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3.

PROTOCOLO PARA PREPARAGCAO DE OTOLITOS E DETERMINAGAO DA IDADE

Este protocolo, baseado no Manual de Determinacdo da Idade (ICES, 2009), foi desenvolvido para

harmonizar metodologias de preparacdo de otdlitos e leitura de idades de enguias, no dmbito do projeto

SUDOANG. O sexo dos individuos deve ser determinado através da analise macroscdpica das génadas (ver

Protocolo de amostragem de gonadas para avaliacdo do rdcio sexual).

3.1.

3.2.

Extracdo e armazenamento

Extrair ambos os otdlitos sagittae de cada enguia;

Limpar os otdlitos com agua e, em seguida, seca-los;

Armazenar os otdlitos secos em pequenos recipientes (por ex. Eppendorfs), assegurando que estes
estdo completamente secos para evitar deterioragdo.

Desbaste e polimento

Escolher o otdlito direito para maior consisténcia nas leituras. Caso tal ndo seja possivel, deve
escolher-se o otdlito esquerdo e mencionar esta informacdo nas observacées;

Os otdlitos podem ser observados inteiros (sem preparacdo) com luz forte transmitida ou sobre
uma superficie escura com boa incidéncia de luz. Se existirem menos de 4 ou 5 marcas, a idade
pode ser lida sem qualquer preparacdo ou, entao, apds imersao dos otdlitos em alcool a 96% para
melhor visualizacdo das marcas de crescimento.

Se a idade for superior a 5 anos, os otélitos devem ser impregnados em resina;

As secc¢les sagitais sdo obtidas impregnando o otdélito diretamente em resina; no caso de se
pretender obter sec¢Oes transversais, serd necessario fazer a impregnacdo em duas camadas de
resina, de modo que o otdlito fique posicionado no centro do bloco de resina;

O processo de desbaste deve ser cuidadosamente controlado até se alcangar o plano médio do
otolito. Para tal, o otélito deve ser examinado a lupa binocular, com a maior ampliagdo possivel, e
usando diversos tipos de luz, incluindo luz transmitida, refletida ou polarizada;

O otdlito deve ser desbastado ao longo do plano sagital (se a enguia tiver até 12 anos e o otdlito
ndo for curvo) ou no plano transversal (requer cortar uma fatia do otdlito ao longo do eixo
transversal usando uma serra de diamante) (dependendo da curvatura do otélito e dependendo do
tamanho do otélito) até alcancar o centro do nucleo;

O processo de desbaste pode ser feito manualmente ou usando uma roda de desbaste com lixa de
silica, lubrificada com agua destilada;

Deve polir-se a superficie desbastada do otdlito usando lixa de carboneto de silicio uma gama
decrescente de dureza (grdo entre 1200-4000), panos de joalharia ou pastas a base de aluminio ou
pd de diamante, lubrificado com 4gua destilada.

Para mais informag0es sobre os procedimentos, ver Manual de Determinacdo da Idade da enguia atlantica
(ver link que aparece depois das referéncias).
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3.3. Determinacdo da idade

— Apos preparagao dos otdlitos, devem obter-se imagens dos mesmos para partilhar entre os varios
leitores;

— As seccdes sagitais requerem desbaste e coloracdo para realcar as marcas de inverno. As seccGes
transversais ndo requerem este procedimento;

— Deve proceder-se a leitura da idade, isto é, a contagem do nUmero de marcas de inverno. As zonas
translucidas (inverno) sdo claras, e as zonas opacas (verdo) sdo escuras, quando o otdlito é
observado com luz transmitida. Ao utilizar luz refletida, as zonas opacas (verdo) sdo claras, e as zonas
translucidas (inverno) sdo escuras.

3.4. Material

— Lupa binocular (com camara digital e captura de imagens e software de andlise Image J);
— Laminas de vidro para microscépio;
— Pincas de ponta fina;
— Agulhas de disseccao;
— Recipiente de laminas;
— Reagentes necessarios para a preparagao:
e Cera, resina epoxy, para impregnacao do otélito;

e Pasta de alumina e pasta de diamante para desbastar otdlitos.

Referéncias

ICES. 2009. Workshop on Age Reading of European and American Eel (WKAREA). Bordeaux, France: ICES CM 2009\ACOM: 48, 66
pp.

ICES 2009. Manual for the Ageing of Atlantic Eel. In Workshop on Age Reading of European and American Eel, (WKAREA) Annex 4,
57 pp.



http://www.ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Expert%20Group%20Report/acom/2009/WKAREA/WKAREA%202009.pdf
http://www.ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Expert%20Group%20Report/acom/2009/WKAREA/WKAREA%202009.pdf
http://www.ices.dk/sites/pub/CM%20Doccuments/CM-2009/ACOM/ACOM4809_Manual.pdf
http://www.ices.dk/sites/pub/CM%20Doccuments/CM-2009/ACOM/ACOM4809_Manual.pdf

Interreg E ¢ inacs Pég.__ /_
Shidos stL%?G 3. Determinagdo da Idade

Dados biométricos

(Comprimento Total - mm; Peso Total - g; Peso Eviscerado - g; Sexo - Macho/Fémea/Indiferenciado)

IDda Cédigo do Data CcT PT PE

Sexo Idade Observagtes
Enguia local




