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RESUMO 

Os otólitos são estruturas calcificadas encontradas no ouvido interno dos peixes, 

desempenhando um papel fundamental no equilíbrio hidrostático e audição em peixes 

teleósteos. Essas estruturas oferecem uma riqueza de informações que permitem 

investigar a dinâmica e a história de vida dos peixes. Nos últimos anos, a análise da forma 

dos otólitos tem se destacado como uma ferramenta valiosa para discriminar espécies e 

estuários associados. O contorno dos otólitos, uma representação bidimensional de sua 

forma, pode ser analisado utilizando métodos como a Análise de Fourier Elíptica (AFE), 

que se baseia em funções trigonométricas e periódicas chamadas harmônicas, cujas 

combinações permitem a reconstrução do contorno do otólito. O objetivo desse estudo foi 

analisar a variação morfométrica dos otólitos de Caranx latus capturados no litoral de 

Pernambuco – Brasil, e comparar a variação ontogenética da forma dos indivíduos juvenis 

dos cinco estuários da região: Sirinhaém, Santa Cruz, Suape, Rio Formoso e Goiana. 

Foram coletados 389 indivíduos de Caranx latus por meio da pesca artesanal em cada 

estuário mencionado. Para cada indivíduo, o contorno do otólito foi obtido em 

coordenadas x e y, os dados foram analisados utilizando o Software R, com os pacotes 

momocs para o cálculo da AFE e segmented para o cálculo de componentes principais 

significativos. Além disso, realizamos a Análise do Discriminante Linear para observar a 

classificação correta das amostras com base no estuário de origem. Os resultados 

revelaram diferenças significativas entre os estuários (p < 0,05), especialmente entre 

Suape, Sirinhaém e Santa Cruz. A grande variabilidade na forma está relacionada no 

desenvolvimento do rostrum e antirostrum, o estuário de Suape destacou-se por ter um 

formato mais alongado, com suas bordas dorsal e ventral achatadas e reduzidas, em 

relação aos demais. Embora a validação cruzada tenha demonstrado uma baixa acurácia 

de 38%, indicando uma relação limitada entre a forma dos otólitos e o seu estuário de 

origem, cada um exibe característica morfológicas distintas, relacionadas principalmente 

a fatores ambientes, incluindo influências de água doce e salgada, bem como os impactos 

das atividades antrópicas. Assim, a análise da forma dos otólitos emerge como uma 

ferramenta eficaz não apenas na diferenciação de estuários com características fenotípicas 

estritamente semelhantes, mas também na identificação de unidades populacionais, o que 

contribui para uma gestão mais eficiente dos recursos pesqueiros de águas interiores.  

Palavras-chaves: Otólitos, Morfometria, Morfologia, Análise Elíptica de Fourier. 



ABSTRACT 
Otoliths are calcified structures found in the inner ear of fish and play a fundamental role 

in hydrostatic balance and hearing in teleost fish. These structures offer a wealth of 

information that allows us to investigate the dynamics and life history of fish. In recent 

years, the analysis of otolith shape has been highlighted as a valuable tool for 

discriminating between species and associated estuaries. The contour of otoliths, a two-

dimensional representation of their shape, can be analyzed using methods such as Elliptic 

Fourier Analysis (EFA), which is based on trigonometric and periodic functions called 

harmonics, the combinations of which allow for the reconstruction of the otolith contour. 

The aim of this study was to analyze the morphometric variation in the otoliths of Caranx 

latus caught off the coast of Pernambuco - Brazil, and to compare the ontogenetic 

variation in the shape of juvenile individuals from five estuaries in the region: Sirinhaém, 

Santa Cruz, Suape, Rio Formoso and Goiana. A total of 389 individuals of Caranx latus 

were collected through artisanal fishing in each estuary. For each individual, the outline 

of the otolith was obtained in x and y coordinates, and the data was analyzed using the R 

Software, with the packages momocs for calculating the EFA and segmented for 

calculating significant principal components. In addition, we performed Linear 

Discriminant Analysis to observe the correct classification of the samples based on the 

estuary of origin. The results revealed significant differences between the estuaries (p < 

0.05), especially between Suape, Sirinhaém and Santa Cruz. The great variability in shape 

is related to the development of the rostrum and antirostrum; the Suape estuary stood out 

for having a more elongated shape, with its dorsal and ventral edges flattened and 

reduced, compared to the others. Although cross-validation showed a low accuracy of 

38%, indicating a limited relationship between the shape of the otoliths and their estuary 

of origin, each exhibits distinct morphological characteristics, mainly related to 

environmental factors, including freshwater and saltwater influences, as well as the 

impacts of anthropogenic activities. Thus, otolith shape analysis has emerged as an 

effective tool not only for differentiating estuaries with strictly similar phenotypic 

characteristics, but also for identifying stocks, which contributes to more efficient 

management of inland fisheries resources.  

 

Keywords: Otoliths, Morphometry, Morphology, Elliptic Fourier Analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Estudos baseados nas características morfológicas de otólitos tem sido utilizado 

com sucesso para identificação de espécie, distinção de populações e estoques pesqueiros, 

especialmente em ambientes marinhos (RASHIDABADI et al., 2020; TUSET et al., 

2016). Decorre devido ao otólito possuir uma forma que diferencia de espécie para 

espécie, tornando-se algo específico, marcada principalmente pelas variações geográficas 

intraespecífica em decorrência de fatores ambientes (JEMAA et al., 2015; CAMPANA 

& CASSELMAN, 1993)  

Além de ter maior preservação nos sítios arqueológicos e não sofrerem 

reabsorção, ou seja, é menos variável que outras características existentes nos peixes. 

Diferentes técnicas têm sido aplicadas para análise da forma dos otólitos (PONTON, 

2006). Contudo, grande parte da informação biológica de interesse está contida no 

formato do otólito e não necessariamente em medições univariadas (CADRIN; 

FRIEDLAND, 1999). 

Neste contexto, uma das técnicas utilizadas nos estudos de discriminação de 

espécies usando a forma do otólito é a Análise Elíptica de Fourier (AFE), desenvolvida 

por KUHL & GIARDINA (1982). A série de Fourier descreve as formas (silhuetas) por 

meio de descritores chamados harmônicos, representando a contribuição relativa da 

forma empírica de um objeto, seguida do seu alongamento e triangularidade (BIRD; 

EPPLER; CHECKLEY JR, 1986). Além disso, os harmônicos definem parâmetros de 

forma, fornecendo, quando combinadas, uma imagem semelhante a real. 

Análises de forma de otólitos, realizadas a partir de métodos geométricos, 

constituem uma abordagem prática e eficiente para determinar e diferenciar estoques 

pesqueiros (CAMPANA & CASSELMAN, 1993). Enquanto, a utilização dos índices de 

forma tem a vantagem de apresentar cálculos mais simples, representando o padrão de 

crescimento dos otólitos (TUSET et al., 2003). 

A espécie do Caranx latus, popularmente conhecido como Xáreu Olhudo (horse-

eye jack), são espécies pelágicas, distribuídas em todo o Oceano Atlântico, em águas 

tropicais e subtropicais, podendo ser encontradas também em águas temperadas, que 

formam cardumes junto à costa (LUQUE & ALVES, 2001; HONEBRINK, 2000). 

Utilizam uma variedade de habitats, incluindo estuários, baías e recifes profundos, mas 
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são normalmente encontrados em zonas costeiras, incluindo ao largo de ilhas 

(HOLLAND, WETHERBEE & LOWE, 1996). 

Além disso, contribuem de forma significativa nas pescarias comerciais, 

tornando-se uma grande potência para a cultura da pesca artesanal no Brasil, além de ter 

importância econômica e grande demanda nos mercados e peixarias do Nordeste 

(GONZALEZ et al., 2021; PELAGE, 2020). 

Nesse sentindo, o presente estudo teve como objetivo analisar a variação 

morfométrica dos otólitos de Caranx latus capturados no litoral de Pernambuco do Brasil, 

utilizando a Análise de Coeficiente de Fourier e análises de estatísticas multivariadas.  

2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 ESPÉCIE Caranx latus 

 

Os peixes marinhos da família Carangidae são espécies pelágicas de aguas 

tropicais e subtropicais, mas também podem ser encontradas em águas temperadas 

(HONEBRINK, 2000). São animais predadores e alimentam-se basicamente de peixes 

menores e invertebrados, e quando jovens, se alimentam de crustáceos e zooplânton 

(LUQUE & ALVES, 2001).  

São espécies bastante frequentes no litoral do estado e apresentam amplitudes de 

distribuição geográfica que abrange todo o Atlântico ocidental, no estado de Nova Jersey 

nos EUA até o estado do Rio Grande do Sul, no Brasil (FIGUEIREDO & MENEZES, 

1980). 

O Caranx latus, popularmente conhecido como xaréu olhudo (horse-eye jack, no 

inglês), é uma espécie de peixe teleósteo, possuindo o dorso azul-escuro, os flancos 

prateados ou dourados e o ventre amarelado, pode-se observar na Figura 1. 

https://www.wikiwand.com/pt/Peixe_tele%C3%B3steo
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Fig. 1 –  Imagens de espécies juvenis (a, 157 mm SL), subadultos (b, 389 mm SL) e adultos (c. 524 mm 

SL) de Caranx latus capturados no litoral de Pernambuco. 

 

Fonte: GONZALEZ et al., 2021. 

Espécie muito valorizada e tem sido explorada pela pesca artesanal e esportiva. 

Tendo uma grande importância econômica e grande demanda nos mercados e peixarias 

(MENEZES & FIGUEIREDO, 1980), podendo atingir cerca de 100 cm de comprimento. 

Além de ser fonte de alimentação e renda no Atlântico Sudoeste (GONZALEZ et al., 

2021).   

No Brasil, tem grande importância na indústria pesqueira, tendo aproximadamente 

3.400 toneladas capturados ao longo da costa, entre os anos de 2009 e 2011, através da 

pesca artesanal (MPA, 2011). No nordeste do Brasil, a espécie costuma ser 

comercializada a partir de R$ 15/kg e chegando até os R$ 20/kg, pois é quando a 

qualidade da sua carne é considerada melhor, onde a espécie se encontre com 300 mm de 

SL e 0,5k de peso (GONZALEZ et al., 2021).  

Mesmo com sua importância comercial, a biologia e a dinâmica populacional do 

Caranx latus ainda é desconhecida em diversos lugares. E informações sobre seu 

crescimento se limita ao peso-crescimento (GONZALEZ et al., 2021). 
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2.2 OTÓLITOS  

 

Os otólitos são estruturas calcificadas encontradas no ouvido interno dos peixes 

teleósteos. São constituídas por carbonato de cálcio (CaCO3), (95%, cristalizado 

principalmente na forma de aragonita), matéria orgânica (3-5%) e elementos químicos 

(CAMPANA, 1999; 2004), que estão depositados em uma matriz orgânica proteína 

denominada otolina (semelhante à queratina), os quais não são considerados ossos 

verdadeiros visto a ausência de osteócitos e osteoclastos (POPPER et al., 2005).  

Estas estruturas crescem a partir da deposição de camadas concêntricas de 

carbonato de cálcio durante o desenvolvimento somático dos peixes e ocorrem em três 

canais semicirculares e três pares de otólitos (Fig. 2) assim denominados: lapillus, 

sagittae e asteriscus (BIZERRIL & COSTA, 2001), cada uma está associada ao sacculus, 

utriculus e lagena (POPPER & LU, 2000; ASSIS, 2000; VASCONCELOS – FILHO et 

al., 2019). Assim, formando o sistema auditivo e vestibular. 

Fig. 2 – Esquema ilustrativo do labirinto do ouvido interno de Poecilia mexicana destacando suas 

estruturas e morfologia interna. d, dorsal; la, lateral; r, rostral; L, Lagena; S, Saccule; U, Utricle. Escala = 

1mm. 

 

Fonte: Adaptação Vasconcelos – Filho (2019) & Schulz-Mirbach et al. (2011). 

O crescimento do otólito é controlado pela mácula, que é um tecido sensorial onde 

apresenta células ciliadas sensoriais intercaladas por células de sustentação, sendo elas 

recoberta por uma camada gelatinosa, na qual os otólitos encontram-se mergulhados 

(OLIVEIRA, 2015).  Os estímulos fornecidos a mácula são provocados pelas variações 

das condições ambientais, como foto período, temperatura e regime alimentar. 

A função do otólito está associada à audição e equilíbrio (POPPER & FAY, 1993), 

permitindo com que o peixe mantenha o equilíbrio corporal no meio e consiga captar 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmars.2019.00728/full#B34
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sons, mas também registrar informações sobre a história de vida e seu habitat. Dessa 

maneira, o otólito funciona como receptor mecânico estimulando o tecido sensorial 

(POPPER; HÖXTER, 1981). Sendo, a captação de som realizada através da bexiga 

natatória, que captam vibrações e direciona para o ouvido interno (VASCONCELOS – 

FILHO et al., 2019). 

Os otólitos são considerados como uma espécie de “caixa preta”, armazenando 

informações ecológicas e biológicas cruciais sobre os peixes teleósteos. Eles 

desempenham um papel fundamental em uma variedade de estudos, incluindo o 

crescimento diário, sazonal ou anual, idade, especialmente no contexto do manejo e 

conservação dos recursos pesqueiros (GREEN et al., 2009). 

Os otólitos são elementos essenciais para os pesquisadores devido à sua 

diversidade e à capacidade de preservação mesmo em ambientes delicados, como sítios 

arqueológico, nos quais não sofrem reabsorção. Estas estruturas podem apresentar uma 

grande variedade de formas, refletindo a ampla gama de variações fenotípicas tanto dentro 

de uma espécie como entre espécies distintas. Desde padrões complexos e contornos 

irregulares até formas mais simples e circulares, os otólitos fornecem uma riqueza de 

informações sobre a história e a ecologia das espécies marinhas (KLOKER, 2016; 

OLIVEIRA, 2015). 

2.3 MORFOMÉTRIA GEOMÉTRICA 

 

A morfometria refere-se ao estudo estatístico das alterações e variações na forma 

e do tamanho de estruturas, bem como a análise e mensuração de um componente 

complexo multidimensional conhecido como forma (MORAES, 2003; MONTEIRO & 

REIS, 1999). Essa abordagem permite a integração de diversos dados obtidos a partir de 

pontos e contornos com correspondência biológica (marcos anatômicos), além de sua 

relação com outras variáveis (BOOKSTEIN, 1991), possibilitando a síntese de 

informações sobre tamanho e conformação. 

No qual busca descrever e representar a geometria das formas de maneira precisa, 

identificando e localizando claramente as regiões onde ocorrem as mudanças e 

visualizando graficamente essas diferenças na forma (FORNEL, 2005). Essas descrições 

são fundamentadas em marcos anatômicos, também conhecidos como landmarks, que são 

pontos de referência presentes em cada objeto e que se alinham entre e dentro das 



 

16 
 

populações analisadas (DRYDEN & MARDIA, 1998). Dessa forma, os landmarks 

representam pontos morfológicos que se supões serem e que se repetem nos objetos de 

estudo.  

É uma área de conhecimento nova, em ascensão, que tem ganhado destaque nos 

últimos anos e se estabelecido como uma ferramenta crucial em análises taxonômicas e 

sistemáticas. Suas vantagens em relação á morfometria tradicional são numerosas, e ela 

tem se mostrado relevante em uma variedade de campos científicos. Por exemplo, a 

aplicação de pontos homólogos tem sido utilizada para estudar comunidades de peixes 

(REIS-JUNIOR, VALENTIN et al., 2008; REISS & BONNAN, 2010), para determinar 

as medidas das diferenças entre as espécies de modo a elaborar diferentes referenciais 

para comparações (PERES-NETO, 1995).  

Por essas razões, a morfometria geométrica se destaca como uma técnica que 

oferece a capacidade de diferenciar espécies com uma alta confiabilidade, e tudo isso em 

tempo reduzido e com custos mais baixos (CALLE et al., 2008). Resultando em uma 

melhoria significativa na qualidade das informações biológicas obtidas de estruturas 

como os otólitos, os quais exibem variações nos contornos e na posição relativa dos 

pontos de referência anatômicos (MONTEIRO et al., 2004; 2005).  

A morfometria de otólitos é uma ferramenta quantitativa que possibilita a análise 

da forma para compreender como diversos processo biológico, como o desenvolvimento 

ontogenético, a maturidade e a adaptação a fatores geográficos, influenciam as mudanças 

nos otólitos dos indivíduos ou em parte deles (ZELDITCH et al., 2012; ALABAT, et al., 

2019). 

Ela tem sido empregada em estudos que investigam a diferenciação de estoques 

pesqueiros por meio da variação de forma nos otólitos (TRACEY et al., 2006). Por se 

tratar de uma abordagem prática e eficaz para determinar e distinguir os estoques, a 

morfometria de otólitos é essencial na implementação de estratégias de manejo de 

espécies e ecossistemas (MONTEIRO & REIS, 1999; 2005; PONTON, 2006; 

CAMPANA & CASSELMAN, 1993). 

Assim, o progresso de novas técnicas morfométricas está alinhada com o 

desenvolvimento dos métodos de identificação de estoques pesqueiros, complementando 

abordagens genéticas e ambientais na discriminação desses estoques (CADRIN, 2000). 
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Isso torna o estudo morfométrico dos otólitos uma alternativa atrativa para aplicação no 

gerenciamento de estoques pesqueiros (MONTEIRO et al., 2004). 

2.3.1 ANÁLISE DE FOURIER ELÍPTICA 

 

A Análise de Fourier Elíptica (AFE) baseia-se em funções trigonométricas e 

periódicas chamadas harmônicas, cujas combinações permitem a reconstrução do 

contorno do otólito, permitindo uma descrição quantitativa e comparação de suas formas 

(FARIAS et al., 2009). Desenvolvida por Kuhl & Giardina (1982), esta técnica apresenta 

funções paramétricas que serão detalhadas na metodologia deste estudo. 

A AFE descreve as formas (silhuetas) por meio de descritores das harmônicas que 

refletem a contribuição relativa da forma empírica de um objeto, incluindo seu 

alongamento e triangularidade (BIRD et al., 1986). Esses harmônicos também definem 

parâmetros de forma, gerando uma representação visual próxima à realidade quando 

combinadas.  

Estudos que combinaram AFE com índices de forma obtiveram resultados mais 

precisos e completos na descrição da forma dos otólitos (CAMPANA; CASSELMAN, 

1993; DUARTE-NETO et al., 2008; STRANSKY; MACLELLAN, 2005). Enquanto a 

AFE oferece uma resposta rápida e objetiva, o uso de índices de forma proporciona 

cálculos mais simples, representando o padrão de crescimento dos otólitos (TUSET et al., 

2003) 

  



 

18 
 

3 OBJETIVOS 

 3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar a variação morfometrica dos otólitos de Caranx latus capturados no 

litoral de Pernambuco do Brasil. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1 Comparar os padrões de forma dos indivíduos juvenis capturados em cinco 

diferentes estuários; 

 

3.2.2 Analisar a variação ontogenética da forma dos indivíduos dos estuários. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1  ÁREA DE ESTUDO  

 

O estudo foi conduzido ao longo da costa do nordeste do Brasil, especificamente 

no estado de Pernambuco (Fig.3). A região do Nordeste é influenciada principalmente 

pela Temperatura da Superfície do Mar (TSM) nos Oceanos Pacífico e Atlântico, 

caracterizando-se como clima subtropical, com temperaturas variando de 18 a 32 °C ao 

longo do ano (MARTINS & JÚNIOR, 2017, CPRH 2003, 2003A, DOMINGUES et al., 

2017). 

Fig. 3 – Localização da área investigada no presente estudo (retângulo tracejado), ao longo da costa 

nordeste do Brasil (imagem fornecida pela A. S. Lira). 

 

Fonte: GONZALEZ et al., 2021. 

A zona costeira do Estado de Pernambuco se estende desde o município de 

Goiana, ao norte, na divisa com o Estado da Paraíba, até o município de São José da 

Coroa Grande, ao sul, na fronteira com o estado de Alagoas. Correspondendo a uma faixa 

territorial de 187 km de extensão e engloba 21 municípios, representando o principal 
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aglomerado populacional do estado, onde reside aproximadamente 44% de sua população 

(CPRH, 2001).  

A plataforma continental desta região tem cerca de 35 km de largura e uma 

profundidade máxima de 60 m próximo à sua borda (VITAL et al., 2010, DOMINGUES 

et al., 2017). Um dos principais fenômenos físicos responsáveis pela ocorrência de chuvas 

na região é a Zona de Convergência Intertropical (ZCIT), que exerce influência direta 

sobre a estação chuvosa no norte do Nordeste Brasileiro (NEB).  As precipitações ao 

longo da costa ocorrem predominantemente no final do outono e inverno, entre maio a 

agosto, enquanto o período mais seco se estende do final da primavera ao início do verão, 

entre outro e dezembro (HASTENRATH & HELLER, 1977).  

A presença de recifes de coral em franjas na região externa e na encosta superior 

da prateleira levou ao reconhecimento desta área como uma Área Marinha Significativa 

do ponto de vista ecológico ou biologicamente (CDB 2014). Essa configuração 

proporciona habitats favoráveis para diversas espécies de peixes residentes e migratórios 

(CDB 2014), incluindo a espécie Caranx latus. 

4.2 DESCRIÇÃO DOS DADOS  

 

A base de dados utilizada para a análise do contorno de otólitos de Caranx latus, 

foi disponibilizada pelo Dr. Júlio Guazzelli Gonzalez e Dr. Thierry Frédou. Os 

exemplares de Caranx latus da plataforma continental foram obtidos a partir de 

desembarques de pescarias artesanais (GONZALEZ et al., 2021), totalizando 389 

indivíduos capturados. Todos os espécimes foram capturados através da pesca artesanal 

com linha manual, mensalmente, entre agosto de 2017 e agosto de 2019, tanto em habitats 

costeiras, como estuários, quanto nos recifes offshore, localizados a 30 km da linha 

costeira. 

Os indivíduos foram capturados em cinco estuários costeiros locais (Fig. 4), com 

a seguinte distribuição: 16 em Goiana, 94 em Santa Cruz de Itapissuma, 119 em Suape, 

138 em Sirinhaém e 22 em Rio Formoso.  
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Fig. 4 – Locais de amostragem ao longo da costa do estado de Pernambuco (nordeste do Brasil) para 

estudo. A área de pesca offshore para Caranx latus (a) é indicada pelo retângulo é indicada pelo 

retângulo tracejado. Os estuários de Goiana (b), Santa Cruz (c), Suape (d), Sirinhaém (e) e Rio Formoso 

(f), são indicados por retângulos simples. 

 

Fonte: GONZALEZ et al., 2021. 

Todos os indivíduos foram identificados de acordo com a literatura especializada 

(FIGUEIREDO & MENEZES, 1980; SMITH-VANIZ, 2002), medidos  quanto ao 

comprimento padrão (SL, em mm), pesados (peso eviscerado, EW, em g) e armazenados 

congelados para análise posterior.  

A maioria dos peixes obtidos da pesca offshore foram eviscerados a bordo, 

enquanto os provenientes dos estuários estavam em estágio imaturo, impedindo a inclusão 

do efeito do sexo nas análises. De cada indivíduo, foram extraídos os otólitos sagittae 

esquerdo e direito de cada indivíduo. 
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4.3 IMAGEM E OBTENÇÃO DE CONTORNOS 

 

Os otólitos foram orientados horizontalmente com o rostrum e antirostrum para a 

direita e com sulcus acusticus para cima, sendo fotografados com auxílio de lupa 

estereomicroscópio do modelo Opton, com câmera acoplada modelo U SERIES CMOS 

UCMOS03, com luz refletida sobre fundo preto e escala em micrômetros.  

A análise dos contornos baseou-se em uma digitalização da silhueta de um objeto, 

representada como uma sequência de coordenadas (x, y), manipuladas matematicamente 

e ajustadas a uma equação derivada da Análise de Fourier Elíptica (AFE) (AVILA, 2014).  

As imagens dos otólitos foram binarizadas para extração automática dos contornos 

através do software R version 4.1.1 (R Core Team, 2021). O contorno foi extraído em 

coordenadas (x, y) ao longo de todo otólito, utilizando um ChainCode, como ilustrado na 

Fig. 5. 

Fig. 5 – Imagem do otólito Caranx latus, antes e após o processamento, para a obtenção do contorno. 

 

4.4 ANÁLISE DOS DADOS 

4.4.1 ANÁLISE DE FOURIER ELÍPTICA 

 

A Análise de Fourier Elíptica (AFE) permite descrever e comparar formas de 

otólitos quantitativamente. Este método realiza um ajuste de funções trigonométricas 

(senos e cossenos), decompondo as variações das coordenadas x e y separadamente, como 

funções paramétricas da distância ao longo do contorno (LESTREL, 1994; KUHL & 

GIARDINA, 1982). 

Diante disso, a AFE foi aplicada na matriz de coordenadas x e y dos contornos 

dos otólitos, através do R. 4.1.1 (R Core Team, 2021), com o pacote momocs 
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(BONHOMME et al., 2014). No qual foi utilizado as funções paramétricas (1) e (2) 

propostas por KUHL & GIARDINA (1982), em que o contorno é representado como uma 

sequência de pontos (p) ordenados, e as distâncias entre os pontos são lineares, com 

variação de 0 a 2π. 

A função paramétrica da Análise de Fourier Elíptica da sequência de coordenadas  

𝑥𝑝 e 𝑦𝑝foi dada por: 

 

xp=A0+ ∑ an

N

n=1

cos nt + ∑ bn

N

n=1

sin nt  

 

(1) 

 

yp=C0+ ∑ cn

N

n=1

cos nt + ∑ dn

N

n=1

sin nt  

 

(2) 

Sendo  𝑎𝑛, 𝑏𝑛,   𝑐𝑛 e  𝑑𝑛  os coeficientes da harmônica n e N o número máximo de 

harmônicas. (LESTREL, 1997). 

Onde,  

 

an=
1

n2π
∑

∆xp

∆tp

K

p=1

(cos ntp- cos ntp-1) 

 

(3) 

e  
 

 

 

 

bn=
1

n2π
∑

∆xp

∆tp

K

p=1

(sen ntp-sen ntp-1) 

  

 

(4) 

Sendo K o número total de pontos do polígono 𝑡𝑝 a distância entre esses pontos p 

e p –1 e 𝑥𝑝 e 𝑦𝑝as projeções das distâncias. Os coeficientes  𝑐𝑛  e  𝑑𝑛 para as coordenadas 

Y, foram calculadas da mesma forma. Sabendo que as constantes 𝐵𝑂 e 𝐷𝑂 são nulas, 

calculamos as constantes 𝐴𝑂 e 𝐶𝑂, da seguinte maneira: 

 

AO=
1

2π
∑

∆xp

2∆tp
[t²p-t2

p-1]+αp[tp-tp-1]

K

p=1

 (5) 
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e 

 

CO=
1

2π
∑

∆xp

2∆tp
[t²p-t2

p-1]+βp[tp-tp-1]

K

p=1

 

 

(6) 

No qual, os termos 𝛼𝑝 𝑒 𝛽𝑝 das constantes acima, são calculados da seguinte forma: 

 

αp= ∑ ∆xn

p-1

j-1

-[
∆xp

∆tp
∑ ∆tj], 

p-1

j=1

 

 

(7) 

e 

 

βp= ∑ ∆yn

p-1

j-1

-[
∆yp

∆tp
∑ ∆tj]. 

p-1

j=1

 

 

 

(8) 

 

Onde 𝛼1 = 𝛽1 = 0. 

Para tornar os coeficientes invariantes ao tamanho, rotação e ponto final, é 

necessário o alinhamento baseado no eixo maior do primeiro harmônico, então utilizou – 

se os três primeiros coeficientes da primeira harmônica para a normalização (KUHL & 

GIARDINA, 1982, DUARTE-NETO et al., 2008). Como não tem uma regra para a 

utilização de quantas harmônicas, optou – se por 20 harmônicas para o cálculo da AFE, 

sabendo que cada harmônica tem 4 coeficientes, consequentemente obtivemos 80 

Coeficientes de Fourier.  

4.4.2 ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS  

 

Com o grande número de variáveis produzidas e com o objetivo de manter o poder 

das harmônicas na forma dos otólitos, foi realizada a Análise de Componentes Principais 

ou Principal Components Analysis (PCA), utilizando matrizes de variância-covariância, 

o que reduz a dimensionalidade, e novas variáveis derivadas são criados.  
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A PCA tem como essência procurar uma base vetorial W que maximize a 

orientação na direção da máxima variância das amostras, como pode ser observado 

abaixo: 

Wopt= arg max |WPCA
T ΣWPCA|, 

Onde 𝑊𝑃𝐶𝐴 são os autovetores da matriz de covariância e 𝛴  do conjunto de 

amostras. 

Para o cálculo do número de componentes principais (CPs) significativos foi 

utilizado o método “breakpoint”, através do pacote “segmented” (MUGGEO, 2008). No 

qual foi aplicada na matriz de coeficientes de Fourier.  

Em seguida, foi aplicada a Análise Multivariada de Variância (MANOVA) para 

identificar se houve diferença significativa na PCA, caso exista uma diferença, aplicamos 

a Análise de Variância (ANOVA), para identificar quais CPs divergiram e comparar as 

variâncias entre as medianas (ou médias) de cada grupo. Por fim, utilizamos o Teste de 

Tukey, para relacionar cada área. Para todas as estatísticas foi utilizado a significância de 

5%. 

4.4.3  ANÁLISE DE DISCRIMINANTE LINEAR  

 

A Análise de Discriminante Linear ou Linear Discriminant Analysis (LDA) é uma 

técnica de estatística multivariada supervisionada, que maximiza a separação entre 

classes e minimiza o espalhamento dentro das classes. Sendo assim, é necessário que os 

dados já estejam previamente agrupados em c classes, para a sua aplicação.  

A ideia básica da LDA é encontrar uma base vetorial 𝑊𝐿𝐷𝐴 que maximize a razão 

entre o determinante da matriz inter-classe 𝑆𝑏 e matriz intra-classe 𝑆𝑤, assim  

Critério_Fisher = max |
Sb

Sw
|  . 

Portanto, a determinação de uma base vetorial 𝑊𝑜𝑝𝑡 que maximize o critério de 

Fisher pode ser resolvida como um problema de autovetores e autovalores e pode ser 

determinada conforme a equação a seguir: 

(𝑆𝑤
−1𝑆𝑏)𝛷 =  𝜦𝛷, 

onde 𝛷 é a matriz de autovetores e 𝜦 a matriz de autovalores de 𝑆𝑤
−1𝑆𝑏. 



 

26 
 

Assim, aplicamos a LDA na matriz de componentes principais, com o propósito 

de reduzir e verificar se as observações se relacionaram com os grupos para os quais eles 

foram alocados.  

Por fim, utilizamos o método da Distância de Mahalanobis para investigar a 

dissimilaridade entre os estuários. Este método é uma abordagem de classificação 

supervisionada, com semelhanças ao classificador de Máxima Verossimilhança, 

operando sob a hipótese de uma normalidade dos dados utilizados. É importante ressaltar 

que esse método pressupões que todas as covariâncias das classes são iguais, sendo a 

diferenciação refletida apenas nos vetores de média.  

5. RESULTADOS 

 

A variação da forma do contorno dos otólitos foi descrita pelos três primeiros 

componentes principais, os quais acumularam um total de 73.69% da variação explicativa 

Fig .6, uma proporção significativa de acordo com o modelo de break point.  

Fig. 6 – Gráfico indicando o número de componentes principais significativos em função da variância 

explicada (%). 

 

O primeiro componente principal (PC1) explicou 44.54 % da variabilidade na 

forma (Fig. 7), onde os valores positivos foram associados a uma borda dorsal mais 

achatada, uma região anterior mais pontiaguda, não sendo visível a incisura ostial, 

enquanto a região posterior mais arredondada, resultando em uma forma elíptica.  

Por outro lado, nos valores negativos, todas as partes que compõem o otólito 

puderam ser identificadas: a borda dorsal estava mais aumentada e arredondada, a borda 
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ventral arredondada e lisa, com rostrum e antirostrum presentes, assim como a incisura 

ostial. Além disso, a região anterior pontiaguda, enquanto a posterior mais arredondada.  

No segundo componente (PC2), que representou 21.13% da variação da forma, 

observou-se uma correlação positiva com a borda dorsal achatada, um rostrum mais 

arredondado e antirostrum presentes, assim como a presença da incisura ostial. Por outro 

lado, nos valores negativos, o rostrum é mais pontiagudo, a borda dorsal é dentilhada e é 

perceptível a incisura ostial torna-se perceptível. 

No terceiro componente (PC3), que acumulou um total de 8.03 % da variabilidade 

da forma, observa-se que nos valores positivos a borda dorsal é achatada e apresenta uma 

incisura em sua forma, a região anterior é pontiaguda, enquanto a posterior é mais 

arredondada. Por outro lado, nos valores negativos, o rostrum é mais arredondado e há 

presença da incisura ostial, resultando em um otólito mais alongado.  

Fig. 7 – Representação das contribuições da forma dos contornos dos otólitos para os 3 componentes 

principais (PCs) (média ± desvio padrão). 

 

Ao aplicar a Análise Multivariada de Variância (MANOVA) com o teste T² de 

Hotelling-Lawley, observamos uma diferença significativa entre os componentes principais 

(PCs), com p-valor de 0.0002411. 

Em seguida foi realizada uma Análise de Variância (ANOVA), na qual identificamos 

que, entre os três componentes principais, o PC1 e o PC3 apresentaram uma diferença 

significativa em relação à forma do otólito, com p-valor inferior a 5%.  

Após a análise dos resultados, foi conduzido um teste post hoc (comparação de 

pares), utilizando o Teste de Tukey. Os resultados para o PC1 estão representado na Fig.8. 
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Fig. 8 – Boxplot da comparação dois a dois do teste de Tukey para a PC1. 

 

Observa-se que, na comparação da PC1, o único estuário que exibe uma 

distribuição assimétrica em torno da mediana é o de Goiana, que também está presente 

na parte positiva, juntamente com Rio Formoso e Suape. Por outro lado, Santa Cruz e 

Sirinhaém estão distribuídos simetricamente na parte negativa. Além disso, o estuário de 

Suape divergiu (p-valor < 0,05) em relação a Sirinhaém e Santa Cruz de Itapissuma. Onde 

a forma média do otólito de Suape apresenta uma borda dorsal e ventral menor e mais 

achatada em comparação aos outros dois estuários, podemos ver na Fig. 9. Mas também, 

possui sua região anterior mais arredondada, enquanto a região anterior de Sirinhaém e 

Itapissuma é pontiaguda e seus antirostrum são mais evidentes.  
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Fig. 9 – Forma média dos estuários de Santa Cruz de Itapissuma, Sirinhaém e Suape.  

 

 

Além de que, Sirinhaém apresenta uma forma mais regular, com a região anterior 

e posterior arredondadas, tanto a borda dorsal quanto a ventral são achatadas e sem 

rugosidade. Por outro lado, Itapissuma se destaca por ter a borda dorsal quanto a ventral 

maiores que os outros dois.  

De outra perspectiva, na análise do PC3 (Fig. 10), o estuário de Santa Cruz 

destacou-se por apresentar diferença (p-valor < 0,05) em comparação aos estuários de 

Sirinhaém e Suape. Todos os estuários exibem simetria em relação a mediana, exceto o 

de Goiana. Isso pode ser atribuído ao fato de ser o estuário com amostras menores em 

comparação aos demais e por possuir uma maior homogeneidade.  
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Fig. 10 – Boxplot da comparação dois a dois do teste de Tukey para a PC3. 

 

Os diagramas de dispersão dos componentes que apresentaram diferença 

significativa (PC1 e PC3), não evidenciaram claramente essas discrepâncias entre os 

estuários, podemos observar na Fig. 11. Embora reconheçamos a importância desses 

componentes para a contribuição de informações. 
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Fig. 11 - Gráfico de dispersão entre as PCs que houve diferença significativa (PC1 vs PC3). 

 

 

A grande variabilidade ao longo do primeiro componente principal indica que o 

contorno do otólito varia no desenvolvimento do rostrum e antirostrum. Os valores 

médios dos coeficientes de Fourier determinaram uma forma fenotípica para cada espécie, 

possibilitando sua diferenciação e classificação. 

A forma do otólito que apresentou uma maior variabilidade estatística foi a do 

estuário de Suape (Tabela 1). Este estuário demonstrou a maior amplitude da forma, 

atingindo 17.4 mm em relação a seu comprimento total, além de registrar a maior média, 

mediana e desvio padrão (SD). Destaca-se por ter um otólito mais alongado, com um 

comprimento máximo de 26.8 mm e o erro muito próximo de zero.  
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Tabela 1– Medidas de dispersão e posição para o comprimento total (mm) do otólito por estuário. 

Estuários Nº  Mínimo Média Mediana SD Máximo  Amplitude 

Goiana 16 7 10.41 11.05 3.01 16.5 9.5 

Itapissuma 94 6.4 12.57 12 2.81 20.8 14.4 

Rio 

Formoso 

22 10.2 14 13.4 1.9 17.7 7.5 

Sirinhaém 138 4.3 9.79 8.5 3.58 21 16.7 

Suape 119 9.4 16.86 17 3.65 26.8 17.4 

 

O estuário com a menor amplitude foi o de Rio Formoso, indicando uma maior 

homogeneidade em seus dados em relação aos demais estuários, registrando também o 

menor desvio padrão. Sirinhaém de destaca por ter o menor comprimento.  

Ao aplicar a Análise de Discriminante Linear (LDA) com o método de validação 

cruzada leave-one-out, constatou-se uma baixa acurácia geral de classificação, com 

apenas 38.3% de classificações corretas. Os níveis de classificação correta para os 

estuários de Sirinhaém, Suape, Itapissuma, Goiana e Rio formoso foram de 48%, 38%, 

35%, 25% e 4.5% respectivamente (Tabela 2 e Tabela 3).  

Tabela 2. Classificação correta por Área pela Análise de Discriminante Linear na validação cruzada 

leave-one-out. 

VALIDAÇÃO CRUZADA LEAVE-ONE-OUT (ÁREA) 

 GOI ITAP RIO SIR SUA 

GOI 4 1 0 5 6 

ITAP 3 33 6 24 28 

RIO 2 5 1 4 10 

SIR 2 25 5 66 40 

SUA 7 27 7 34 44 
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Tabela 3. Classificação correta pela Análise de Discriminante Linear na validação cruzada leave-one-out.  

VALIDAÇÃO CRUZADA LEAVE-ONE-OUT  

Estuários Observações corretamente 

classificação\ Observações 

totais 

% Observações 

corretamente classificadas 

Sirinhaém 66/138 47.8% 

Suape 45/119 37.8% 

Itapissuma 33/94 35.1% 

Goiana 4/16 25% 

Rio Formoso 1/22 4.5% 

 

Ao realizar o método de Mahalanobis, geramos um dendograma (Fig. 12) 

mostrando as distâncias entre os pontos dos estuários. Dois grupos distintos foram 

identificados, um com menor distância e outro com maior distância entre eles. O grupo 

de menor distância é composto pelos estuários de Goiana, Rio Formoso e Suape. Por 

outro lado, grupo de maior distância é composto pelos estuários de Santa Cruz e 

Sirinhaém. 

Fig. 12 - Dendograma da distância dos pontos dos estuários a partir do método de mahalanobis 

para os componentes principais significativos. 

 

6. DISCUSSÃO 

 

A morfologia dos otólitos é influenciada por uma variedade de fatores, muitos dos 

quais são complexos de interpretar. Ao longo do ciclo de vida dos peixes, os otólitos não 

apenas crescem, mas também são afetados por mudanças ontogenéticas e por gradientes 

ambientais (SCHULZ-MIRBACH et al., 2019).  

A variação mais proeminente no contorno do otólito está relacionada à 

elipticidade, como evidenciado no PC1. Os indivíduos do estuário de Suape se destacaram 

como os principais contribuintes para essa forma, exibindo um padrão de contorno 

distinto em comparação com os estuários de Santa Cruz de Itapissuma e Sirinhaém. A 

forma média do otólito de Suape é caracterizada por apresentar bordas dorsal e ventral 

mais reduzidas e achatadas em comparação com as de Santa Cruz de Itapissuma e 

Sirinhaém 
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Além disso, a região anterior do otólito em Suape é mais arredondada, enquanto 

em Sirinhaém e Itapissuma é mais pontiaguda, com antirostrum mais proeminentes. 

Observou-se diferenças ontogenéticas na borda e no rostrum em Suape, resultando em 

um formato mais elíptico do otólito. Conforme o desenvolvimento ontogenético ocorre, 

ocorre um crescimento na borda e mudanças no rostrum, em consonância com o tamanho. 

Foi possível analisar a silhueta do otólito dos indivíduos e também descrever as 

características morfológicas dos estuários, destacando diferenças fundamentais no 

formato, nas bordas dorsal e ventral, bem como o desenvolvimento do rostrum e 

antirostrum. 

Utilizando a distância de Mahalanobis, conseguimos determinar a similaridade 

entre os dois grupos formados. Observamos que Suape apresenta uma variabilidade maior 

em relação a Goiana e Rio Formoso, os quais estão localizados nas extremidades dos 

estuários, tanto ao norte quanto ao sul do Nordeste. Essa disparidade ocorre devido ao 

fato de que ambos estuários apresentam afluentes mais significativos e são fortemente 

influenciados pelo ambiente de água doce, especialmente Rio Formoso e Goiana (SILVA 

et al. 2009). 

Rio formoso exibe um padrão mais homogêneo, enquanto Goiana é o estuário 

mais preservado, com manguezais significativos. Contudo, também sofrem influências 

marítimas, especialmente durante as marés altas, quando a água salgada do oceano 

penetra na área estuarina. Além disso, Suape possui uma conexão mais restrita com o 

mar, resultando em um sistema eurihalino (SILVA et al., 2019).  

Isso significa que suporta uma ampla faixa de variação de salinidade, permitindo 

a coexistência de organismos tanto de água doce quanto de água salgada, como 

evidenciado na tabela suplementar (Apêndice A2.). A mistura de água doce e água 

salgada caracteriza a dinâmica e a biodiversidade dos estuários, onde durante as marés 

altas, a água salgada do oceano penetra no estuário, enquanto durante as marés baixas, a 

água doce dos rios tem maior influência. 

Além do estresse natural, inerente ao próprio ambiente estuarino, alguns efeitos 

negativos sobre os estuários são causados pelas atividades antrópicas (WHITFIELD e 

ELLIOTT, 2002; EDDY, 2005; VIANA e FRÉDOU, 2014). Nos estuários de Santa Cruz 

de Itapissuma e Sirinhaém, esses impactos são evidentes devido ao crescimento urbano e 

a expansão industrial ao longo das áreas costeiras. Como por exemplo, a presença de 
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usinas de cana-de-açúcar em Sirinhaém e a atividade industrial química ao longo do Rio 

Botafogo, além da urbanização e desmatamento de manguezais em Santa Cruz.  

Isso resulta em poluição por esgotos, resíduos sólidos e químicos, degradação de 

habitats naturais, desmatamentos e poluição da água. Essas atividades têm um impacto 

direto sobre as espécies marinhas locais e, consequentemente, influenciam 

significativamente na forma do otólito (CAVALCANTI, 2003; LOPES et al., 2018).   

Avigliano et al., 2012, observaram mudanças da forma dos otólitos em função da 

salinidade e condutividade elétrica, onde otólitos que vivem em habitats com altas taxas 

de salinidade. Outras pesquisas que investigaram a morfologia dos otólitos conseguiram 

distinguir entre espécies congêneres tanto em ambientes marinhos quanto de água doce. 

Por exemplo, identificaram diferenças no formato dos otólitos entre três espécies 

simpáticas do gênero Astyanax, encontradas em riachos da Mata Atlântica na Argentina 

(AVIAGLIANO et al., 2018). Esses achados corroboram a eficácia da análise 

morfológica dos otólitos como uma ferramenta natural para a identificação de espécies 

de peixes, independentemente do ambiente em que habitam. 

Apesar da proximidade geográfica dos cinco estuários costeiros locais, cada 

estuário exibe indivíduos com características morfológicas distintas, influenciadas 

principalmente por fatores genéticos, filogenéticos e ambientais específicos de cada 

localidade. (CAMPANA, 2005; MONTEIRO et al., 2005; VIGNON & MORAT, 2010; 

ASSIS, 2000).  

No geral, a Análise Elíptica de Fourier é reconhecida como uma abordagem mais 

objetiva e poderosa para capturar toda a gama de variações de forma e as diferenças 

individuais na silhueta do otólito (MÉRIGOT; LETOURNEUR; LECOMTE-FINIGER, 

2007). Além disso, o presente estudo evidenciou que os descritores de Fourier 

aumentaram significativamente a capacidade de detecção de diferenças entre os estuários. 

Contudo, a interpretação biológica é mais complexa do que as técnicas 

tradicionais. Utilizou-se a análise de componentes principais dos coeficientes de Fourier, 

como uma ferramenta eficaz para estudar e descrever formas de contorno em otólitos 

(CAMPANA & CASSELMAN, 1993; CADRIN 7 FRIEDLAND, 1999, DUARTE-

NETO et al., 2018). Essa abordagem permitiu refletir, nas estatísticas multivariadas, a 

dispersão e a diferenciação dos estuários em diferentes quadrantes, revelando 
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similaridades com os resultados da Análise Discriminante Linear (LDA) indicando uma 

relação limitada entre a forma dos otólitos e o seu estuário de origem. 

Esses resultados possuem implicações significativas para o manejo de recursos e 

ecossistemas no nordeste do Brasil, destacando a necessidade de comparações 

sistemáticas entre locais ao avaliar a ecologia dos peixes e a partição de recursos em 

sistemas estuarinos. Embora nossos dados provenham de uma única fonte, os otólitos, 

eles não foram analisados sob uma única perspectiva. A descrição dos estuários revela 

concordância com a filogenia atual de alguns trabalhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO 

 

Todas as análises conduzidas neste estudo utilizando a morfometria geométrica 

alcançaram com sucesso os objetivos propostos. As análises morfológicas revelaram que 

os otólitos são capazes de diferenciar grupos de indivíduos de estuários com 

características ambientais e ecológicas semelhantes. Entre as técnicas empregadas, a 

Análise Elíptica de Fourier destacou-se como a mais eficiente na discriminação da forma 

dos otólitos sagittae da espécie Caranx latus.  

Apesar da proximidade entre os estuários, cada um exibiu características 

morfológicas distintas, influenciadas principalmente por fatores genéticos, filogenéticos 

e ambientais específicos de cada localidade. Portanto, a análise da forma do otólito surge 

como uma ferramenta eficaz não apenas na diferenciação de estuários com características 

fenotípicas estritamente semelhantes, mas também na identificação de unidades 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/ecosystem-resource-management
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/ecosystem-resource-management
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/niche-partitioning
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populacionais, contribuindo para uma gestão mais eficaz dos recursos pesqueiros de 

águas interiores.  

Esses resultando fornecem subsídios valiosos para futuros estudos taxonômicos e 

filogenéticos. No entanto, são necessários estudos adicionais para compreender melhor a 

contribuição do efeito genético em comparação com os efeitos ambientais e bióticos, a 

fim de esclarecer as diferenças observadas nos otólitos e sua relação com o ambiente 

estuarino. 
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APÊNDICE A1. Média da forma do contorno dos otólitos do estuário de Suape. 

 

 

Características 

Estuário 

Goiana Santa Cruz Suape Sirinhaém Rio Formoso 

Tipo  Estuário Lagoa 

costeira 

Planície 

costeira 

 

Pressões humanas  Aquicultura, 

resíduos 

agrícolas, 

industriais e 

domésticos 

Porto 

industrial, 

resíduos 

industriais e 

agrícolas  

Industriais e 

domésticos  

 

Área vegetada (km²) 28.43 48 23.1 17 19.96 

Superfície da água (km²) 8.11 25.5 6.6 1.7 7.83 

Profundidade média (m) 2.2 3 3.1 2.6 4 

Influência da agua doce Importante Baixo Baixo Importante Baixo 

Nº de entradas marítimas 1 - - 1 1 

Largura das entradas 

marítimas  

(Km, média e alcance) 

1.41 0,90 

(0,5 - 1.3) 

0,27  

(0,18 - 0,35) 

0,6 1,07 

Faixa de salinidade 0.3 – 36.4 4,7 – 37,0 4,2 – 37,7 0,2 – 36,6 10-36.3 

Faixa de temperatura (ºC) 26.1 - 30.8 25,0 – 30,9 27.2 – 31.7 25 – 33.4 24.5-29.5 

      

APÊNDICE A2. Resumo das características morfológicas e configurações ambientais 

dos estuários estudados ao longo da costa nordeste do Brasil. (Medeiros & Kjerfve 1993, 

Medeiros et al. 2001, Honorato da Silva et al. 2004, Silva et al. 2009, Otsuka et al. 2014, 

Lima et al. 2015, Gonzalez et al. 2019, Conti et al. 2020). 

 


