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Resumo

O verdinho (Micromesistius poutassou) é um teledsteo mesopelagico, da familia dos gadideos e amplamente
distribuido ao longo do Atlantico Norte e Mediterrdaneo. Na costa Portuguesa, a época principal de desova para esta
espécie ocorre entre janeiro e margo. No IPMA, a amostragem bioldgica de verdinho é realizada regularmente em
amostras provenientes das rejeigdes recolhidas a bordo da frota comercial, dos desembarques em lota (Peniche,
Matosinhos e Vila Real de St. Antdnio) e das campanhas de investiga¢do cientificas. Relativamente ao ciclo
reprodutivo, a identificagdo dos estados de maturagdo é feita macroscopicamente durante a amostragem bioldgica. A
escala de maturagdo atualmente em uso no IPMA e aplicada ao verdinho é a sugerida por Godinho et al. (2001) que
foi desenvolvida com base apenas em observacOes e descricbes macroscopicas, sem validagdo microscopica. Este
estudo tem como objetivo, descrever microscopicamente a morfologia das génadas ao longo do ciclo reprodutivo,
validar e intercalibrar as identificagdes macroscépicas com base na histologia e ainda propor uma nova escala de
maturagdo macroscdpica tendo em conta as caracteristicas microscdpicas € macroscdpicas das diversas fases do
ciclo de desenvolvimento sexual.

Palavras chave: Verdinho, Micromesistius poutassou, histologia, identificagdo macroscépica, escala maturagdo
microscépica, escala maturagdo macroscépica.

Title: Blue whiting (Micromesistius poutassou) macroscopic and microscopic maturity stage key
Abstract

Blue whiting (Micromesistius poutassou) is a mesopelagic teleost, of the gadidae family and widely distributed along
the Atlantic North and Mediterranean. On the Portuguese coast, the main spawning season for this species occurs
between January and March. At IPMA, the biological sampling of blue whiting is carried out regularly, in samples from
discards collected onboard commercial vessels, fishing landings (Peniche, Matosinhos e Vila Real de St. Anténio) and
from scientific research surveys. Regarding the reproductive cycle, the identification of the maturity stages is made
macroscopically during biological sampling. The maturity stage key currently in use at IPMA and applied to blue
whiting is of the one suggested by Godinho et al. (2001), which was developed only based on macroscopic
observations and descriptions, without microscopic validation. This study aims to microscopically describe the
morphology of the gonads throughout the reproductive cycle for blue whiting, to validate and intercalibrate the
macroscopic identifications based on histology and also to propose a new macroscopic maturity stage key taking into
account the microscopic and macroscopic characteristics of the different stages from the sexual development cycle.

Keywords: Blue whiting, Micromesistius poutassou, histology, macroscopic identification, microscopic maturity scale,
macroscopic maturity scale.
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1. Introdugdo

O verdinho (Micromesistius poutassou) é um teleésteo mesopelagico, da familia dos gadideos, amplamente
distribuido ao longo Atlantico Norte e Mediterraneo (Bailey, 1982; Monstad, 1990; ICES, 2021). Esta espécie
é avaliada no ambito do Conselho Internacional para a Exploragdo do Mar (ICES) como uma Unica unidade
populacional/stock ao longo do Nordeste Atlantico (NEA), cuja distribuicdo compreende as areas ICES 27.1
a 27.9, 27.12 e 27.14 (ICES, 2021) e na qual o IPMA participa. Apesar de estar indicado como uma Unica
unidade populacional, varios estudos indicam a existéncia de duas componentes populacionais distintas ao
longo da area de distribuicdo do NEA, cuja separacdo se situa na latitude do Banco de Porcupine (na costa
Oeste da Irlanda) (e.g. Mork and Giaever, 1995; Gizever and Stein, 1998; Ryan et al., 2005; Keating et al.,
2014; Pointin and Payne, 2014; Mahe et al., 2016).

O verdinho, ao longo da costa continental Portuguesa (area ICES 27.9.a), apresenta uma distribuicdo em
comprimento estratificada em fun¢do da profundidade, sendo os individuos mais pequenos (12cm-24cm)
encontrados maioritariamente a uma profundidade entre os 200 e os 300m, enquanto que os maiores
(>24cm) em &aguas mais profundas, entre os 400 e os 500m. Esta espécie apresenta também dimorfismo
sexual apds o inicio da maturagdo, com as fémeas a atingirem comprimentos maiores do que os machos.
Contudo, numa fase inicial a taxa de crescimento é descrita como sendo superior nos machos em todo o
NEA, com uma Unica exce¢do nos do Mar do Norte. O pico principal de desova é em fevereiro na costa
Portuguesa e em abril na costa da Irlanda (considerada a drea de desova principal para o stock Unico). A
época principal de desova para esta espécie ao longo da costa Portuguesa é entre janeiro e margo

(Gongalves et al., 2017).

No IPMA, é realizada a amostragem bioldgica regular de verdinho em amostras provenientes das rejei¢coes
recolhidas a bordo da frota comercial, dos desembarques em lota (Peniche, Matosinhos e Vila Real de St.
Antdnio) e das campanhas de investigacdo cientificas. Durante o processo de amostragem bioldgica os
exemplares sdo classificados de acordo com o seu estado de maturacdo sexual. Para esse efeito é utilizada
a escala de maturagdo proposta por Godinho et al. (2001), desenvolvida com base em observagbes e

descrigdes macroscépicas das gdnadas, sem validagao microscépica.

Este estudo tem como objetivos: descrever microscopicamente a morfologia das génadas ao longo do ciclo
reprodutivo do verdinho; validar e intercalibrar as classificagdes macroscdpicas com base na histologia; e
propor uma nova escala de maturagdo macroscépica tendo em conta as caracteristicas microscépicas e

macroscopicas das diversas fases do ciclo de desenvolvimento sexual.



2. Material e Métodos

As amostras de verdinho utilizadas neste estudo foram provenientes de: (i) campanha demersal de outubro
de 2016 a bordo do N.I. “Noruega”; e (ii) desembarques da lota de Peniche, recolhidas em fevereiro de
2019, mar¢o de 2019, de 2020 e de 2021. Os individuos foram medidos (comprimento total em
centimetros), pesados (peso total em gramas), foi identificado o sexo, e determinado o estado de
maturagdo macroscépico de acordo com a escala de maturagdo de cinco estados descrita em Godinho et
al., 2001 (Anexo ). Em ambas as amostragens [(i) e (ii)], todo o procedimento foi realizado com as amostras
ainda em fresco. As gonadas recolhidas nas amostras de desembarques (ii), foram fotografadas para

posterior descricao dos estados macroscépicos, apds validacao.

Durante a amostragem, as génadas foram recolhidas e fixadas em formol tamponado com sais fosfato a 4%

(Hunter, 1985).

De cada génada foi cortada uma secgdo transversal de cerca de 0,5cm, na zona central de um dos Iébulos.
Esta seccdo foi colocada numa cassete histoldgica. As cassetes foram colocadas no processador de tecidos
onde ocorreu a desidratacdo, diafanizacdo e a inclusdo em parafina, pela passagem em sucessivos banhos

de dlcool de gradientes crescentes, xilol e parafina liquida (Anexo II).

Posteriormente foram feitos os blocos de parafina. Nos blocos foi utilizada parafina com ponto de fusdo
56°- 58°C. Depois de arrefecidos os blocos, procedeu-se a realizagdo dos cortes com uma espessura de 3
pum, utilizando um micrétomo rotativo manual. As laminas com os cortes foram colocadas na estufa a uma
temperatura de 522C durante pelo menos 12 horas, para que ocorresse a desparafinacdo e a fixacdo do
corte na lamina. No processo de coloragdo, as laminas foram submetidas a banhos de xilol para terminar a
desparafinagdo dos cortes que foram posteriormente hidratados e corados com Hematoxilina-Eosina,
desidratados e diafanizados (Anexo lll). As preparagdes definitivas foram montadas com meio de
montagem Entellan®. Depois de secas, as laminas foram limpas do excesso de Entellan® para posterior

observag¢do ao microscépio 6tico.

As laminas foram observadas ao microscépio e os estados de maturagdo microscépicos foram atribuidos de
acordo com o estado de desenvolvimento dos gametas, com a estrutura interna e a organiza¢ao das células
dentro das gdnadas (ovarios e testiculos): Estado 1 — Imaturo; Estado 2 — Desenvolvimento; Estado 3 — Pré-

desova; Estado 4 — Desova; Estado 5 — Pds-desova e Estado 6 - Repouso.

A analise estatistica dos dados e a apresentacdo dos resultados foram realizadas em linguagem S, através

da utilizagdo do software R (R Core Team, 2019).



3. Resultados

A composicdo de cada amostra, com a indicagdo da distribuicdo em peso e do niumero de individuos de
cada sexo classificado em cada estado de maturagdo macroscdpico /microscépico encontra-se descrita na

tabela seguinte (Tabela 1):

Tabela 1. Para cada amostra (campanha demersal de outono de 2016 e lota de Peniche) é indicado o numero de
individuos recolhidos de cada sexo; a distribuicdo de comprimentos (cm), com indicagdo do comprimento minimo e do
comprimento maximo observados; o peso total dos individuos amostrados, com indicagdo do peso minimo e do peso
maximo; a distribuicdo dos estados de maturagdo macroscépicos em cada amostra e indicagdo do numero de
individuos em cada estado; e a distribuicdo dos estados de maturagdo microscdpicos observados em cada amostra e
indicagdo do numero de individuos identificados em cada estado resultante da observacdo das preparagdes
histoldgicas.

Table 1. For each sample (2016 autumn demersal survey and Peniche auction) is indicated the number of individuals
collected for each sex; the length distribution (cm), indicating the minimum and maximum lengths observed; the total
weight of the sampled individuals, with indication of the minimum and maximum weight; the distribution of the
macroscopic developmental stages in each sample and an indication of the number of individuals at each stage; and
the distribution of microscopic developmental stages observed in each sample and an indication of the number of
individuals identified at each stage based on the observation of the histological preparations.

Amostra Sexo Numero Comprimento Peso Total Estado de Estado de
de (cm) (g) maturagdo maturagdo
individuos (min — max) (min—max) macroscopico microscopico
(n) (n) (n)

Campanha F 10 19.1-245 38.0-96.0 1(4); 2(6) 1(7); 6(3)

demersal

outono 2016 M 8 19.6-21.7 40.0-65.0 1(1); 2(7) 1(8)

Lota de F 34 18.3-27.3 37.3-127.0 2(7); 3(23); 2(5); 3(15);

Peniche 4(2); 5(2) 5(12); 6(2)

M 15 17.9-27.2 32.2-99.9 1(1); 2(12); 1(2); 3(6);
3(2) 4(6); 5(1)

A amostra proveniente da campanha demersal de outono, apresenta os individuos mais pequenos e uma
menor variagdo dos estados de maturagdo macroscopicos e microscépicos, comparativamente com a
amostra da lota de Peniche. A maioria dos individuos, quer fémeas quer machos, na campanha demersal foi
classificado em estado de maturagdo 2 (desenvolvimento) (ver detalhes em Anexo |). No entanto, com base

na histologia nenhum destes individuos se encontrava em estado de desenvolvimento.

3.1 Estados de maturagao macroscépicos versus estados de maturagdao microscopicos

3.1.1 Descrigcdao dos estados de maturagao microscépicos

A descricdo e classificacdo dos estados de maturacdo microscopicos do verdinho foi efetuada tendo como
base os critérios descritos em estudos anteriores e aplicados a outras espécies de teledsteos (Dominguez-

Petit et al., 2017, Gongalves et al., 2004, Hunter e Macewicz, 1985). A avaliacdo microscépica dos cortes
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histologicos permitiu caracterizar os diferentes estados de maturagdo do verdinho (Secgdo 3.1.2 - fémeas e
3.1.3 - machos). No anexo IV apresenta-se a escala de maturagdo microscopica resumida e aplicada ao

verdinho.

3.1.2 Fémeas

3.1.2.1 Estado 1-IMATURO

Ovarios pequenos, com paredes finas, bem organizados e os septos ovaricos formados na direcdo do
[imen. Presenca de oogdnias - células com um nucleo grande (que pode conter um nucléolo) rodeado por

uma camada estreita de citoplasma - e odcitos primarios - gonada imatura (Figura 1).

595 ym
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Figura 1. Aspeto microscopico de uma génada feminina em estado imaturo. OG- oogdnia; OP — odcitos primarios; SO —
septos ovdricos; LO — limen do ovario.

Figure 1. Microscopic aspect of a female gonad at the immature stage. OG- oogonia; OP — primary oocytes; SO —
ovarian septa; LO — ovary lumen.

3.1.2.2 Estado2 — DESENVOLVIMENTO
No estado de desenvolvimento encontram-se odcitos primarios, maiores do que os do estado anterior
(imaturo). Maioritariamente a gdénada apresenta odcitos com gotas lipidicas visiveis no citoplasma,
correspondendo ao inicio da vitelogénese com um grande nicleo e também a presenca de odcitos com
pequenos vacuolos, os alvéolos corticais, situados na periferia do citoplasma (Figura 2). Neste estado pode
ocorrer a presenca de alguns odcitos atréticos na gonada, que indicam que esta fémea ja passou pelo

processo de desova e alguns dos odcitos vitelados estdo em reabsorgdo, atrésia (Figura 3).



Figura 2. Aspeto microscépico de uma génada feminina em estado de desenvolvimento. OG- oogdnia; OP — odcitos
primadrios; CA — odcitos vitelados com alvéolos corticais.

Figure 2. Microscopic aspect of a female gonad at the development stage. OG- oogonia; OP — primary oocytes; CA —
vitellogenic oocytes with cortical alveoli.

Figura 3. Aspeto microscépico de uma gdénada feminina em estado de desenvolvimento. OP — odcitos primarios; CA —
odcitos vitelados com alvéolos corticais; OA — odcitos atréticos.

Figure 3. Microscopic aspect of a female gonad at the development stage. OP — primary oocytes; CA — vitellogenic
oocytes with cortical alveoli; OA- atretic oocytes.



3.1.2.3 Estado 3 — PRE-DESOVA
No estado de pré-desova a génada apresenta uma grande quantidade de odcitos vitelados, em que sdo
visiveis os granulos de vitelo e gotas lipidicas no citoplasma. Na fase mais avancada as gotas lipidicas
fundem-se, formando placas de vitelo situadas de um dos lados do nucleo. Finalmente, estas placas
fundem-se numa Unica, que empurra o nucleo para a periferia do odcito, os odcitos nesta fase sdo
denominados de nucleos migrados. Continuam ainda presentes odcitos nas fases anteriores (Figura 4 e

Figura 5).

Figura 4. Aspeto microscépico de uma gonada feminina em estado de pré-desova. OG — oogdnia; OP — odcitos
primdrios; OV — odcitos em inicio de vitelogénese; CA — odcitos vitelados com alvéolos corticais; ONM — odcitos em
fase de nucleo migrado (fase inicial).

Figure 4. Microscopic aspect of a female gonad at pre-spawning stage. OG — oogonia; OP — primary oocytes; OV —
oocytes at the beginning of vitellogenesis; CA — vitellogenic oocytes with cortical alveoli; ONM — oocytes at migratory
nucleus stage (initial phase).



595 pym

Figura 5. Aspeto microscdpico de uma génada feminina em estado de pré-desova. ONM — odcitos em fase de nucleo
migrado (fase mais avangada).

Figure 5. Microscopic aspect of a female gonad at pre-spawning stage. ONM — oocytes at migratory nucleus stage
(more advanced phase).
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3.1.2.4 Estado 4 - DESOVA
A gbénada no estado de desova apresenta a maioria dos odcitos em estado de hidratacdo final,
denominados de odcitos hidratados. Nesta fase os odcitos, devido ao excesso de hidratacdo, quando
observados na preparacdo microscépica, apresentam uma forma irregular porque durante o
processamento histolégico (na fase de desidratacdo) perdem a forma esférica que os caracteriza
macroscopicamente (Figura 6). Encontram-se ainda presentes outros odcitos em estado de

desenvolvimento anterior.

Figura 6. Aspeto microscépico de uma gdénada feminina em estado de desova. OH - odcitos hidratados; OP — odcitos
primdrios; CA — odcitos vitelados com alvéolos corticais.

Figure 6. Microscopic aspect of a female gonad at spawning stage. OH — hydrated oocytes; OP — primary oocytes; CA —
vitellogenic oocytes with cortical alveoli.
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3.1.2.5 Estado 5 - POS-DESOVA
A fase de pods-desova caracteriza-se pela presenca de foliculos pdés-ovulatérios (POFs) na gdnada,
resultantes do processo de desova apés a libertagdo dos odcitos hidratados. Sdo ainda visiveis na génada
alguns odcitos nos estados de desenvolvimento anteriores, podendo ainda serem visiveis alguns/poucos
odcitos hidratados (indicacdo de desova recente). Podem também ser visiveis na génada odcitos atréticos e

vasos sanguineos (Figura 7).

Figura 7. Aspeto microscépico de uma gdénada feminina em estado de pds-desova. POFs — foliculos pds-ovulatérios;
OV - odcitos em inicio de vitelogénese; CA — odcitos vitelados com alvéolos corticais.

Figure 7. Microscopic aspect of a female gonad at post-spawning stage. POFs — post-ovulatory follicles; OV — oocytes
at the beginning of vitellogenesis; CA — vitellogenic oocytes with cortical alveoli.
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3.1.2.6 Estado 6 — REPOUSO

Os ovarios em estado de repouso apresentam a membrana com as paredes espessas, 0s 00citos presentes
apresentam um aspeto desorganizado dentro dos septos ovdricos e sdo visiveis espagos vazios. Presenca de

odcitos em estado de atrésia (Figura 8).

Figura 8. Aspeto microscépico de uma génada feminina em estado de repouso. OP — odcitos primarios; OA — odcitos

atréticos; MG — membrana da génada.
Figure 8. Microscopic aspect of a female gonad at resting stage. OP — primary oocytes; OA — atretic oocytes; MG —

gonad membrane.
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3.1.3 Machos

3.1.3.1 Estado 1 - IMATURO
Na gdénada masculina, no estado imaturo, é visivel o tecido intersticial sem tubulos seminiferos nem cistos,
e com a presenca de espermatogdnias - células redondas, pouco coradas e onde se pode identificar o

nucléolo. A membrana da génada é fina (Figura 9).

Figura 9. Aspeto microscdpico de uma génada masculina em estado imaturo. EO — espermatogonias; MG — membrana
da gbénada.
Figure 9. Microscopic aspect of a male gonad at immature stage. EO - spermatogonia; MG — gonad membrane.

14



3.1.3.2 Estado 2 — DESENVOLVIMENTO
A goénada em desenvolvimento apresenta os tubos seminiferos ja individualizados onde, além das
espermatogonias ja se identificam outras células esféricas, de menores dimensdes os espermatdcitos

(Figura 10).

Figura 10. Aspeto microscdpico de uma génada masculina em estado de desenvolvimento. EP-espermatdcitos; EO —
espermatogonias.
Figure 10. Microscopic aspect of a male gonad at development stage. EP — spermatocytes; EO — spermatogonia.
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3.1.3.3 Estado 3 — PRE-DESOVA
A gdénada masculina no estado de pré-desova apresenta os tubos seminiferos com espermatdcitos e
espermatideos - células igualmente esféricas, mas menores que as anteriores. Neste estado, é possivel

identificar espermatozédides nos cistos dos tubos seminiferos, mas em nimero reduzido (Figura 11).

Figura 11. Aspeto microscépico de uma gonada masculina em estado de pré-desova. ET - espermatideos.
Figure 11. Microscopic aspect of a male gonad at pre-spawning stage. ET — spermatids.
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3.1.3.4 Estado 4 — DESOVA

As gdénadas masculinas em estado de desova apresentam os tubos seminiferos com o limen cheio de
espermatozoides, células esféricas, mas muito mais pequenas do que as anteriores e com uma cauda.
Ainda podem estar presentes algumas células dos estados anteriores, mas em numero muito pequeno

(Figura 12).

Figura 12. Aspeto microscépico de uma génada masculina em que é visivel a presenca de ET — espermatideos; EZ -

espermatozoides.
Figure 12. Microscopic aspect of a male gonad at spawning stage. ET — spermatids; EZ - spermatozoon.
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3.1.3.5 Estado 5 — POS-DESOVA
Gdnadas em pds-desova apresentam espacos vazios. Verifica-se o espessamento do tecido conjuntivo

intersticial, podendo haver espermatozéides residuais no limen (Figura 13).

Figura 13. Aspeto microscopico de uma gonada masculina em estado de pds-desova. TC - tecido conjuntivo
intersticial.
Figure 13. Microscopic aspect of a male gonad at post-spawning stage. TC — interstitial connective tissue.
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3.1.3.6 Estado 6 — REPOUSO
As génadas em repouso apresentam uma aparéncia mais desorganizada e espacos vazios, e com algumas

células residuais e em reabsorcdo (Figura 14).

595 ym

Figura 14. Aspeto microscépico de uma gdénada masculina em estado de repouso. Nota: esta génada classificada em
estado de repouso é de uma amostra de verdinho recolhida em 2013 em Matosinhos e cujos dados ndo foram
incluidos neste relatoério.

Figure 14. Microscopic aspect of a male gonad at resting stage. Note: this gonad classified in a resting stage is from a
blue whiting sample collected in 2013 in Matosinhos and whose data were not included in this report.
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3.1.4 Comparagao entre as classificacoes de maturagao macroscopicas e microscopicas

A comparagdo entre os estados de classificagdo macroscopicos e microscopicos é apresentado para as
fémeas e machos, nas figuras 15 e 16, respetivamente.

Fémeas
5 O
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1 2 3 4 5 6

Estados micro (validados)

Figura 15. Relacdo entre as classificagdes macroscdpicas e as correspondentes e validadas a nivel microscopico para as
fémeas.

Figure 15. Relationship between the macroscopic classifications and the corresponding and validated at the
microscopic level for females.

Machos
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Figura 16. Relagdo entre as classificagdes macroscopicas e as correspondentes e validadas a nivel microscépico para os
machos.

Figure 16. Relationship between the macroscopic classifications and the corresponding and validated at the
microscopic level for males.
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As figuras 15 e 16 evidenciam que o estado de maturagdao macroscépico 2 corresponde a varios estados de
maturagdo microscdpicos, tanto nas fémeas (estados macro 1, 2, 3, 5 e 6) como nos machos (estados
macro 1, 3, 4 e 5). No caso das fémeas, algumas das génadas classificadas em estado 1 e 2 correspondem a
fémeas em repouso. Também nas fémeas as gdénadas em estado 3 macroscépico corresponderam a
gonadas em diferentes estados de maturacdo (2, 3 e 5) com base na validagdo histoldgica. As diferencgas
entre as classificacbes dos estados de maturacdo macro e micro foram de 56% nas fémeas e de 87% nos

machos.

4. Discussao e Conclusoes

Neste trabalho verificou-se a existéncia de erros sistemdticos nas comparacbées entre os estados de
maturacdo macroscopicos e microscépicos. A existéncia de diferencas entre as classificacdes macroscdpicas
e microscdpicas pode ser devida a varios motivos. Neste caso em concreto, um dos motivos principais sao
as descricGes dos varios estados e as diferencas entre estes serem ambiguas na escala de Godinho et al.
(2001), dado ndo descreverem o que se observa concretamente em cada estado de desenvolvimento
sexual tanto em machos como em fémeas. Nomeadamente, no caso do estado de maturacdo 2

denominado de recuperacdo ou 12 maturacdo sexual aparece descrito para as fémeas como: “Ovarios

|II

translucidos, laranja/avermelhados, bastante flacidos, ocupando 1/3 da cavidade abdominal”. No entanto,
uma gonada em estado de desenvolvimento nunca podera ter aspeto flacido ou avermelhado, sendo estas
duas caracteristicas principais de um estado de pdés-desova e repouso. Nas génadas em pds-desova a
flacidez é devida aos espagos vazios que ficam na génada apds a ovulagdo, e o aspeto avermelhado indica
rebentamento e/ou vasos sanguineos visiveis devido a pressdo exercida na génada durante a ovulagcdo. No
estado de desenvolvimento a génada deverd apresentar uma estrutura firme, uma cor rosada e devem ser
visiveis odcitos, visto que o processo de vitelogénese ja se iniciou. O estado 3 da escala de Godinho et al.
(2001) apresenta como descri¢do: “Ovarios opacos, laranja/rosados, com ovos visiveis, ocupando 1/2 a 2/3
da cavidade abdominal”. Neste caso em concreto os odcitos visiveis é que deveriam ser indicados como
opacos, uma vez que o ovo sé é formado apds a fecundagao que no caso dos teledsteos é externa. Nos
estados 4 e 5, faz-se novamente referéncia a ovos em vez de odcitos. Ao comparamos a descrigdo dos
estados 2, 3 e 5, verificamos que estes sdao todos muito idénticos e pouco objetivos em termos de
caracteristicas distintas entre si. Esta evidéncia teve como consequéncia a classificagdo em estado 2 de uma

grande percentagem dos individuos amostrados, cuja percentagem de erro foi de: 77% nas fémeas

analisadas e de 100% nos machos.

O estudo do processo/ciclo de desenvolvimento sexual com base na histologia permite sempre um

conhecimento mais aprofundado das varias fases, assim como ajuda na interpretacdo do aspeto
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macroscopico esperado em cada um dos estados, através da intercalibragdo entre o aspeto macroscdépico e
microscopico da génada. No entanto, alguns pormenores do desenvolvimento sexual sdo subtis e apenas
podem ser verificados através da observacdo das preparagdes microscopicas, como é caso da presenca de
POFs na gdénada. As fémeas classificadas em estado 4 macroscopicamente, apresentavam ambas a
presenca de POFs em simultdneo com a presenca de odcitos hidratados, indicando que a desova estaria a
decorrer ou ainda podendo indicar que a libertacao dos odécitos pode ter sido devida a pressdo exercida no
peixe durante a captura pela rede. Neste caso, a classificacdo microscdpica, permite identificar os POFs e o
mesmo nado é visivel na observacao direta das génadas durante a amostragem. Este tipo de erros, no
entanto, é bastante comum e n3o tem grandes implica¢cOes na interpretacao da fase do ciclo de maturacao,
porque de facto aquele peixe estd em processo de desova (desova ou desova recente indicada pela ainda

presenca de odcitos hidratados em simultaneo com os POFs).

Outro dos motivos que condiciona a correta interpretacdo e a classificacdo dos estados de maturacao
macroscépicos encontra-se relacionada com o modo de preservacdo das amostras, em concreto a
refrigeracdo ou congelacdo/descongelacdo podem provocar o aspeto flacido da gdénada, o que ndo se
verificaria se as gdnadas tivessem sido classificadas apds a captura do peixe e ainda em fresco. Neste
estudo, tivemos o cuidado de usar verdinhos frescos para salvaguardar possiveis erros de classificacdo
devido ao modo de preservagdo e por as génadas terem sido processadas para histologia. Na maioria das
vezes, o aspeto flacido é devido a libertacdo dos gametas e como tal, indicador de um estado de pés-
desova ou repouso, sendo identificado por espagos vazios. Nestes casos, um amostrador experiente sabera
distinguir a flacidez devida ao modo de preservag¢do da amostra, dos casos em que a mesma é indicadora
de pds-desova devido a presenca de outras caracteristicas (presenga ou auséncia de odcitos visiveis, tipo de

odcitos visiveis, etc) que ajudam a confirmar o estado de maturagao.

O estado 6 de repouso com base nas classificages microscdpicas foi identificado em génadas classificadas
em estados macro 1 e 2 nas amostras da campanha (Outono — fora da época principal de desova) e nas
amostras de Peniche (marg¢o — época de desova) que tinham todas sido classificadas em estado 5. Dado que
para a ogiva os dados devem ser recolhidos na época de desova principal, o facto de as gdénadas em
repouso terem sido identificadas como estado 5 (pds-desova) que corresponde a um estado maturo ndo
tem implicagdo para a ogiva. No entanto, a classificacdo de fémeas 1 no estado 2 ja terd como implicagao

diferencgas na ogiva de maturagdo e consequentemente no tamanho de primeira maturagao.

Para além de validar as classificagGes macroscépicas existentes para o verdinho, a histologia permitiu
aprofundar o conhecimento do ciclo reprodutivo existente para esta espécie e rever a escala de maturagao

macroscopica. Na revisdo da escala de maturagdo macroscopica, o estado imaturo e o do repouso (maturo)
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foram separados, sendo esta separagdo fundamental para a constru¢do da ogiva de maturacdo e o

conhecimento da idade/tamanho de 12 maturacdo.

Com base nos critérios descritos e apresentados, é proposta a alteracdo da escala de maturagao
macroscopica para o verdinho (Godinho et al. 2001) atualmente em uso no IPMA, para uma nova escala de

maturagao, cujas principais caracteristicas se encontram descritas no Anexo V.

Na comunidade ICES, estd definida uma escala de maturacdo internacional proposta no ambito do
WKASMEF (ICES, 2018) e cuja aplicacdo é mandatdria para o reporte de dados das diferentes espécies, para
todos os grupos de trabalho e nas bases de dados internacionais. Como tal, foi incluida a correspondéncia
entre a escala de maturacdo internacional WKASMF (ICES, 2018) e esta nova escala de maturagdo proposta

neste trabalho, cuja correspondéncia se encontra descrita no Anexo VI.

Como conclusdo, propbe-se a implementacdo desta nova escala de maturacdo macroscopica na
amostragem regular do verdinho (nas amostras de desembarques, rejeicdes e nas campanhas de
investigacdo cientifica) e a realizacdo de um exercicio de intercalibragdo entre as responsaveis pela
amostragem desta espécie. Pretende-se ainda validar as classificacbes macroscépicas dos individuos

imaturos e a posterior revisdo do tamanho/idade de 12 maturagdo para ambos os sexos no verdinho.
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Anexo |

Escala de maturagao do verdinho, Micromesistius poutassou (WHB) (Godinho et al. 2001)

Maturity stage key for blue whiting, Micromesistius poutassou (WHB) (Godinho et al. 2001)

ESTADO DE APARENCIA Fotografia Fotografia
MATURAGAO EXTERNA Fémea Macho
Repouso Ovarios branco translicido, sem ovos Vvisiveis,
sexual ocupando 1/4 da cavidade abdominal
1
Juvenil Testiculos em fitas translicidas, quase indistintos,
ocupando 1/4 da cavidade abdominal
12 maturacdo | Ovarios translucidos, laranja/avermelhados, bastante .
sexual flacidos, ocupando 1/3 da cavidade abdominal
2
Recuperagao
.!.
Testiculos translicidos, branco/rosados, ocupando
1/2 da cavidade abdominal
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Em Ovarios opacos, laranja/rosados, com ovos visiveis,
maturacdo | ocupando 1/2 a 2/3 da cavidade abdominal

Testiculos opacos, branco/rosados, lobados em
espiral, com alguns vasos sanguineos, ocupando 3/4
da cavidade abdominal

Desova Ovarios laranja/rosados, turgidos, com ovos hialinos,
ocupando 3/4 a toda a cavidade abdominal

Testiculos branco cremoso, opacos, turgidos com
dobras apertadas ocupando toda a cavidade
abdominal

Pds-desova | Ovarios flacidos, rosa/avermelhados, com restos de | | ‘-— f«"‘
ovos, ocupando 1/2 da cavidade abdominal

Testiculos amarelo/esbranquicados, avermelhados,
numa estreita banda rugosa, ocupando 1/2 da
cavidade abdominal.




Anexo Il
Protocolo de processamento dos tecidos para histologia

Tissue processing protocol for histology

Reagente Duragao Fase de processamento
Alcool a 70% 30 min Desidratacdao

Alcool a 80% 30 min Desidratagdo

Alcool a 90% 30 min Desidratagdo

Alcool a 90% 30 min Desidratagdo

Alcool absoluto 1 hora Desidratagdo

Alcool absoluto 1 hora Desidratagcao

Alcool absoluto/Xilol 1 hora Desidratagcdao

Xilol 1 hora Diafanizagdo

Xilol 1 hora Diafanizagdo
Parafina (p.f.* 56-58°C) 1 hora Inclusdo dos tecidos
Parafina (p.f.* 56-58°C) 1 hora Inclusdo dos tecidos

* ponto de fusdo



Anexo Il

Protocolo de coloracgdo dos cortes histoldgicos de verdinho (Micromesistius poutassou)

Histological sections staining protocol for blue whiting (Micromesistius poutassou)

Reagente Duragao Observagoes

Xilol 15 min

Xilol 15 min

Alcool absoluto 5 min

Alcool a 90% 5 min

Alcool a 70% 5 min

Agua destilada 1 min

Agua destilada 1 min

Hematoxilina de Harris 14 min Este tempo depende da
intensidade do corante.

Agua da torneira corrente 2 min Colocar os cestos junto a
torneira com um fio de dgua a
correr, tendo o cuidado deste
ndo cair diretamente sobre os
cortes.

Alcool cloridrico 10 seg

(0,3ml de HCI + 250ml de Alcool a 70%)

Agua da torneira corrente 2 min

Carbonato de litio 20 seg

(solugdo saturada:

1,54g + 100ml dgua destilada)

Agua destilada 1 min

EosinaY 1% 6 min Este tempo depende da
intensidade do corante,

Agua destilada 5 seg

Alcool a 95% 30 seg

Alcool a 95% 1 min

Alcool absoluto 1 min Escorrer muito bem o cesto
para evitar que ao mergulhar
em xilol este fique saturado.

Xilol 10 min

Xilol 5 min
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Anexo IV

Escala de maturacdo microscopica do verdinho (Micromesistius poutassou)

Blue whiting (Micromesistius poutassou) microscopic maturity scale

Fémeas/Females

Estado de maturacao

Maturity stage

Descri¢gdo microscopica

Microscopic description

Imagem

Picture

1 | Imaturo

Immature

Ovérios pequenos, com paredes
finas, bem organizados e os
septos ovaricos formados na
direcdo do lumen. Presenga de
oogonias e 06citos primarios.

Small and well-organized ovaries
with a thin wall and the ovarian

septa formed towards the lumen.
Presence of oogonia and primary

oocytes.

2 | Desenvolvimento

Developing

Ovaérios maiores do que no estado
de imaturo, presenca o6citos
vitelados e oécitos com alvéolos

Ovaries larger than in the
immature stage, presence of
vitellogenic oocytes and oocytes
with cortical alveoli.

3 | Pré-desova

Pre-spawning

Ovario apresenta maioritariamente
odcitos em fase de nucleos

migrados.

Ovary present mostly oocytes in
migrated nucleus phase.




Desova

Ovario apresenta maioritariamente
odcitos hidratados.

Ovary present mostly hydrated

Spawning oocytes.
P6s-desova Ovério com espacos entre 0s

Post-spawing

odcitos e a presenca de foliculos
pés-ovulatérios (POFs).

Ovary with spaces between
oocytes and the presence of post-
ovulatory follicles (POFs).

Repouso

Resting

Ovério com espacos entre 0s
odcitos. O estado de repouso
caracteriza-se pela presenca de
odcitos primarios, atréticos e
residuais.

Ovary with spaces between
oocytes. The resting state is
characterized by the presence of
primary, atretic and residual

oocytes.
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Machos/Males

Estado de maturacao Descrigdo microscopica Imagem
Maturity stage Microscopic description Picture
1 | Imaturo Gonada pequena com a presenca
de espermatogonias.
Small gonads with
Immature

spermatogonias.

2 | Desenvolvimento

Developing

Tubos seminiferos ja
individualizados com a presenca
de espermatogoénias e

espermatoécitos.

Seminiferous tubules already
Individualizedwith the presence of
spermatogonias and

spermatocytes.

3 | Pré-desova

Pre-spawning

Presenca de espermatécitos e de
espermatideos.

Presence of spermatocytes and
spermatids.

4 Desova

Spawning

Gonadas grandes cheias de
espermatozoides (EZ).

Large gonads full of spermatozoa
(E2).




5 | P6s-desova

Post-spawnng

Goénada em pds-desova com

espacos vazios, presenca de
alguns espermatozoides.

Post-spawning gonads with empty
spaces, presence of some

spermatozoa.

6 | Repouso

Resting

Gonadas em repouso com
aparéncia desorganizada e

espacos vazios, e com algumas
células residuais e em

reabsorcéo.

Resting gonads with disorganized
appearance and empty spaces,
and with some residual and
reabsorbing cells.

Nota: no caso das classificagdes microscépicas nos machos as células devem ser observadas a
maiores ampliagdes, visto que as estruturas nos varios tipos de células sexuais masculinas sdo
mais pequenas que no caso das fémeas.

Note: in the case of microscopic classifications in males the cells must be observed at higher
magnifications, as the structures in the various types of male sex cells are smaller than in the

case of females.
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Anexo V

Nova escala de maturagdo macroscopica do verdinho (Micromesistius poutassou)

Blue whiting (Micromesistius poutassou) new macroscopic maturity scale

Machos/Males

Estado de maturacao Descrigdo macroscopica Imagem
Maturity stage Macroscopic description Picture
1 | Imaturo Testiculos translicidos com
estrutura em forma de fita.
Testicles translucent with a
Immature

ribbon-like structure.

© Patricia Gongalves

2 | Desenvolvimento

Development

Testiculos translicidos com
folhos, brancos, ocupam até
1/2 da cavidade abdominal.

White, translucent frilled
testicles, occupying up to 1/2
of the abdominal cavity.

© Patricia Gongalves

© Patricia Gongalves

3 | Pré-desova

Pre-spawning

Testiculos opacos, brancos,
com presenca de esperma
nos folhos, podem ser
visiveis alguns vasos
sanguineos, ocupam mais de
3/4 da cavidade abdominal.

Opagque, white testicles, with
presence of sperm in the
frills, some blood vessels
may be visible, occupy more
than 3/4 of the abdominal
cavity.

Patricia Gongalves

© Patricia Gongalves
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Desova

Spawning

Testiculos branco cremoso,
opacos, tlrgidos e ocupam
toda a cavidade abdominal.
Esperma sai livremente sob
pressao na génada.

Creamy white testicles,
opaque, turgid and occupy
the entire abdominal cavity.
Sperm comes out freely
under pressure in the
gonads.

© Godinho et al. 2001

Pé6s-desova

Post-spawning

Testiculos avermelhados, em
forma de folho, ocupando até
1/2 da cavidade abdominal.
Sao visiveis espacos vazios,
principalmente junto ao hilo.

Reddish testicles, shaped
like a small frill, occupying up
to 1/2 of the abdominal
cavity. Empty spaces are
visible, mainly near the
hilium.

© Patricia Gongalves

Repouso

Resting

Testiculos avermelhados,
séo visiveis espagos vazios.

Reddish testicles, empty
spaces are visible.
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Fémeas/Females

Estado de maturacao

Maturity stage

Descrigcéo
macroscopica

Macroscopic
description

Imagem

Picture

1 | Imaturo

Immature

Ovérios
transparentes, sem
0dcitos opacos
visiveis, ocupam
até 1/4 da cavidade
abdominal.

Transparent
ovaries, with no
visible opaque
oocytes, occupying
up to 1/4 of the
abdominal cavity.

© Patricia Gongalves

2 | Desenvolvimento

Development

Ovarios cor de rosa

ou laranja, sé&o
visiveis odcitos
opacos, ocupam até
1/3 da cavidade
abdominal. A
membrana da

gonada é espessa.

Pink or orange
ovaries with visible
opaque oocytes,
occupying up to 1/3
of the abdominal
cavity. The gonad
membrane is thick.

© Patricia Gongalves

© Patricia Gongalves

3 | Pré-desova

Pre-spawning

Ovdérios opacos,
laranja/rosados,
com o6citos opacos

visiveis, ocupam
mais de 1/2 da
cavidade

abdominal. Podem

ser visiveis alguns
vasos sanguineos.

Opagque,
orange/pink ovaries

© Patricia Gongalves

36




with visible opaque
oocytes, occupy
more than 1/2 of the
abdominal __ cavity.
Some blood vessels
may be visible.

Desova

Spawning

Ovarios
laranja/rosados,
com odcitos hialinos
visiveis, ocupam
3/4 da cavidade
abdominal. A
membrana da

gobnada é fina.

Orange/pink
ovaries, with visible
hyaline oocytes,
occupying 3/4 of the
entire abdominal
cavity. The gonad
membrane is thin.

© Patricia Gongalves

© Patricia Gongalves

© Patricia Gongalves

P6s-desova

Post-spawning

Ovarios flacidos
com espacos
vazios,
avermelhados,
ocupam até 1/3 da
cavidade abdominal
e o0citos opacos
visiveis.

Ovaries flaccid and
with empty spaces,
reddish, occupying
up to 1/3 of the
abdominal cavity
with visible opaque
oocytes.

© Patricia Gongalves

© Ana Luisa Ferreira
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Repouso

Resting

Ovdérios flacidos
com espacos
vazios,
avermelhados.
Ovarios ocupam até
1/3 da cavidade
abdominal, com
poucos 04citos
opacos visiveis
(odcitos residuais) e
podem apresentar a
membrana
escurecida.

Ovaries flaccid and
with empty spaces,
reddish.

Ovaries occupying
up to 1/3 of the
abdominal cavity,
with few visible
opague oocytes
(residual oocytes)
and may have a
darkened
membrane.

© Patricia Gongalves
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Anexo VI

Tabela 2 — Correspondéncia entre os estados de maturacdo da nova escala apresentada neste trabalho
(Gongalves et al. 2022) para o verdinho, Micromesistius poutassou, e os estados da escala internacional
de maturagdo (WKASMSF, 2018).

Table 2 - Correspondence between the maturity stages of the new scale presented in this work
(Gongalves et al. 2022) for blue whiting, Micromesistius poutassou, and the stages from the
international maturity stage key (WKASMSF, 2018).

Escala internacional Nova escala de maturagdo
(WKASMSF, 2018) para o verdinho
Estado Nome (Gongalves et al. 2022)
A Imaturo 1
B Desenvolvimento 2,3
C Desova 4,5
D Esgotado/Recuperacdo* 6/6,5*
E Omissdo de desova
F Anormal

*0 estado de recuperacgdo (Estado D), pode ser interpretado como uma recuperagdo para um novo ciclo de
desova dentro da mesma época. Nesse sentido o estado de pds-desova, apesar de ser indicador de desova
recente, foi incluido como correspondendo também ao Estado D.

* the recovery stage (Stage D), can be interpreted as a recovery for a new spawning cycle within the same
spawning season. In this sense, the post-spawning stage, despite being an indicator of a recent spawning, was
included also as corresponding to the Stage D.
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