernandes, 1977; Silan et al.,
1983; Silan et al., 1987; Silan & Maillard, 1989), quer ao nivel de populacao,
englobando a distribuicdo, as migragdes e os stocks (Holden & Williams, 1974; Kelley,
1979; Claridge & Potter, 1983; Pawson et al., 1987).

A postura desta espécie &€ marinha (Barnabé, 1980; Kennedy & Fitzmaurice, 1972 e a
migragao para os sistemas estuarinos e lagunares costeiros decorre no inicio da fase
juvenil (Rebelo, 1993). A espécie permanece nestes sistemas nos trés primeiros anos
de vida, sendo a partir de entdo raros os que permanecem nesse meio de forma
continuada, migrando a quase totalidade para o meio marinho, mas frequentando as

aguas interiores com alguma frequéncia.

A Ria de Aveiro (Fig.2) é uma laguna estuarina localizada na costa ocidental
portuguesa que abrange uma area himida de 43 km?, em baixa-mar, e 47 km?, em
preia-mar, com valores maximos de comprimento de 45 km segundo o eixo
longitudinal, a qual afluem numerosas linhas de agua dulgcaquicola com destaque para
os rios Vouga (e seus afluentes Agueda, Cértima e Caima) e Antua. A comunicagao
com o oceano ¢ feita permanentemente através de uma barra com 400 m de largura



(Barrosa, 1980), mantida aberta artificialmente através de dragagens frequentes (Hall,
1980).
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Figura 2 — Mapa da Ria de Aveiro.

Com o presente trabalho, pretende-se desenvolver metodologia para a atribuicdo da
idade, em dias, a juvenis de robalo, estimar taxas de crescimento diario e suas
potenciais relagbes com variagdes ambientais, bem como registar possiveis marcas
ou influéncia induzidas por essas variagdes ambientais no crescimento dos otélitos de
robalo, Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758). A caracterizagdo das relagdes
alométricas entre o otélito sagitta e as dimensdes corporais e 0 peso total constitui
igualmente um alvo do presente estudo.

Otolitos de robalo e crescimento

O crescimento do robalo é influenciado pela temperatura, apresentando taxas de
crescimento mais elevadas no Verao e pouco acentuadas no Outono. No Inverno e
Primavera, o crescimento situa-se entre estes dois extremos. (Kelley, 1988; Rebelo,
1993). Esta variacdo é determinada por factores inerentes a espécie, dependendo
também das condi¢des do meio, particularmente da temperatura da agua (Alliott et al.,

1983; Rebelo, 1993) e da disponibilidade de alimento (Rebelo, 1993). A época da



reproducdo e a maturidade dos individuos sdo outros dos factores que poderao
influenciar o ritmo de crescimento da espécie (Kelley, 1988).

Na Ria de Aveiro, o robalo evidencia uma elevada taxa de crescimento durante o
periodo de adaptacao (primeiro ano de ocorréncia lagunar) quando comparada com a
registada durante o restante periodo de colonizacéo da laguna (Rebelo, 1993). Estes
valores apresentados pela espécie neste periodo inicial da sua ontogenia comprovam
as condigdes particulares da Ria de Aveiro para um crescimento bastante célere do
robalo nesta laguna (Andrade, 1983).

A estrutura dos otélitos desta espécie é complexa, apresentando uma forte interacgao
entre os seus componentes, exibindo em termos de crescimento diario, dois periodos
distintos de calcificagao (Mugiya et al., 1981; Morales-Nin, 1984). Um periodo activo,
durante o qual os micro-cristais sdo dispostos na matriz de forma densa € um outro
onde a taxa de calcificacdo é menor, no qual se agrupam fibras formando camadas
concéntricas. O resultado deste processo repetido diariamente é a formagao de uma
estrutura composta por duas unidades, uma mais larga e translicida (unidade
incremental) formada no periodo activo da calcificagdo e uma mais estreita e opaca
(unidade descontinua) formada durante o periodo de menor actividade (Morales-Nin,
1987) proximo do amanhecer (Morales-Nin, 1987).

O incremento dos micro-cristais ao longo de um Unico eixo central de crescimento
conduz a formagéo de fibras cristalinas que, juntamente com a matriz organica que as
circunvizinha e em que estdo incluidas origina prismas de aragonite, causando um
elevado nivel de homogeneidade cristalina em otolitos de robalo. O tamanho destes
micro-cristais e a espessura dos incrementos parecem estar relacionados com o
estadio de crescimento, sendo mais espessos em épocas de crescimento activo,
originando unidades incrementais largas com prismas bem definidos. Durante os
periodos de crescimento mais lento, os micro-cristais sdo mais estreitos e dispostos
mais espacadamente (Morales-Nin, 1987).

As descontinuidades estruturais sdo frequentes nesta espécie, particularmente em
individuos mais velhos, sendo o seu surgimento consequéncia de alteracbes no
processo de mineralizacdo. E sabido que o carbonato de célcio tem um papel
importante na manutengéo do equilibrio osmoético do organismo, pelo que periodos de
tensdo ou mudanca para o individuo provocarao periodos de cessagao na segregacao
de carbonato de célcio e consequentemente alteragdes na continuidade da estrutura
cristalina do otélito. Em individuos juvenis, as condicbes ambientais parecem ter
influéncia directa sobre a estrutura do otélito (Morales-Nin, 1987).



Metodologias empregues na preparacao de otolitos para observacao ao SEM

Os trés pares de otélitos que ocorrem nos teledsteos, diferem, entre si, na posicao
(Fig.3), na fung&o, no tamanho, na forma, e na microestrutura, influenciando desta
forma o protocolo a seguir. O conhecimento da anatomia do peixe bem como da
morfologia dos otdlitos torna-se importante para uma remocéao eficiente dos mesmos e
na posterior escolha do tipo de otélito e plano de polimento a utilizar (Secor, et al.,
1992).

Canais

l 7 semicirculares

Sagitta — f.

Cérebro

Figura 3 — Vista dorsal do sistema labirintico de um peixe ésseo, com
especial evidéncia para a localizagao do sagitta (Adaptado de Secor et al.,

A decisdo do tipo de otélito a escolher deve ter em conta o plano de secgédo e de
polimento a utilizar (sagital, frontal, transversal, ou obliquo). No entanto, a qualidade
da seccao dependera também do tipo de crescimento do otdlito (Secor, et al., 1992).
Em geral, num sagitta o melhor plano coincide com a linha central de crescimento
antero-posterior (Pannella, 1980a), dada a grande probabilidade de inexisténcia de
incrementos visiveis nas zonas periféricas.

Ao contrario dos otélitos de menores dimensdes, em que uma simples montagem e/ou
lavagem permite uma resolucdo suficiente para a observagdo da sua microestrutura,
os otélitos maiores dadas as irregularidades e sulcos presentes necessitam de uma
preparacdo prévia para que a sua microestrutura possa ser estudada. Essa
preparac¢ao envolve um processo intensivo e tedioso, que requer muita persisténcia e
determinacao e consiste em seccionar o otolito através do polimento da superficie,
num plano anatémico consistente que contenha todos o0s incrementos
microestruturais. Muitas vezes, € obtida uma definicao suficiente da microestrutura do

otolito apenas com o polimento de uma unica face do mesmo, sendo o procedimento



mais vantajoso para as observagdes no Microscépio Electronico de Varrimento (SEM)
(Secor, et al., 1992).

Neste tipo de equipamentos 6pticos, a qualidade e a definicdo da imagem dependem
do tamanho do feixe de electrdes (voltagem e ajuste do condensador), da orientacédo
da amostra relativamente ao mesmo feixe e da qualidade da superficie da amostra.

A escolha da técnica de polimento depende dos objectivos do estudo estrutural a
fazer, dos recursos disponiveis do laboratério, da preferéncia individual, e das
diferengas na microestrutura dos otélitos devido a espécie e ao estadio de crescimento
do espécime (Secor, et al., 1992).

Existem dois tipos de procedimento prévio ao polimento. Um que consiste em embutir
os otélitos em moldes plasticos com resina de modo a formar blocos (Haake et al.,
1982), sendo estes blocos geralmente muito maiores do que os otolitos que contém e
um outro que consiste em afixar os otélitos em laminas de vidro (Secor, et al., 1992).
Os meios de suporte sao geralmente adquiridos em kits com as instrugbes para a
mistura dos componentes e respectivo ajuste da rigidez. A orientacdo do otélito no
bloco de resina dependera dos planos da secgdo desejados.

Dependendo da necessidade ou da preferéncia individual, os otolitos sdo polidos
recorrendo-se a diversos abrasivos de rigidez decrescente, concluindo-se o processo
com alumina. No final o bloco deve ser lavado com agua destilada (e ultra sons). Por
se tratar de uma técnica realizada manualmente, é possivel um maior controlo sobre a
qualidade da preparacdo podendo ser constantemente aferida, a qualidade da
superficie.

Depois do polimento, e uma vez que as superficies polidas dos otélitos exibem pouco
contraste (Haake et al.,, 1982), é necessario fornecer padrdes de relevo consistentes
ao longo de toda a seccdo e ao mesmo tempo limitar artefactos das preparacoes
(Secor, et al., 1992). Para que se torne possivel o realce tridimensional da superficie
polida do otdlito, transmitindo o contraste entre as zonas de crescimento (unidades
incrementais) e as zonas descontinuas é feito um ataque acido (“etching”) de tempo
controlado a superficie desgastada. A escolha do agente a utilizar depende também
do exame microestrutural previsto, sendo utilizado vulgarmente o HCI (acido cloridrico)
e o EDTA (etil-diaminatetracetato). O sucesso do ataque acido depende do agente
utilizado, tempo de exposicdo e do estadio de desenvolvimento do otdlito, sendo
sempre precedido de diversas tentativas e de erros.



Interpretacao do crescimento de otdlitos

Os conceitos actualmente aceites relativamente a formagao diaria dos incrementos
apontam para que estes sejam o resultado de um ritmo circadiano endégeno (Mugiya
et al. 1981; Campana & Neilson, 1985) sincronizado nas primeiras fases de vida pelo
fotoperiodo e/ou por factores externos (Tanaka et al.,, 1981; Radtke & Dean, 1982;
Campana, 1984; Campana & Neilson, 1985; Eckmann & Rey, 1987; Radtke & Fey,
1996). No entanto estas estruturas anelares podem ser mascaradas por incrementos
subdiarios de padrédo similar aos diarios, em consequéncia de efeitos ambientais e/ou
influenciados pelo estadio de desenvolvimento (Campana & Neilson, 1985; Rice et al.,
1985; Jones, 1986; Campana, 1992; Morales-Nin, 2000).

A selecgcado de um transecto de contagem apropriado € uma etapa imperativa antes de
estudos adicionais. Dois critérios devem ser considerados neste processo de
selecgcao: o comprimento do eixo central (Qquase sempre paralelo ao didmetro maior do
otolito) e a perceptibilidade dos incrementos. O comprimento do eixo central € um
factor chave, uma vez que nem todos os raios do otdlito exibem uma sequéncia
completa dos incrementos, nomeadamente ao longo dos raios mais curtos. Contudo, a
escolha de um transecto ao longo do eixo central, pressupde a existéncia de um maior
nuamero de potenciais incrementos falsos. Assim e como compromisso pratico assume-
se geralmente como transecto mais consistente, um dos raios menores que contenha
uma sequéncia completa dos incrementos. A seleccdo do transecto de contagem fica
assim condicionada pelo segundo critério, a perceptibilidade dos incrementos, sendo
de grande importancia evitar regides da ambiguidade ou pouco perceptiveis. As
variagées na nitidez dos incrementos ao longo do transecto podem ter origem em
inconsisténcias na preparacdo ou em factores descontrolados, associados ao
crescimento do otolito (Campana, 1992).

A distingcao entre incrementos diarios "reais" e a maioria de outras estruturas anelares
€ um procedimento rotineiro no estudo de otélitos. No entanto, esta distingdo nem
sempre é facil podendo ser introduzidos enormes erros na contagem dos incrementos.
Este elemento de subjectividade é uma das fontes de erros mais significativas no
estudo microestrutural dos otolitos e explica em grande parte a auséncia actual de
instrumentos de contagem automatizados (Campana, 1992). Este facto explica
também porque a validagcdo das contagens se torna mais importante como uma
confirmacao da aptidao interpretativa do investigador, do que como uma verificacao da
verdadeira frequéncia de incrementos formados. Nao surpreende pois, se dissermos
que a facilidade de interpretagdo aumenta com a experiéncia e com a qualidade de
preparacao da amostra (Geffen, 1992).

10



As particularidades oOpticas que maior subjectividade provoca no discernimento dos
incrementos diarios de crescimento sdo 0s incrementos sub-diarios, os artefactos
visuais e as interrupgdes na estrutura. O critério utilizado para a diferenciacdo é em
grande parte baseado no aspecto visual da estrutura, nomeadamente no seu contraste
e na sua espessura. No entanto, também a localizacdo da area observada no otoélito
pode fornecer informacao relativamente a alguma estrutura particular. As espessuras,
por exemplo, dos incrementos didrios sao frequentemente mais estreitas na regiao
nuclear do que os incrementos que caracterizam o crescimento durante a etapa
juvenil. Com o desenvolvimento do individuo, os incrementos tendem a estreitar,
podendo mesmo desaparecer ou tornarem-se irregulares. O conhecimento deste
padrao geral de crescimento é frequentemente Util na interpretacao de uma sequéncia
incremental (Campana, 1992).

Os incrementos diarios e sub-diarios sdo morfologicamente semelhantes, resultando
dai a dificuldade em distinguir estas duas estruturas. Os incrementos diarios sao
formados com uma frequéncia diaria, sendo o resultado directo do crescimento do
otolito, apresentando um aspecto sequencial regular. Por outro lado, os incrementos
sub-diarios podem ser formados em qualquer época ou dia, sendo a sua aparéncia
menos regular. Quando dispostos de forma adjacente a incrementos diarios sao
menos evidentes, variando a sua nitidez com a intensidade do agente responsavel
pela sua formagdo. As interrupgdes ao crescimento, muitas vezes observadas na
estrutura microestrutural dos otélitos, nunca foram adequadamente definidas, devido
em parte a variedade de agentes responsaveis pela sua formagdo. Quando
observadas, sdo estruturas particularmente proeminentes. Uma interpretagdo possivel
passa por serem o resultado da resposta a uma situacido de stress. Muitas vezes
associadas aos ciclos lunares ou ao crescimento interrompido do otélito, faciimente
sdo confundidas com rachas ou fissuras, podendo ocorrer em zonas diferentes das
zonas adjacentes aos incrementos (Campana, 1992).

Efeitos ambientais nos otolitos e no crescimento

A ocorréncia de alguns fenédmenos biol6gicos € a variagdo dos factores ambientais
conduz a variages no metabolismo e, consequentemente na taxa de crescimento dos
peixes. Tais variagdes séo induzidas no crescimento e na composigao das sucessivas
camadas depositadas nos seus otélitos (Brothers & McFarland, 1981; Campana &
Neilson, 1985).
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Assim, sendo possivel relacionar a ocorréncia de certos fendmenos biolégicos e a
variacao de alguns parametros ambientais com o seu efeito ao nivel da microestrutura
dos otdlitos, estes podem ser tomados como registos permanentes de informacao,
proporcionando o estudo retrospectivo e calendarizado de tais fenémenos (Brothers,
1981; Campana & Neilson, 1985; Radtke et al., 1990; Secor et al ., 1995b).
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Tendo em conta os objectivos do presente estudo, foram utilizados otdlitos
provenientes de uma coleccdo do LIPA - Laboratério de Ictiologia, Pescas e
Aquacultura da Universidade de Aveiro, extraidos a espécimes capturados entre Maio
de 1998 e Agosto de 2000 de comprimento total compreendido entre 2,64 e 16,61 cm.

A captura dos individuos foi efectuada com uma regularidade mensal, com recurso a
uma rede de cerco (“chincha’) com o auxilio de um barco a motor fora de borda. A
rede, com malha de 19 mm nas asas, 17 mm na boca do saco, 16 mm no saco e 10
mm na cuada, foi langada de bordo do barco e presa a margem, sendo recolhida
posteriormente no sentido da corrente. Os lances foram sempre feitos durante a baixa-

mar de marés vivas.

Os valores de intensidade luminosa foram solicitados ao Instituto de Meteorologia e os
de precipitagcdo ao Departamento de Fisica da Universidade de Aveiro.

Apl6s a captura, os espécimes de Dicentrarchus labrax, foram preservados a baixa
temperatura, em caixa térmica, até chegarem ao laboratério onde foram
imediatamente congelados. Nas semanas seguintes, o material amostrado, apos
descongelacdo a temperatura ambiente, foi identificado individualmente, utilizando as
chaves dicotémicas de Bauchot & Pras, 1987 e Whitehead et al., 1986. Para os
individuos analisados foi tido em conta, o comprimento total recorrendo-se ao uso do
ictiometro Mitutoyo SD e o peso fresco total determinado até ao centésimo do grama,
com o auxilio de uma balanca electrénica And FX — 3000.

Os otdlitos sagitta foram removidos sob 0 microscépio, lavados com agua e guardados
em pequenos envelopes devidamente etiquetados para posterior observagéao a lupa e
consequente determinacdo da idade anual dos individuos. Foi ainda determinado o
seu peso até ao décimo do miligrama com o auxilio de uma balanca electrénica AND
HR-60.

O estudo da microestrutura dos otolitos dos peixes envolveu trés passos
metodoldgicos basicos: a montagem, a preparagdo e a observacao. Os otélitos foram
montados em blocos cilindricos de resina epoxy (ATM KEM 91) dissolvida em 4 de
solvente (ATM KEM 91), repousando 48h.

Depois de secos cada bloco foi desgastado no plano longitudinal (Fig.4) do otdlito até
se atingir o seu nucleo com o auxilio de lixas de agua de granularidade decrescente
(1000 e 4000) numa lixadeira/polideira de um disco (STRUERS Lapobol -5). Estes
blocos foram posteriormente polidos com alumina (STRUERS AP-Paste 0,3um) em
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disco de flanela molhado. Durante o processo, o aspecto da secg¢do polida foi
controlado sob uma lupa binocular.

Artarios

Postarior
Wentrol

Figura 4 — Modelo do plano de secgéo utilizado nos otélitos analisados
(Adaptado de Secor et al., 1991).

Depois de polidos, os blocos foram lavados com &gua destilada. Seguidamente
procedeu-se ao “etching” dos otdlitos, utilizando como agentes acidos, o HCI (0,1%)
durante 45 segundos e o EDTA durante 60 segundos (Stevenson & Campana, 1992).
Apés lavagem com agua destilada em banho de ultrasons durante um minuto, os
blocos foram colocados sobre um cilindro de aluminio de 25 mm de didmetro, sendo
alguns revestidos com ouro e outros com uma mistura de ouro/paladio numa camara
de pulverizacao catddica.

Em seguida procedeu-se a sua observagcdo nos microscépios electrénicos de
varrimento Modelo JEOL JSM-6301F e JEOL JSM-5400, do Centro de Metalurgia e
Ciéncias dos Materiais da Universidade do Porto e no Departamento de Biologia da
Universidade de Aveiro respectivamente.

A morfologia do otdlito foi estudada de forma a determinar os incrementos produzidos
durante o crescimento. Em cada sagitfta, foi seleccionado um transecto de contagem
do nucleo a periferia do otélito, sempre que possivel ao longo da linha que une o
rostrum e o postrostrum, contando os incrementos e medindo as respectivas larguras
usando um sistema de medicao digital (ImageTool for Windows version 3.00, UTHSC,
San Antonio, USA, 2002). As medidas foram feitas para cada um dos incrementos
diarios. A distingdo entre incrementos diarios e incrementos sub-diarios foi feita
observando a estrutura dos incrementos, tendo sido considerados como incrementos
diarios aqueles que se apresentam como o conjunto de uma zona descontinua
distintamente escura e outra mais clara. Nos casos em que a visibilidade nao permitiu
a seleccéo de um transecto objectivo ao longo do eixo maior, foram seleccionados um
ou mais raios menores contendo uma sequéncia contabilizavel de incrementos. Foi
ainda medido o didametro maior do otdlito, considerado do rostrum ao postrostrum. No

caso de contagens efectuadas fora desse eixo, foi também medido o diametro do eixo
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de contagem utilizado. A relagdo entre o didmetro maior do otélito e o comprimento
total dos peixes foi calculado. As espessuras dos incrementos bem como os didmetros
dos otdlitos foram medidos em pum.

Foram contabilizados os incrementos diarios efectuando-se uma extrapolagao para
obter a idade estimada, em dias.

Os resultados obtidos foram usados para o calculo da idade de nascimento através do
retrocalculo a partir da data de captura. Foi estimada uma curva de crescimento,
correspondendo a relagdo do comprimento do peixe vs. idade em dias. A taxa de
crescimento diéria (TCD) especifica do otdlito foi estimada de acordo com a expressao
usada por Laurence (1974):

onde o R, € a medida do incremento no comeco de um dia, R; a medida do
incremento no fim do mesmo dia e t o tempo.

As diferencas nas larguras dos incrementos foram testadas analisando as declives das
regressodes lineares por andlise da variancia (ANOVA).

Foi confrontada a variagéo da largura dos incrementos com os valores de insolacdo e
de precipitacao registados no mesmo dia, estimando-se a correlagao entre elas.

Todas as analises estatisticas foram efectuadas tendo por base o pacote estatistico
SigmaStat for Windows version 2.03, ANON., 1997.

16



17

RESULTADOS



Relacbes biométricas

A relagdo entre o peso (P) e o comprimento total (C) dos 26 espécimes estudados

(Fig.5), pode ser descrita pela equagéo:

P = 0,0087 x C>% (2 = 0,995),

60
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 1 orert ‘ ‘

0 5 10 15 20

Comprimento total (cm)

Peso (g)

Figura 5 — Relagao peso/comprimento para os espécimes de robalo amostrados.

onde o valor do coeficiente de regressdo obtido, 3,08, revelou um crescimento

isométrico.

A equacao de crescimento de Gulland, que relaciona o comprimento do peixe com o
seu peso foi adaptada ao crescimento dos otélitos. A relagdo obtida (Fig.6) foi a

seguinte:

Poto=1x 10" x DM 2*' (= 0,760),

0,03

0,02 -

o
o
-

I

Peso do otdlito (g)

o
o
o

2000 4000 6000

o

Diametro maior (um)

Figura 6 — Relagao entre 0 peso e o didmetro maior dos otdlitos de robalo amostrados.

onde P, € 0 peso do otélito e DM o didmetro maior do respectivo otélito.
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Por sua vez a relagdo entre o didmetro maior dos otélitos (DM) e o comprimento total
dos peixes (C) amostrados (Fig.7) revelou-se linear e pode ser descrita pela equagao
seguinte:

DM = 536,71 + 295,81 x C (r*=0,855)

= 6000
2 5000 - P

5 0 T T T
0 5 10 15 20

Comprimento total (cm)

Figura 7 — Relagéo entre o didmetro maior dos otdlitos e o comprimento total dos

Considerando Py, 0 peso do otélito e C o comprimento total dos individuos
amostrados (Fig.8) encontramos a seguinte equacao:

Poo=4x 10 °x C 2% (r*=0,987)

Peso do otdlito (g)
o
o
N

0,00 b= ‘ ‘
0 5 10 15 20
Comprimento total (cm)

Figura 8 — Relagao entre o peso do otdlito e 0 comprimento total dos espécimes de robalo

Com base no diametro dos otélitos analisados determinou-se a equagao “previsao” do
tamanho do robalo. A relagéo obtida foi a seguinte:

C = 28,058 x DM — 4533,7 (r’ = 0,955),



onde C é o comprimento do peixe e DM o didmetro maior do otdlito. A proporgao
didmetro maior do otdlito/comprimento do peixe obtida variou entre 1:25-1:60.

Microestrutura dos otdlitos

Os otolitos sagitta de robalo analisados apresentaram de uma maneira geral, uma

forma oval, com o rostrum e postrostrum claramente diferenciados (Fig.9).

SE1- A1 SE1-AZ3_
EN CEMUP %30 E0=15KY WD=15mm e GEMUF x40 E0=15KY WD=15mm

SE1-w14_
CEMUP x30 E0=13KY WD=15mm

SE1-C22_

160 um CEMUP x30 E0=15kY WD=15mm

Figura 9 — Secgdes de otdlitos de robalo vistos ao SEM. R- rostrum; PR — postrostrum.

A face interna apresentou-se ligeiramente convexa, sendo essa concavidade maior em

otolitos provenientes de espécimes mais velhos.
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Todas as secgOes apresentaram estruturas prismaticas cristalinas constituidas por
material disposto radialmente do centro para as extremidades do otdlito (Fig.10).

il A
SE1-AZ1_ — SE1-B311_
GEMUF 1000 E0=15kY WD=15mm CEMUP x300 EO0=15kY WD=15mm

Figura 10 — Secgdes de otdlitos de robalo vistos ao SEM realgando a estrutura anelar. A

seta evidencia a deposig¢ao diaria dos incrementos.

Cada uma destas estruturas é composta por um grande namero de incrementos sendo
por vezes interceptados por pequenas descontinuidades dispostas quer de modo
transversal quer perpendiculares ao eixo de crescimento (Fig.11).
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. SE1-A21_
sum CEMUP 1000 EO0=15KY WD=15mm

Figura 11 — Aspecto das descontinuidades da estrutura dos otolitos.

Em alguns otélitos foram observadas diferentes orientacdes de crescimento e, a partir
de determinado momento, o aparecimento de mudltiplos centros de crescimento,

dificultando a interpretagao (Fig.12).

Figura 12 — Otdlitos de robalo com orientacdes diferentes no sentido do crescimento.

Os incrementos de periodicidade diaria apresentaram, geralmente, uma forma
arredondada junto do nucleo, acompanhando posteriormente a forma do otélito. Na
maioria dos otélitos observados foram visiveis incrementos sub-didrios, mais visiveis
com o aumento da largura dos incrementos diérios. A visibilidade dos incrementos
diferiu marcadamente entre os otolitos estudados, sendo em alguns, dificultada pela

presenca de areas de elevada desestruturagéo sob o ponto de vista orgéanico.
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Relacao Numero de Incrementos / Dias

A totalidade dos otélitos analisados apresentou incrementos diarios. A tabela 1
apresenta o nimero de dias estimados para cada um dos otdlitos analisados.

Tabela 1 — Valores de comprimento total dos peixes, diametro
maior dos otdlitos e estimativa da idade em dias dos espécimes
estudados.

Diametro maior

Peixe Comprimento (cm) do otélito (um)

Idade estimada (dias)

37 14,34 5364,04 260

39 14,24 4810,00 301

42 13,59 5340,00 381
A21 6,11 2564,89 118
A23 4,92 2077,42 109
B17 8,91 3360,69 147
B310 9,00 3346,00 211
B311 7,76 2808,00 158
C22 6,93 2757,86 140
ca3 5,83 2520,01 158
C24 2,98 1336,38 151
C37 4,00 1606,84 164
C36 3,58 1294,70 173
L14 9,73 3650,00 278
R13 9,40 3510,00 198
Vi1 2,64 1216,56 178
Vi21 4,95 2113,55 114

A relacao entre o comprimento dos espécimes e a idade (em dias) é representada pela
regressao linear de equacao (Fig.13):

C= (0,040xD) - 0,0396 (r’=0,611; P <0,001),

€
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®
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[«]
o
100 200 300 400
Idade (dias)

Figura 13 — Relagao entre o comprimento total dos espécimes amostrados e o nimero
de dias estimados nos otélitos, de Dicentrarchus labrax.

onde C é o comprimento em cm e D a idade em dias.
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Taxa de Crescimento

A taxa de crescimento diario é de 0,4 mm/dia, considerando a totalidade do intervalo

de tempo analisado. No entanto, usando a formulagédo de Laurence, 1974, podemos

fazer uma caracterizacao mais adequada. Assim, a evolugdo da taxa de crescimento

diaria, em 10 otdlitos analisados mostrou que o crescimento do otélito € mais

pronunciado nos primeiros dias de vida do individuo diminuindo depois uniformemente

(Fig.14).
5
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Figura 14 — Taxa de crescimento diaria (TCD).

A largura dos incrementos observados nesses 10 otélitos variou significativamente
(P<0,001) entre 2,12 e 38,43 um, mostrando tendéncia para diminuir a medida que

aumenta a idade, nao tendo sido, no entanto, registadas diferengas significativas

(P=0,757) em termos médios (Fig.15).
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incrementos (um)
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Figura 15 — Variagao da largura média do incremento ao longo do tempo
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Epoca reprodutiva
Os retrocélculos obtidos para as datas de nascimento sugerem que a época de

reproducdo ndo se verifica apenas em épocas de baixas temperaturas ambientais,
mas ao longo de todo 0 ano com maior evidéncia, no entanto para o Inverno (Fig.16).
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Epoca do ano

Figura 16 — Numero de nascimentos ao longo das esta¢des do ano.

A distribuicao foi agrupada nas quatro estagdes do ano de forma a ser mais facil a sua

visualizacao.

Variacao da largura do incremento com a insolagao e a precipitacdao ao longo do
tempo

Foram comparadas graficamente as variagbes da largura dos incrementos com a
insolacao (Fig.17 e Fig.18) e pluviosidade (Fig.19) nos mesmos dias, ao longo do
tempo. Perante os dados obtidos, foi possivel sobrepor os valores de insolacao e de
precipitacdo a alguns periodos do crescimento de alguns individuos, mas em
intervalos de tempo relativamente curtos.

A comparacéao efectuada permite verificar, para quase todos os individuos em que foi
possivel efectuar a comparagao, um acompanhamento da largura dos incrementos em
relacdo aos valores de insolacdo. O coeficiente de correlagdo obtido para esses
valores (Tabela 2) mostra que existe uma proporcionalidade positiva e directa entre a
insolacdo e a largura dos incrementos diarios. Tal podera sugerir, sendo a insolagao
um indicador da temperatura da agua, e sendo a largura dos incrementos um indicador
da taxa de crescimento diario, que a temperatura exerce uma acgao mensuravel na

taxa de crescimento diario de robalo.
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Tabela 2 — Valores do coeficiente de correlagédo obtidos entre
as larguras dos incrementos e a variagdo dos parametros
abidticos (insolagdo e precipitacdo); n — nudmero de
incrementos comparados.

Coeficiente de correlacao

Otdlito Insolagdo  Precipitagao n
B17 0,322 - 20
B311 -0,223 0,320 23
C24 0,517 0,492 9
T33 0,124 0,389 10
V14 0,992 - 4
V121 0,023 0,094 18

No que respeita a pluviosidade, o coeficiente de correlagdo obtido parece indicar uma
relacao directa entre a pluviosidade e a largura dos incrementos diarios (Tabela 2).
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Os otdlitos sdo uma fonte abundante de informagao, conquanto seja necessario muito
trabalho para ser obtida uma estimativa precisa do crescimento de uma dada
populacdo suficientemente razoavel. A realizagdo deste trabalho vem mais uma vez
comprovar a extensa aplicacdo do estudo destas estruturas em estudos de idade e

crescimento dos peixes.

A andlise dos coeficientes de regressdo obtidos para cada uma das relacdes
estudadas sugere que o crescimento dos otolitos segue o crescimento dos peixes. A
determinagao da relagdo peso/comprimento permitiu evidenciar que o crescimento €
isométrico confirmando assim resultados obtidos em trabalhos anteriores (Andrade,
1986; Gordo, 1989; Rebelo, 1993). Este facto podera indicar que a espécie esta bem
adaptada as circunstancias que prevalecem na laguna. A existéncia de uma relagao
linear entre o didmetro maior do otélito e o crescimento do corpo do peixe admite a
existéncia de uma proporcionalidade estreita entre as duas variaveis (r* = 0,855),
apesar do numero reduzido da amostra. A obtencao deste valor de coeficiente de
correlacao relativamente mais baixo do que esperado podera ficar a dever-se a erros
aleatorios durante a medicao ou ao tamanho da amostra. Todavia, a regressao obtida
entre o comprimento do peixe e o didmetro do otolito é bastante aceitavel, sendo os
otélitos grandes em relagdo ao tamanho do peixe. A propor¢ao obtida no presente
trabalho (1:25-1:60) revela uma gama de tamanhos maior comparativamente a referida
por Harkdnen (1986) de 1:30-1:40. Conjuntamente, a relagdo obtida entre o peso do
otélito e o comprimento total do peixe parece revelar um crescimento rapido da

espécie.

Embora as medidas mais correctas das larguras de incrementos resultem da analise
de imagens provenientes do Microscépio Electronico de Varrimento (SEM), uma vez
que nao sao sujeitas a efeitos de refraccdo como as imagens obtidas no microscépio
Optico, a exactidao e a precisdo das leituras e consequentes medidas sao limitadas
pela clareza da fotografia (Campana, 1992) bem como pelos métodos utilizados no
“manuseamento” dos incrementos. A excepcdo da acessibilidade, o maior
constrangimento da utilizagdo do SEM é o tratamento da amostra com acido
(“etching”), dada a dificuldade em ajustar um tempo Optimo para o fazer e a
complexidade maior ou menor da estrutura interna do otdlito.

As varias tentativas efectuadas de ataque acido ao otélito ndo proporcionaram
resultados completamente satisfatérios, produzindo bastantes otélitos nao
interpretaveis e dificultando a obtencdo de imagens claras e objectivas, que
permitissem a escolha de um transecto completo, devido essencialmente a destruicao
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da matriz cristalina e a presenca de zonas de fraca visibilidade. Contudo, esta
dificuldade nao é inédita deste trabalho uma vez que, de acordo com Campana (1983)
o tempo de ataque acido conveniente para a observagdo ao SEM é impossivel de
determinar nomeadamente quando o otélito apresenta uma curvatura, constituindo
uma das desvantagens da utilizacdo do SEM. A presenca dessa mesma curvatura em
grande parte dos otdlitos analisados podera explicar a “perda” de alguns incrementos,
evidenciando a necessidade de um polimento de dupla face em otdlitos extraidos a
espécimes mais velhos. Também o uso de HCI no tratamento da amostra, podera
estar na origem de um grande numero de microcristais danificados, devido a alteragéao
da estrutura cristalina pela maior ou menor quantidade de carbonato dissolvido
(Brothers, 1981). Dada a dificuldade de obtencdo de uma sequéncia completa de
incrementos, verificados nos otélitos de robalo com as dimensées por nés trabalhados,
utilizando este tipo de preparacio poder-se-a dizer que a obtencdo de dados métricos
dos incrementos a partir do SEM sera mais apropriada para regides restritas do otélito
do que para raios completos (Campana, 1992).

A relagdo entre o crescimento dos individuos e os incrementos diarios identificados
nos otolitos, para esta fase precoce do ciclo de vida, apresenta-se como uma recta,
como seria de esperar (Campana, 1992). Estes resultados sdo similares aos
encontrados por Gutiérrez & Morales-Nin (1986) para a mesma espécie e por Ré
(1984) para a Sardina pilchardus, os quais referem que o crescimento do peixe esta
linearmente relacionado com a largura dos incrementos diarios.

Os incrementos revelaram variagdes no ritmo de crescimento, tendo uma taxa de
crescimento diaria mais rapida nos primeiros dias ap6s o nascimento, confirmando a
elevada taxa de crescimento apresentada pela espécie no periodo inicial da sua
ontogenia (Andrade, 1983; Gordo, 1989; Rebelo, 1993) na Ria de Aveiro. Este ecotono
dado o seu papel de “bercario”, relne condigbes particulares que favorecem o rapido
crescimento das espécies e nomeadamente do robalo nestes estadios de vida
(Andrade, 1983).

O abrandamento do crescimento apds estes primeiros estadios, traduzido pela
reducdo na largura dos incrementos podera ser associado ao desenvolvimento das
gonadas e a diferenciacdo sexual (Moreno & Morales-Nin, 2003), bem como a
possiveis periodos de stress e/ou alteracdes das condicbes ambientais. Estudos
recentes demonstraram que as caracteristicas do ambiente pelagico, como a
temperatura, o alimento e a qualidade da agua podem ter impacto no crescimento das
larvas (McCormick,1999) e consequentemente nos juvenis.
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A estreita dependéncia entre a fisiologia dos animais aquaticos e os factores
ambientais tem sido estudada por diversos autores (Alliot et al., 1983). Os parametros
abioticos, particularmente a temperatura da agua tém um papel importante na
regulacdo do comportamento da espécie (Rebelo, 1993). O robalo como espécie
euritérmica que é evidencia taxas de crescimento mais altas durante o Verao
(Andrade, 1983; Gordo, 1989; Rebelo, 1993), época do ano em que registam valores
mais altos de insolagdo. Este facto embora ndo confirmado de forma estatistica,
parece ser determinante na variacdo da largura dos incrementos registada ao longo
dos dias. Ainda que nao tenha sido comprovada, para a grande maioria das espécies
(Beamish & McFarlane, 1983; Campana & Neilson, 1985), a deposicdo dos
incrementos parece fazer-se ao que tudo indica na fase iluminada do dia (Jones,
1986), sendo mais rapida no verdo, em dias considerados de maior lumnosidade
(Kelley, 1986). A comparacédo efectuada entre a variacdo da largura dos incrementos
com os valores de insolagdo parece abonar esta ideia dada a existéncia de uma
proporcionalidade positiva e directa entre as duas variaveis. Tal podera sugerir, sendo
a insolagdo um indicador da temperatura da agua, e sendo a largura dos incrementos
um indicador da taxa de crescimento diario, que a temperatura exerce uma accao
mensuravel na taxa de crescimento diario de robalo corroborando com as taxas de
crescimento rapido obtidas por Alliot ef al., a altas temperaturas, em aquacultura bem
como em individuos mais novos (Kelley, 1988), como é o caso do presente estudo.

A época de reprodugdo do robalo na Ria de Aveiro tendo em conta as idades
estimadas verifica-se predominantemente no Outono e Inverno, existindo no entanto
nascimentos ao longo de todo o ano. Tal deve-se provavelmente a permanéncia
constante de individuos na laguna independentes da migragao habitual na espécie,
embora a conclusdo deva ser feita de forma cautelosa dado o escasso nimero de

exemplares estudados.

Ainda que, o objectivo do presente estudo ndo contemplasse a andlise de todos os
grupos de idade do robalo, o numero de individuos estudados ficou aquém das
expectativas. A maioria deste tipo de estudos, mesmo aqueles mais simples, como os
célculos de taxas de crescimentos, requer uma amostragem completa e representativa

de todos os estagios relevantes dos cohorts da espécie (Campana & Jones, 1992).
Muito embora as andlises deste tipo ndo sejam particularmente dificeis de entender

requerem alguma conjectura quanto ao melhor método a seguir. No entanto, a

informacgao obtida com estes resultados podera contribuir para a compreensao geral
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destes aspectos no robalo, dada a notéria falta de estudos deste tipo nesta espécie.
Embora tenham sido estimadas, para a mesma laguna, algumas taxas de crescimento
baseadas em frequéncias de comprimento (Andrade, 1983; Gordo, 1989; Rebelo,
1993), nenhum estudo foi feito tendo em conta a contagem e medicdo dos
incrementos de periodicidade diaria dos otdlitos, representando este um dos primeiros
ensaios em que se quantifica o ritmo diario da formacao dos microincrementos em
otolitos de robalo na Ria de Aveiro e se obtém informagao sobre o crescimento e data

de nascimento.

Os horizontes perspectivados com este trabalho deverdo ser optimizados com o
investimento em trabalhos suplementares e estudos adicionais de estadios larvares e
adultos, investindo tempo e esforcos na preparagdo dos otolitos com vista a uma
melhor estimativa do crescimento nesta e noutras espécies, bem como o
melhoramento das técnicas e a sempre necessaria e saudavel confrontacdo de
resultados.
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Tabela 1 — Informagéo biométrica, idade anual e peso dos
otolitos dos peixes estudados.

Peixe Otoélito
Data Comp. Total (cm) Peso (g) Anéis Peso (g) Espécime n2

Mai-98 3,9 0,7 0" 0,0015 15
Mai-98 3,8 0,5 o* 0,0008 16
Mai-98 3,7 0,6 0" 0,0040 17
Mai-98 3,6 0,5 o* 0,0030 18
Mai-98 3,7 0,5 0" 0,0007 19
Mai-98 3,1 0,3 0" 0,0004 20
Jul-99 7,83 52 M 0,0041 13
Jul-99 19,50 63,4 1" 0,0341 1

Jul-99 19,63 73,4 1" 0,0114 4
Set-99 15,20 34,1 1" 0,0180 1

Jun-00 2,98 0,3 0" 0,0004 4
Jun-00 3,58 0,3 0" 0,0008 6
Jun-00 4,00 0,6 0" 0,0007 7
Jun-00 3,27 0,4 0" 0,0006 15
Jun-00 3,00 0,4 0" 0,0006 9
Jun-00 2,64 0,2 0" 0,0004 1

Jul-00 6,42 2,8 0" 0,0029 2
Jul-00 5,83 1,9 0" 0,0023 3
Jul-00 6,11 21 0" 0,0024 1

Jul-00 5,69 1,8 0" 0,0017 2
Jul-00 4,92 1,1 0" 0,0015 3
Jul-00 7,32 3,7 0" 0,0040 1

Jul-00 6,12 2,2 0" 0,0024 2
Jul-00 5,93 1,8 0" 0,0024 5
Jul-00 6,52 2,4 0" 0,0027 6
Jul-00 7,23 3,6 o* 0,0035 2
Jul-00 6,28 2,3 0" 0,0027 1

Jul-00 6,56 2,8 0" 0,0031 1

Jul-00 717 3,3 0" 0,0036 1

Jul-00 6,83 3,1 0" 0,0031 2
Jul-00 5,82 1,9 0" 0,0021 3
Jul-00 7,04 3,6 0" 0,0040 4
Jul-00 4,95 1,4 0" 0,0023 21
Jul-00 5,33 1,6 0" 0,0022 1

Jul-00 6,15 2,4 0" 0,0030 9
Jul-00 10,28 9,8 0" 0,0084 6
Jul-00 8,37 59 0" 0,0056 7
Jul-00 11,15 16,1 0" 0,0097 2
Jul-00 9,22 9,9 0" 0,0070 3
Jul-00 7,89 4,8 o* 0,0055 3
Jul-00 8,73 6,8 0" 0,0065 1

Jul-00 7,87 51 0" 0,0052 2
Jul-00 9,19 8,6 0" 0,0072 1

Jul-00 6,93 3,5 0" 0,0035 2
Ago-00 6,90 3,6 0" 0,0041 1

Ago-00 8,62 7,3 0" 0,0058 2
Ago-00 9,40 9,8 0" 0,0064 3
Ago-00 7,00 3,8 0" 0,0043 4
Ago-00 6,76 3,6 0" 0,0047 5
Ago-00 10,80 14,5 0" 0,0082 6
Ago-00 7,99 6,1 0" 0,0054 2
Ago-00 8,64 6,7 0" 0,0066 3
Ago-00 9,73 9,8 0" 0,0074 4
Ago-00 10,46 12,6 0" 0,0088 5
Ago-00 6,99 41, 0" 0,0041 1

Ago-00 9,53 9,1 0" 0,0068 3
Ago-00 10,23 13,4 0" 0,0065 4
Ago-00 7,57 43 0" 0,0044 1

Ago-00 6,75 3,1 0" 0,0040 2
Ago-00 8,91 7,7 0" 0,0065 7
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Tabela 2 — Valores da largura dos incrementos diarios dos otolitos analisados, nos
diversos raios de contagem utilizados.
Otolitos
23 31 37 39 42 A21 A23 B17 B310 B311
Raio de contagem
Ry Ry Ra Ry Ry Rz Ry R> Rs Ry Rz Rs Ry Ry Ry Ry Ry Ry Rs Ry R Rs R4 Rs Re R;

Incremento

1 15,11 20,7 142 3046 195 162 203 168 11,4 306 265 233 194 18 225 14,55 306 97 237 9,09 727 133 424 188 29 6,58

2 16,89 17,8 14,6 2955 22 125 16,1 138 87 343 244 233 162 185 24,1 23,03 223 743 298 97 121 152 152 242 286 8,74

3 1733 23 189 2545 155 18 19,3 9,95 9,83 19,1 114 231 19,2 103 18,19 34 371 249 127 127 194 158 30,3 338 524

4 1867 159 138 33,18 13 125 148 972 10,2 271 156 23,7 16,7 24,24 30,7 425 265 9,09 911 14 121 261 194 572

5 20,00 237 124 2182 272 11,00 133 87 8,03 233 233 19 24,24 284 505 187 9,11 851 176 139 188 5,72

6 16,89 17,4 15,46 21,30 1540 21,1 929 8,82 19,6 17,7 142 23,03 353 6,24 13,7 788 911 194 206 146 5,67

7 21,00 156 17,73 291 103 19,7 958 10,5 12,9 19,39 281 102 158 26,1 18,8 20,6 30,9 11,9

8 21,33 19,3 18,64 18,1 6,61 174 11,5 103 15,6 33,94 379 121 26,1 20,6 188 152 146 17,7

9 19,30 13,7 2320 13 6,61 131 15 16,2 20 36,4 6,63 20,6 206 158 21,8 213 23,7

10 18,67 159 23,18 13 9,16 228 1.3 183 24,86 326 53 236 315 224 788 121 9,22

11 19,11 20,7 20,46 11,7 7,33 239 1 17,3 29,1 15,2 26,1 127 236 18,8 8,71

12 23,56 14,8 13,18 16,9 7,33 195 12,8 29,1 26,67 12,4 152 206 21,8 19,4 18,5

13 2579 126 19,55 12,3 15,4 32,9 19,39 8,38 143 164 9,11 12,7

14 18,23 13,7 25,46 214 12,4 20,6 20 10,1 17 16,4 9,7 1.4

15 10,22 12,2 17,28 24 15,4 15,8 23,03 7,59 182 17,6 14,8

16 12,89 20,91 16,8 145 28,5 30,91 13 176 164 14,7

17 18,67 15,01 20,1 10,3 22,5 27,88 5,74 152 14 12,4

18 18,22 16,82 28,5 24,4 22,5 21,83 743 188 23 136

19 12,89 18,64 24,6 239 15,2 19,39 6,63 182 255

20 14,23 14,09 20,7 10,8 17,9 18,79 4,95 273 218

21 18,69 16,82 14,3 12 13,5 6,63 14,6

22 21,78 18,66 20 14,7 6,91 6.9

23 8,89 30,92 20,7 1.4 3,72

24 28,64 174 31,1 6,63

25 34,09 19,1

26 35,45 16,3

27 43,65 17,7

28 34,09 14

29 29,12 1.1

30 28,65

31 28,19

32 33,64

33 27,73

34 15,00

35 18,64

36 15,91

37 19,55

38 16,36

39 15,94

40 15,65

41 16,36

42 24,10

43 14,55

44 10,92

45 10,01

46 9,56

47 14,55

48 13,64

49 15,48

50 19,10

51 14,55

52 15,92

53 18,64

54 17,73

55 15,46

56 14,55

57 12,74

58 15,45

59 19,10

60 13,64

61 19,55

62 15,92

63 19,55

64 20,00

65 31,36
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Tabela 2 A — Valores da largura dos incrementos diarios dos otolitos analisados, nos
diversos raios de contagem utilizados.

Otélitos
Ci1 Cc22 C23 C24 C36 C37 Li14 Li15 R12 R13 R14  T17 T33 VAL
Raio de contagem
RR R. RR R, RR R, R, R, RRL R R R R, Rk R, R, R, R, R, R, R R, R

=

4 Vi1

182 236 85 864 258 116 757 106 83 13 147 6,8 9,15 189 19,7 865 244 591 111 71 19 35 262
133 283 73 300 193 189 76 113 685 11,8 135 65 7,98 136 20,1 877 216 591 724 6,7 154 46 217
15,8 194 91 420 322 142 836 106 8,19 122 112 79 143 14 203 992 169 832 106 74 175 4,4 262
6,06 13,3 7,7 11,91 18 18 4,97 861 887 10,4 134 92 929 12,7 186 542 20 457 622 7,1 17 44 296

79 962 239 163 6,55 897 819 102 112 79 13 184 19 741 118 966 681 63 11 34 258

71 3,9 172 116 897 931 133 135 73 144 188 172 6,47 104 6,18 794 74 129 3,7 314
6,9 29 116 112 7,08 13 161 172 73 129 219 159 835 927 713 105 6,7 155 3,7 31
7.1 252 133 11,6 724 7,97 992 135 8,61 251 16,5 942 727 109 124 78 113 22 228
56,8 20,6 11,3 6,52 11 13 131 4,97 219 752 10,7 11,9 999 7.1 41 24,9
56,4 249 983 743 115 874 164 10,1 21 8,45 24,7 143 93 33,5
53 624 983 579 10 961 153 13,6 23,2 79 28
724 733 843 9,05 16,8 12,4 12,4 8.2 255
8,81 6,61 7,97 992 183 10 19,7 5,9 21,5
11,3 638 129 11 142 11,1 7,38 71 171
96 6,15 116 138 164 9.8 9 22,8
824 7,21 19 116 9,4 25
9,33 133 97 8,58 26,2
6,61 16,7 10,5 8,35
153 5,97 5,22
19,3 6,34 73
18,7 9,49
18,6 9,64
11,9 6,99
9,18
7,3
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Tabela 3 — Valores diarios de insolagéo (décimos de hora) no ano de 1999.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
1 24 8,9 9,4 8,2 58 10,4 9,9 10,7 51 9.4 0 5
2 7.2 9,0 9,8 8,6 3,2 5,6 13,4 1,6 2,8 8,9 1,8 8,2
3 5,0 9,0 72 10,0 10,2 9,0 10,3 1,3 8 4,9 -1 8,1
4 5,7 9,0 4.6 11,6 1,4 9,3 3,2 4,7 5,6 9,7 -1 6,5
5 1,7 9,1 6,5 11,4 0,7 1,3 6,4 9,3 7,2 9,8 -1 2,6
6 8,0 9.1 6.4 11,4 8,5 58 8,4 8,3 8,1 8,3 -1 73
7 7.9 8,3 77 57 8,9 71 13,5 8,8 9,9 8,8 -1 8,1
8 7,4 7,9 0,0 11,1 9,0 10,4 13,4 6,1 111 9,4 -1 71
9 0,1 9,1 29 11,6 10,9 13,6 13,3 6,7 11,2 9,2 8,8 2,8
10 4,5 0,9 0,3 10,8 71 13,5 13,3 5,7 11,2 9,8 8,9 2,6
11 6,1 9.3 23 9,7 6,4 12,9 5,6 12,1 9.1 8,3 8,9 3,6
12 -1,0 9.3 39 11,3 79 -1,0 9,7 9 9 4.4 8,7 0,1
13 8,2 23 56 9,2 6,8 8,6 -1 1 10,8 -1 8,8 48
14 6,4 9,4 52 12,1 3,8 -1,0 10,3 12 9,4 0,1 6,9 3,2
15 7,4 9,4 9,4 5,6 1,7 11 12,8 11 11,2 4,5 55 0,1
16 8,0 9,4 77 111 72 10,5 13 58 9.8 6,5 8,6 4,8
17 1,0 9,4 9,8 37 2,6 8,5 7.3 4.8 4,7 2,6 8,5 79
18 1,0 9,3 10,5 11,0 6,5 10,6 7.7 9,5 7 1 8,6 6,2
19 3,1 9,4 10,5 12,3 2,8 13,6 -1 10,4 0,4 5,7 6,8 0,5
20 0,6 6,7 10,7 7,0 8,5 13,6 93 121 7 4.1 2,8 0,8
21 0,0 9,0 10,6 2,6 12,9 13,6 1,5 1,9 7 52 8,4 55
22 0,3 45 10,7 3,6 13,2 13,7 9,8 10,6 25 0,5 8,5 6,2
23 3.8 6,3 10,8 72 13,0 13,1 12,8 10,3 51 51 75 25
24 7.1 7,7 11,0 1,3 11,8 1,3 11,8 9,6 6,9 0,2 8,3 0
25 8,6 0,9 21 12,0 9,0 9,8 4,4 8,3 1,2 3,8 8,2 4.6
26 8,6 53 3,3 8,4 12,9 2,7 10,8 8,1 7,2 3,6 8,4 0
27 0,5 9,5 75 59 9,4 6,4 10 9.1 1,9 45 6,6 0
28 55 1,9 42 53 79 6,6 8,2 10,8 4 54 8,1 0
29 8,3 8,7 4,4 43 12,7 11,5 11,8 9,4 3,1 4 1,3
30 8,1 7.2 53 11,0 10,7 7,7 8,5 1,7 3,6 0 2,7
31 8,7 10,1 11,3 7.3 7,4 0 72

Tabela 4 — Valores de insolacdo (décimos de hora) no ano de 2000.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
1 -1,0 7,7 59 10,1 3,5 71 11,8 8,9 11,4 7.9 6,9 0
2 -1,0 21 4,5 4,2 2,4 8,1 9,9 11,2 8,8 0,4 1,8 4,4
3 -1,0 1,4 9,9 0,3 9,6 9,9 8,8 9,8 11,4 9,6 2,6 5,4
4 -1,0 58 9,8 0,8 5,6 10,2 6.9 12,1 9.1 8,2 71 0
5 0,6 8,4 9,9 52 3,2 8,5 1,7 12,7 1 59 0,6 0,2
6 6,5 7,8 10,0 9,8 2,5 12,7 12,2 12,5 11 58 0 0,4
7 7,9 2,5 1,9 11,0 4,2 13,4 75 121 11 10 4,4 0
8 -1,0 3,3 7.4 2,8 21 13,4 12,6 11,6 7,7 9,9 5.2 -1
9 2,4 1,8 8,9 5,0 3,9 72 13,3 11,8 8,7 9,9 5.1 3
10 8,0 25 9,3 8,1 3,9 10,4 12,5 -1 6.8 55 71 25
11 8,1 0,1 9,6 58 4,6 10,7 9,9 5.8 0 23 6,8 0
12 71 6,9 6,5 6,2 75 9,5 13,2 7.4 8,1 0,1 8,6 5
13 7,7 6,1 6,0 3,5 12,4 13,5 13,2 8,9 53 73 0 4,6
14 0,1 -1,0 3,8 0,9 13,1 13,4 13,2 5.2 7.2 9,5 6,9 0,9
15 5,0 47 9,4 7,0 12,3 13,4 13 10,6 9 21 4,7 0,9
16 -1,0 6,7 10,3 0,9 71 13,4 13,2 9,6 9.8 8 8,5 6,6
17 -1,0 43 -1,0 6,2 55 1,1 13,1 10 10,2 8,1 2,7 0
18 3,7 1,9 10,3 58 12,5 13,3 10,6 73 7.8 9,4 8,4 0
19 8,4 8,3 10,4 0,0 10,3 12,5 0 8,4 6,1 43 1,5 0,6
20 8,5 6,6 10,7 3,2 9,0 47 8,4 8,8 48 35 0 15
21 8,5 8,7 10,4 2,6 9,3 76 58 9,8 9,5 1,2 0,7 3.8
22 8,5 3,0 21 6,4 8,3 1,3 9,8 12 10,3 9.3 0 0
23 8,4 4,8 3,1 7,6 57 13,2 8,6 4,5 10,3 8,7 0,5 1,5
24 -1,0 9,0 2,8 8,6 13,2 13,4 53 9,5 5,1 8,8 6,4 1,2
25 8,7 9,2 5,6 0,0 73 13,4 0 9,9 10,3 9 0 3,4
26 8,5 9,6 8,1 52 2,0 10,0 -1 8,4 10,2 6,5 1,2 0,3
27 54 9,2 10,6 72 1,8 9,4 10,8 10,6 47 48 0,2 1,7
28 6,4 05 78 9,7 1,1 1,2 10,8 10,7 9.1 5.1 0 3,7
29 6,6 0,2 1,3 1,7 0,0 7,8 13 11,4 3,2 0,3 3 4,6
30 8,4 8,7 1,0 71 11,8 10,8 4,9 6,9 7.8 6 1,8
31 7.9 4,4 -1,0 12,8 10,8 0,7 2,8
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Tabela 5 — Valores de precipitagao (milimetros por hora) no ano de 2000.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
1 0.00 12.0 0.08 0.00 0.00 0.00 0.30 0.66 0.68 0.17 0.66 0.41
2 0.00 0.25 - 0.00 0.00 0.00 0.55 0.38 0.69 0.04 0.98 0.21
3 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.00 1.24 1.47 0.00 0.04 1.23 0.31
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.01 0.80 0.03 0.35 0.82
5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.56 0.35 0.92 0.00 1.28 252
6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.42 1.41 0.03 1.03 0.97
7 0.00 0.08 0.00 0.00 - 0.00 0.02 0.38 0.98 0.03 0.52 -
8 279 1.42 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.30 1.36 0.01 1.81 -
9 0.17 1.29 0.00 0.00 - 0.07 0.00 0.78 0.48 0.12 0.28 -
10 - 1.58 0.00 0.00 - 0.00 0.66 0.34 0.51 0.13 0.05 -
1 - - 0.00 - - 0.01 0.02 0.31 0.93 1.56 0.32 -
12 - 0.00 0.00 0.00 - 0.03 0.47 0.46 0.62 0.14 1.89 -
13 4.96 0.00 0.00 0.00 0.00 0.08 0.34 0.48 1.12 0.32 0.41 -
14 0.33 0.00 0.08 0.00 0.00 0.04 0.85 0.74 1.28 0.12 0.98 0.67
15 7.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.54 0.51 1.26 0.12 0.03 0.06
16 0.00 0.21 0.00 0.00 0.00 0.63 0.64 0.41 - 0.05 0.60 0.01
17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.25 1.78 0.37 0.10 0.04 0.00
18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.34 0.39 0.95 0.55 0.27 0.00 0.25
19 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 0.53 0.59 0.75 0.91 0.39 0.02 0.03
20 0.00 0.08 0.08 0.00 0.00 0.12 0.50 0.68 0.61 0.40 0.12 0.55
21 0.00 0.08 7.33 0.00 0.00 0.48 0.24 0.52 0.73 0.01 0.21 0.23
22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.52 0.58 1.99 0.57 0.00 0.83 0.48
23 0.00 0.00 0.42 0.00 0.00 0.04 1.28 1.01 0.06 0.03 0.08 0.69
24 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 0.32 3.12 0.93 0.00 0.04 1.73 0.33
25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.17 0.46 1.03 1.23 1.76 0.03 0.12 0.52
26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.21 0.03 1.02 0.59 223 0.03 0.88 0.22
27 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33 0.58 0.48 0.68 0.02 0.06 0.28
28 0.00 0.00 0.00 0.00 0.34 0.04 0.31 1.00 3.54 0.08 0.73 0.86
29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.03 0.00 0.87 1.27 0.00 0.53 0.60
30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.42 0.00 0.99 0.57 0.88 2.39 0.00
31 0.00 0.00 0.00 0.54 1.08 0.23 0.01
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