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RESUMO

Em Portugal, os estados de maturacdo da pescada (Merluccius merluccius) tém sido até agora
descritos com base em critérios macroscopicos, ndo existindo uma validacdo microscépica
destes. Neste trabalho descreve-se microscopicamente o ciclo reprodutivo da pescada, €
efectuada a analise microscopica dos estados de maturacdo da escala macroscopica do
IPIMAR e apresentada uma escala de maturagdo macroscépica com base em caracteristicas
microscopicas e macroscopicas das diversas fases de maturagdo. Os resultados obtidos neste
trabalno mostram que as chaves de identificacdo baseadas em critérios microscopicos e
elaboradas através de estudos detalhados do desenvolvimento das gonadas, permitem uma
identificacdo mais correcta dos diversos estados de maturacdo. PropOe-se uma alteracdo da
escala de maturagao actualmente com 10 estados para uma com 5 estados.

Palavras chave: Merluccius merluccius; pescada; escala maturagdo feminina macroscopica;
validagéo microscopica.

ABSTRACT

Title: A microscopic and macroscopic maturity stage key for hake (Merluccius
merluccius) females. At IPIMAR the study of the reproductive biology of hake (Merluccius
merluccius) has been carried out according to a macroscopic classification of gonad maturity
stages, based on macroscopic characteristics. In this work we describe a new macroscopic
maturity scale based on microscopic and macroscopic characteristics of the development of
the ovaries during the reproductive cycle. The results show that maturity stage key based on
microscopic criteria are due according to detailed development gonads studies, which permits
a more precise identification of each maturity stage, and a change of scale from 10 to 5 stages
IS proposed.

Key words: Merluccius merluccius; hake; maturity stage key; females macroscopic key;
microscopic validation.
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INTRODUCAO

A avaliacdo do estado dos recursos vivos marinhos é feita com base na modelagdo conjunta
da dindmica dos recursos e das frotas de pesca tendo em conta a informacdo bioldgica
(crescimento, reproducdo, habitos alimentares, etc.) e da pesca (esfor¢o de pesca, capturas,
desembarques, rejeicdes, etc.) (Cardigos e Pinho, 2003; Shepherd, 1992; Sparre et al., 1989;
Rothschild et al., 1987). As caracteristicas bioldgicas devem, no entanto, constituir a base
fundamental para a sua conservacao e gestao (Cadima, 2000).

O conhecimento da reproducdo da espécie a ser avaliada é essencial, nomedamente no que
respeita ao numero de novos elementos que serdo repostos pela populacdo durante a época de
postura. Para se conhecer a época de postura e 0 nimero de individuos maduros e imaturos, 0s
modelos de gestdo utilizam informacdo referente a estados de maturacdo dos individuos
(Sparre et al., 1989; Rothschild et al., 1987). A atribuicdo de estados de maturacdo € feita
com base no desenvolvimento sexual das gonadas da espécie em estudo. Em cada uma das
fases do ciclo reprodutor, as génadas apresentam um desenvolvimento especifico que resulta
do estado de maturacao dos odcitos no caso das gonadas femininas e dos espermatozoéides nas

gonadas masculinas.

Os estados de maturacdo sdo, de um modo geral, atribuidos por observacdo da morfologia
externa da gonada. O uso de chaves macroscopicas permite analizar um elevado numero de
individuos com um esforco relativamente reduzido. No entanto a construcdo destas chaves
deve ser baseada em critérios microscépicos que permitam uma identificacdo objectiva dos
diversos estados de maturagdo. Este factor, aliado ao facto das técnicas de microscopia serem
cada vez mais faceis e rapidas de aplicar, resulta no uso crescente de chaves baseadas em
critérios microscopicos tal como acontece na sardinha e no carapau (Costa, 2001; Costa e
Borges, 1996; Pérez e Figueiredo, 1992). No caso particular da pescada (Merluccius
merluccius) em Portugal, os estados de maturacdo estdo ainda descritos apenas com base em

critérios macroscopicos.

Neste trabalho descreve-se microscopicamente a morfologia das gonadas ao longo do ciclo
reproductivo da pescada, faz-se a anélise microscépica dos 10 estados de maturacdo da escala
macroscopica do IPIMAR (Anexo ) (Cardador et al., 1989) e apresenta-se uma escala de
maturacdo macroscépica com base em caracteristicas microscopicas e macroscopicas das

diversas fases de maturagéo.



MATERIAL E METODOS

A descricdo microscopica dos estados de maturacdo em génadas femininas de pescada foi
feita com base em 81 exemplares capturados em arrastos de fundo durante dois cruzeiros de
investigacdo efectuados pelo N.I. “Noruega”. As datas de captura, Outubro de 2000 e de
2002, corresponderam ao inicio do periodo de desova, cujo pico, de acordo com diversos
autores (Martin, 1991; Murua et al., 1998; Sarano, 1983), se situa entre Janeiro e Marco. A
amostragem biologica das fémeas de pescada capturadas consistiu na determinacdo do
comprimento total (aproximacdo ao 0.5 cm) e do estado de maturacdo (escala macroscopica
de 10 estados) tendo-se recolhido e pesado as gonadas em fresco. Como nédo foi determinado
0 peso total dos individuos amostrados, o indice gonadico (1.G.C.) foi calculado em funcdo do
comprimento total do individuo, do seguinte modo (Balbontin e Bravo, 1993):
Peso da gonada (g)

I.G.C.= : . x10°
(Comprimento total (cm))

As génadas foram fixadas com formol salino a 10%, tendo sido transferidas para alcool a 70%

ao final de dois dias. Em laboratorio, procedeu-se a sua preparacao para analise microscopica.

A técnica histoldgica aplicada no processamento das génadas (Anexo Il), foi baseada em
descricdes referidas por outros autores em estudos realizados para esta espécie demersal
(Osborne et al., 1999; Murua et al., 1998; Balbontin e Bravo, 1993; Louge e Christiansen,
1993; Alheit e Wegener, 1986; Ehrhardt, 1986; Hunter e Macewicz, 1985; Tsimenidis e
Papaconstantinou, 1985; Sarano, 1983; Balbontin e Fisher, 1981; Foucher e Beamish, 1980).

De cada gonada foi cortada uma seccc¢do transversal, o mais préximo possivel do hilo, e
colocada numa cassete histoldgica. Estas foram posteriormente, mergulhadas em diferentes
solucBes, com vista a desidratacdo e inclusdo dos tecidos em parafina. O protocolo utilizado
encontra-se descrito no Anexo Ill. Posteriormente, montaram-se os blocos em parafina, com
um ponto de fusdo de 56 °C. Nesta fase foi feita a orientacdo da gdnada para a realizacdo dos
cortes perpendiculares ao seu eixo maior. Os blocos foram colocados numa placa
refrigeradora (-5 °C) o que permitiu uma maior rapidez na solidificacdo da parafina e em

seguida guardados num ambiente refrigerado, por forma a facilitar os cortes.

Os blocos de parafina foram desbastados e os cortes definitivos foram realizados com uma

espessura de 5um. Antes de serem colocados em laminas, foram mergulhados num “banho



maria” (a 50°C) o que permitiu esticar o corte. Posteriormente, as ldaminas foram guardadas

durante 8 horas em estufa a 50°C com o objectivo de remover toda a parafina residual.

Os cortes histologicos foram desparafinados (em xilol) corados com Hematoxilina-Eosina de

Harris (Anexo V) e montados com Entellan.

As preparacOes definitivas foram observadas ao microscopio Optico para determinacdo e
descricdo do estado de maturacdo da gonada. Foi observada a totalidade do corte, uma vez
que a distribuicdo dos odcitos nos diferentes estados de desenvolvimento ndo € homogénea ao

longo de toda a seccdo da gonada.

As fémeas foram inicialmente classificadas microscopicamente nos diversos estados de
maturacdo com base em dois critérios: classe de odcitos em fase de vitelogénica mais
avancada e classe de odcitos predominante. Foi em seguida realizada a correspondéncia entre
cada um dos estados de desenvolvimento determinados microscopicamente e

macroscopicamente durante a amostragem bioldgica.

RESULTADOS

Foram obtidas gonadas representativas de quase todos os estados de maturagdo embora 0s
estados VI e VIII/II estivessem presentes em pequeno namero (Tabela I). As fémeas maduras
apresentaram comprimentos superiores a 37,5 cm e as suas génadas aumentaram em peso ao
longo do processo de maturacdo o que se reflectiu nos valores do 1.G.C.. O peso das gonadas
das fémeas em pds-postura (VI/1V) e em recuperagdo (VII/11 e VIII/II) diminuiu, tal como

era esperado.

1 - Descric¢ao microscopica das fases de desenvolvimento das gonadas femininas

A classificacdo em classes de desenvolvimento e maturacdo dos odcitos adoptada para este
trabalho, foi baseada no trabalho desenvolvido por Hunter e Macewicz (1985) e descreve-se

de seguida:



Odcitos ndo-vitelados (também denominados o6citos primarios) (Fig.1 —a)

Nesta classe apresentam forma esférica, nicleo grande e o citoplasma cora facilmente com
Hematoxilina. O foliculo consiste numa camada interna constituida por células cubicas (a
granulosa) e uma camada externa de células largas e alongadas com alguns capilares

sanguineos (a teca).

Odcitos parcialmente vitelados (ou em inicio de vitelégenese) (Fig.1 — b)

Esta classe inclui odcitos na fase inicial de deposi¢cdo do vitelo até oocitos com granulos de
vitelo que ocupam ¥ da distancia entre a periferia da membrana e a regido perinuclear. A
deposicdo do vitelo comeca na periferia do citoplasma sob a forma de pequenos grénulos e
subsequentemente espalha-se internamente até chegar perto da zona perinuclear. A medida
que prossegue a maturacao, o foliculo torna-se maior devido ao aumento da sua espessura e a
proliferacdo das células da granulosa. As células da teca ndo aumentam em comprimento mas

apresentam um aspecto alongado.

Odcitos vitelados (Fig.1 - ¢)

Nesta classe 0s odcitos apresentam granulos de vitelo na regido entre a periferia do o6cito e a
zona perinuclear. Enquanto, a vitelogénese prossegue, o vitelo varia entre granulos nos
odlcitos mais pequenos e grandes glébulos nos maiores. Antes da postura (< 24 horas), 0s
globulos fundem-se para formar placas de vitelo. Mas os odcitos nesta fase encontram-se
excluidos desta classe, uma vez que esta € uma caracteristica da ultima classe de o0citos
(hidratados). No foliculo, as células da granulosa tém uma longa forma rectangular. A zona
radiata € uma banda estriada até a hidratacdo, altura em que € esticada e as estrias

desaparecem.



Odcitos hidratados (Fig.1 — d)

A hidratacdo comega quando o nucleo completou a sua migracdo para o polo animal e os
glébulos de vitelo se comecam a fundir. O nucleo destes o6citos ndo é visivel, uma vez que
apos a migracdo deste para o pélo animal, a membrana nuclear desintegra-se e liberta o seu
conteddo no citoplasma. Durante a hidratacdo, todos os glébulos de vitelo se fundem em
placas e o odcito expande-se, esticando a granulosa e a teca. Os odcitos hidratados sdo 0s
mais efémeros de todos pois esta classe dura menos de um dia, sendo libertados de seguida.
Odcitos apresentando o nucleo migrado podem ser observados nas gdnadas nas 24 horas que
antecedem a postura, mas os odcitos hidratados nos quais os globulos se encontram fundidos

formando placas de vitelo aparecem apenas 12 horas antes da postura.

Odcitos atréticos

A atresia é um processo degenerativo que ocorre nos ovarios, correspondendo a absorcao dos
odcitos. Esta ocorre com uma baixa incidéncia durante a época de postura, mas torna-se mais
marcada a medida que a época de postura termina e 0s odcitos maturos que ainda restam sdo
absorvidos. No entanto, factores como: stress, luz, temperatura, alimento, niveis hormonais
inadequados podem igualmente induzir o aparecimento de odcitos atréticos nas gonadas
(Rizzo e Bazzoli, 1995).

Foliculos pés-ovulatérios (Fig.1 — e)

Os foliculos sdo estruturas que se formam durante a vitelogénese e envolvem os 00citos
hidratados. Sdo constituidos por uma camada epitelial interna de células (a granulosa) e uma
camada externa de tecido conjuntivo (a teca) com alguns capilares sanguineos. Na ovulag&o,
cada odcito hidratado é libertado do foliculo que o envolve para o limen da génada. Este ndo
se fragmenta, pois ndo € libertado junto com o odcito, mantendo assim a sua integridade. O
foliculo colapsa longe da abertura formada pela libertacdo do odcito hidratado e permanece na
gonada como foliculo pos-ovulatorio. A postura ocorre simultdneamente com a ovulagéo ou
num espago de 60 minutos apds esta. Inicialmente, o foliculo é uma estrutura distinta mas

rapidamente se deteriora e é reabsorvido.



A identificacdo das diferentes fases de ciclo reproductivo e a correspondéncia com as fases de
maturacdo dos odcitos para a pescada foram baseadas na observagdo microscopica (Fig. 1).

Fase Imatura

A fase Imatura (Fig. 2) é caracterizada pela presenga Unica de odcitos ndo-vitelados de
reduzidas dimensdes, com didmetros compreendidos entre 23 e 87 um (Tabela Il) e que
apresentam nucleo individualizado. Na gonada sdo ainda visiveis 0s septos ovaricos e vasos

sanguineos.

Fase de Desenvolvimento

Na fase de Desenvolvimento (Fig. 3) verifica-se o inicio de vitelogenese evidenciada pela
presenca de odcitos parcialmente vitelados com um didmetro entre 105 e 319 um (Tabela II).
Observam-se ainda odcitos primarios que, no entanto, apresentam um didmetro médio duas
vezes superior aos observados na fase anterior (86 um). Os vasos sanguineos e 0s septos
ovaricos sdo ainda visiveis. Nesta fase observam-se alvéolos corticais junto a membrana
folicular dos odcitos vitelados. Em algumas gonadas verifica-se ainda a presenca de odcitos

atréticos (141-341 um).

Fase de Pré-postura

A fase de Preé-postura é caracterizada pela predominancia de oocitos com nucleo deslocado
para o polo animal (Fig. 4), oécitos com o nucleo migrado (542-684 um). Observam-se ainda
nesta fase o6citos ndo-vitelados de dimensdes semelhantes aos da fase anterior (41-114 um),
parcialmente vitelados e vitelados de dimensdes muito superiores aos da fase anterior (126-
580 um), hidratados (317-828 um) e atréticos (191-331 um) apesar da presenca destes

ultimos ser muito reduzida (Tabela I1).



Fase de Postura

Observam-se na fase de Postura, oo6citos em todos os estados de desenvolvimento, mas com
predominancia dos hidratados (Fig. 5). Devido a falta de estruturas de suporte e ao seu
elevado numero, estes odcitos apresentam um aspecto irregular na preparacdo histolégica
como resultado do processo de desidratacdo (durante o processamento dos tecidos). Como tal,

torna-se particularmente dificil determinar as suas dimensoes.

Fase de Pos-postura

O aspecto microscopico da fase de Pos-postura é muito semelhante ao da de Pré-postura,
distinguindo-se desta por um menor numero de odcitos observado, pela presenca de espacos
entre 0s odcitos e de foliculos pos-ovulatérios, denominados como POF’s™ (86-375 um) (Fig.
6). Em algumas das gonadas observa-se, ainda que em pequeno nimero, odcitos hidratados

(469-806 um) e com nucleos migrados (310-644 um).

2- Andlise microscopica dos estados de maturacédo da escala macroscépica (10 estados)

Do ponto de vista microscopico as gonadas identificadas como pertencentes aos estados I e 11
da escala macroscopica de 10 estados (Anexo 1) apresentavam unicamente odcitos primarios
(Fig. 7). A diferenca entre estes dois estados é referente ao didmetro médio dos o6citos, que
era superior nas génadas em estado 2 (Tabela I11) o que se reflecte no maior peso destas
(Tabela I).

Os estados I, VII/IT e VIHI/II, apresentavam o00citos em inicio de vitelogénese
(parcialmente vitelados) tal como mostra o seu perfil microscépico (Fig. 8). As dimensdes de
cada tipo de oocitos em estado de maturacdo 11, referidos na Tabela 111 foram determinadas
com base na agregacdo destes trés estados. As principais diferencas entre estes estados
referem-se a presenca de odcitos atréticos, a definicdo dos septos ovaricos e as dimensdes e
localizagdo dos odcitos no interior do ovario. O estado Ill apresentava apenas dois tipos de
odcitos: ndo-vitelados e vitelados (inicio de vitelogénese), os septos ovaricos eram distintos e
o didmetro dos odocitos era relativamente homogéneo (Fig. 9). No caso das gonadas
identificadas como VIII/I1 e I/ (Fig. 10) para além de apresentarem o0citos primarios e

! - do inglés Postovulatory Follicles
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vitelados também, possuiam o0citos atréticos. Os septos ovaricos apresentavam-se fundidos,
ndo estando tdo bem definidos como no estado I1l. A maioria das preparacdes histologicas
referentes ao estado VIII/III apresentava auséncia de odcitos na zona central do ovério e o

didmetro dos odcitos vitelados era muito mais heterogéneo.

A observacdo microscopica dos estados IV e V (da observacdo macroscopica) mostrou que
estes dois estados apresentavam odcitos vitelados, em fase de maturacdo avancada, na sua
maioria odcitos com nucleos migrados e alguns o6citos hidratados (Fig. 11). Nestes dois
estados o diametro médio dos diferentes tipos de oocitos era similar (Tabela I11). Os docitos
vitelados apresentavam valores do didmetro maximo semelhantes ao do minimo dos éocitos

com nucleos migrados. Embora haja, presenca de odcitos atréticos, ela é diminuta.

As gonadas no estado VI, apresentavam um grande nimero de odcitos hidratados (Fig. 12) o
que corresponde a fase final de maturacdo dos odcitos. Do ponto de vista microscépico este
estado é igual ao descrito anteriormente como fase de Postura e as dimensfes dos seus odcitos

ndo foram determinadas pelas razGes mencionadas atras.

Gonadas em estados VI/IV, mostravam presenca de foliculos pds-ovulatérios (POF’s) e de
espacos entre os odcitos (Fig. 13). Neste estado, observaram-se ainda alguns o0citos
hidratados. O numero de odcitos atréticos observado é muito elevado (Tabela IlI).

3- Relacé@o entre as caracteristicas microscopicas e macroscopicas nas diversas fases de

maturagao

As caracteristicas microscépicas das gonadas nas diferentes fases de maturacéo reflectem-se
no aspecto exterior das mesmas, permitindo uma rapida definicdo macroscopica (Tabela V).
No caso das gonadas imaturas, que possuem uma massa continua de odcitos primarios, 0s
ovarios apresentam-se sem o0citos individualizados, opacos e com dimensdes reduzidas. Na
fase de desenvolvimento a maioria dos o6citos presentes sdo de dimensdes superiores a
anterior, o que do ponto de vista macroscopico ja os torna visiveis. Quando em fase de pré-
postura, 0s odcitos estdo em grande parte vitelados e com os nucleos migrados, o que faz com
gue se observem macroscépicamente odcitos opacos individualizados na génada. No caso da
fase de postura, a presenca de odcitos na sua maioria hidratados resulta numa génada com

odcitos hialinos, com a membrana envolvente fina e de grandes dimensdes. Em fase de pos-
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postura as génadas tornam-se flacidas e rosadas escuras, devido ao espaco que existe entre 0s

o0citos e estes na sua maioria serem atréticos.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A presenca exclusiva de oo6citos primarios, ndo-vitelados, nas génadas identificadas como
pertencentes aos estados | e Il da escala macroscépica de 10 estados indica que estes sdo
referentes a individuos imaturos o que de acordo com as observacGes efectuadas neste
trabalho para a pescada, e a de Vvarios autores para outras espécies, é caracteristico de génadas
imaturas (Matsumoto e Miyabe, 2002; Costa, 2001; Mackie e Lewis, 2001; Nichol e Acuna,
2001; Susca et al., 2001; Bazzoli et al., 1996; Fowler et al., 1999; Macchi e Pajaro, 1999;
Hunter et al., 1992; Hunter e Macewicz, 1985). Tal facto sugere que os estados | e 11 da escala
macrocopica de 10 estados deverdo ser agregados num unico estado denominado - Imaturos.
Do ponto de vista macroscopico as gonadas neste estado sdo de pequenas dimensdes e sem

odcitos visiveis (Tabela V).

Relativamente aos estados I, VIII/II e VIII/III, a observacdo micoscopica revela que
apresentam caracteristicas de desenvolvimento semelhantes, sendo as diferencas (atrésia e
espacos entre os odcitos) observadas em VIII/I1 e VIII/II indicadoras de uma recuperagédo
para uma préxima postura. O facto desta espécie efectuar desovas continuas ao longo de todo
0 ano (Monteiro e Lima Dias, 1966) podera ser o factor que contribui para a presenca de
atrésia neste estado. A dificuldade em distinguir macroscopicamente os diferentes estados de
desenvolvimento (12 maturacdo e recuperacdo) e o facto de, microscopicamente, estes
apresentarem caracteristicas de um mesmo processo fundamenta a sua agregagdo num Unico
estado - Desenvolvimento. Nestas gonadas j& sdo visiveis, macroscopicamente, pequenos

od0citos.

O facto dos estados macroscopicos IV e V apresentarem na sua maioria o6citos vitelados em
fase de desenvolvimento avangada (odcitos com nlcleos migrados) e alguns em hidratacéo,
indica que se encontram em fase de pré-postura devendo como tal, ser agregados num mesmo
estado de Pré-postura. Macroscopicamente, caracterizam-se pela presenca simultanea de

odcitos opacos e hialinos.

As gbnadas em estado VI apresentam um grande nimero de odcitos hidratados o que

corresponde a um estado de Postura. Este estado de maturacdo ndo aparece frequentemente
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nas amostras o que podera ser devido, a exemplo de outras espécies, ao facto da fase de
hidratacdo e a consequente libertacdo dos o6citos ser um acontecimento rapido (Matsumoto e
Miyabe, 2002; Costa, 2001; Mackie e Lewis, 2001; Fowler et al., 1999; Macchi e P4jaro,
1999; Murua et al., 1998; Hunter et al., 1992; Hunter e Macewicz, 1985). As gonadas neste
estado apresentam-se volumosas com a membrana envolvente fina e a maioria dos o00citos

hialinos.

Gonadas em estados VI/IV, mostram presenca de foliculos pds-ovulatérios (POF’s) e de
espacos entre 0s 06citos, 0 que é caracteristico da ocorréncia de uma postura recente (Hunter
e Macewicz, 1985; Moser, 1967) e como tal de uma fémea em fase de Pos-postura. As suas

gbnadas tém um aspecto flacido e uma cér rosada escura.

Com base nos critérios descritos e apresentados, justifica-se a alteracdo da escala de
maturacdo macroscopica de 10 estados utilizada no IPIMAR na identificacdo da pescada para
uma escala de 5 estados, cujas principais caracteristicas, quer microscopicas quer
macroscopicas, se encontram descritas na Tabela V.
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TABELAS

Tabela 1 — Informacdo, por estado de maturacdo macroscopico (escala de 10 estados do
comprimento, peso das gonadas e indice gonadico por comprimento (1.G.C.)
médios dos exemplares amostrados.

Comprimento Peso da génada 1.G.C.
Estado de Média D.P. Média D.P. Média D.P.
Maturagéo n (cm) (9)
1 10 246 4.1 0.1 0.0 0.0701 0.0310
2 10 34.2 4.6 12 0.7 0.2708 0.0951
3 7 46.9 5.9 6.6 2.2 0.6812 0.3316
4 12 48.0 6.1 36.2 18.2 3.2875 1.0382
5 9 49.2 3.8 76.7 26.7 4.2326 2.4634
6 2 375 3.2 50.7 1.9 9.8082 2.1247
6/4 25  48.7 6.7 34.6 26.4 2.5449 1.1506
8/2 1 41.4 - 16.9 - 2.3789 -
8/3 5 47.2 4.6 12.8 115 1.4309 1.2079

D.P. — Desvio Padrdo; I.G.C. — Indice Gonadico por Comprimento

Tabela 2 — Diametros dos o0citos presentes nas gonadas em diferentes fases de maturacao.

Diametro
Fase de maturagéo Tipo de 6ocito n Médio D.P. Min.-Max.
(nm) (nm)
Imaturo Né&o-vitelado 73 48 17.7 23 -87
N&o-vitelado 34 86 16.3 45-111
Desenvolvimento Vitelado 30 191 48.5 105 - 319
Atrético 11 215 62.4 141 - 341
Nao-vitelado 64 69 14.5 41-114
Vitelado 72 327 130.0 126 - 580
Pré-postura Ndcleo migrado 29 629 36.9 542 - 684
Hidratado 32 589 134.4 317 - 828
Atrético 3 255 71.1 191-331
Né&o-vitelado 34 78 18.5 41-122
Vitelado 26 351 129.3 157 - 622
Pds-postura Nicleo migrado 14 532 86.2 310 - 644
Hidratado 13 697 97.7 469 - 806
Atrético 31 263 72.2 144 - 414
Pof’s 31 191 67.4 86 - 375

D.P. — Desvio Padrdo
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Tabela 3 — Diametro médio, desvio padréo e valores minimo e maximo dos diferentes tipos de
oocitos nos diversos estados de maturagdo femininos.

~ . . Diametro
Maturacao Tipo de 6ocitos N Média DP. Min.-Max.
(um) (1m)

1 Nao-vitelados 34 33 4.4 23-44
Nao-vitelados 39 62 12.7 37 -87

3 Nao-vitelados 33 86 16.3 45-110
Vitelados 30 191 485 105 - 318
Atréticos 11 215 62.4 141 - 340

4 Nao-vitelados 31 69 14.3 41 -98
Vitelados 40 328 136.6 135-580
Atréticos 3 255 71.1 191 -331

5 Nao-vitelados 33 69 15.6 43 -113
Vitelados 33 327 123.7 126 -550
Nucleos migrados 29 629 36.9 541 - 685
Hidratados 32 589 1344 317 -828

6/4 Nao-vitelados 34 78 18.5 41 -122
Vitelados 26 351 129.3 157-622
Ndcleos migrados 14 532 86.2  310-644
Hidratados 13 697 97.7 469 - 806
Atrétricos 31 263 72.2 144 - 414
Pof’s 31 191 67.4 86 — 375

D.P. — Desvio Padrdo

Tabela 4 — Caracteristicas microscépicas e correspondéncia macroscépica nas diferentes fases

de maturacgédo das gonadas femininas.

Caracteristicas Tipo

Fase de maturacédo Microscépicas Macroscopicas

| — Imatura Massa continua de o6citos primarios 3 Sem odcitos visiveis

Il — Desenvolvimento Odcitos previtelados e vitelados 3 Com odcitos visiveis

111 - Pré-postura Odcitos vitelados 3 Odcitos opacos (brancos)
Odcitos ¢/ nicleos migrados e hidratados = Odcitos hialinos

IV — Postura Odcitos hidratados 33 Odcitos hialinos
Espacos entre 0s oécitos 3 Gobnada mais flacida

V - Pés-postura Odcitos atréticos 3 OAdcitos rosados escuros
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Tabela 5 — Caracteristicas microscopicas e macroscopicas, que caracterizam os diferentes
estados de maturagéo.

Estado de maturacédo

Caracteristicas Tipo

Microscépicas

Macroscopicas

| — Imaturo

Il - Desenvolvimento

111 — Pré-postura

IV — Postura

V - Pds-postura

Apenas 00citos primarios, distinguem-
se facilmente os septos ovéricos

Odcitos primarios (previtelados) e
vitelados

Odcitos vitelados, odcitos com
nucleos migrados, em fase de
hidratacéo e hidratados

Odcitos com nucleos migrados,
presenca maioritaria de oécitos
hidratados

Semelhante ao estado Il e 111
distinguindo-se pela presenca de
foliculos pds-ovulatérios e odcitos
atréticos

Génadas pequenas, triangulares ou
ovoides, rosadas, sem 00citos Vvisiveis

Gonadas ovoides, translucidas,
rosadas, com pequenos 06citos
visiveis

Gobnadas volumosas, com oécitos

opacos (brancos) e transparentes
(hialinos)

Gonadas volumosas com a membrana
envolvente fina, ovos transparentes a
fluir da génada (running)

Gonada flacida, rosada escura

Sublinhado indica as caracteristicas mais relevantes
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FIGURAS

Imatura

5 um

Desenvolvimento
Recuperacdo
-

Pds-postura

e Gndad

Figura 1 — Diagrama representativo das fases de maturagdo dos odcitos na pescada.
Legenda: a — odcitos ndo-vitelados; b - odcitos parcialmente vitelados; ¢ —
odcito vitelado; d - odcito hidratado; e - foliculos pos-ovulatorios.
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Figura 2 — Aspecto microscépico de uma génada na fase imatura; A- nucleo do odcito
ndo-vitelado; B- Citoplasma do o6cito ndo-vitelado; C- septo ovérico; D- vasos

sanguineos.
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Figura 3 — Aspecto microscopico de uma gonada em fase de desenvolvimento; A-
oocito ndo-vitelado; B- odcito parcialmente vitelado; C- odcito vitelado; D- o6cito

atrético; E- vasos sanguineos.
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Figura 4 — Aspecto microscépico de uma gonada em fase de pré-postura; A- 06cito ndo-
vitelado; B- odcito vitelado; C- odcito com nucleo migrado; D- odcito hidratado; E-
o6cito atrético.

Figura 5 — Aspecto microscopico de uma gonada em fase de postura; A- odcito vitelado;

B- odcito hidratado.
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Figura 6 — Aspecto microscopico de uma gonada em fase de pos-postura; A- odcito ndo-
vitelado; B- odcito vitelado; C- odcito atrético; D- foliculo pés-ovulatério.
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Estado | Estado 11

Figura 7 — Dois aspectos diferentes de gonadas pertencentes quer ao estado | quer ao
estado 11, de identificagdo macroscopica.

Estado 111 Estado 111

Figura 8 — Dois aspectos diferentes de cortes histologicos de gonadas pertencentes ao
estado |11 da escala macroscépica.
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Estado 111

Figura 9— Aspecto microscopico de uma gonada em e.m. Il (escala macroscopica).

Estado VIII/I

[\ 4

Figura 10— Aspecto microscopico de uma gonada em e.m. VIII/II (escala
macroscopica).
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Estado 1V Estado V

Figura 11 — Trés aspectos diferentes de gonadas pertencentes quer ao estado IV quer ao
estado V da identificagdo macroscapica.
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Estado VI

Figura 12 — Aspecto microscopico de uma gonada em e.m. VI (escala macroscépica),
onde se destaca a presenca em maior numero de odcitos hidratados (a).

Estado VI/IV

Figura 13 —  Aspecto microscopico de uma génada em e.m. VI/IV (escala
macroscopica), onde se destaca a presenca de POF’s (a).



Anexo | — Escala de maturacdo macroscopica de 10 estados para as fémeas de
pescada.

Estado | Génadas muito pequenas, triangular, rosa/avermelhado.




Anexo | (cont.) — Escala de maturacdo macroscopica de 10 estados para as fémeas
de pescada.

Estado IV Génadas de maiores dimensdes, com odcitos brancos, opacos, sem espaco entre
eles, podendo observar-se nas mais adiantadas odcitos transparentes.




Anexo | (cont.) — Escala de maturacdo macroscopica de 10 estados para as fémeas
de pescada.

Estado V Goénadas volumosas com odcitos transparentes e opacos, mas
com predominio dos primeiros.

Estado VI Goénadas com a membrana envolvente muita fina,
observando-se a saida de ovos transparentes (“running”).

Esta caracteristica é que define este estado embora as gobnadas
apresentem aspectos diferentes:

A - Gbénadas volumosas com aspecto homogéneo, rosadas semelhantes
ao estado V, ovos quase todos hialinos. Observa-se a saida de ovos
hialinos (“running”)-desova total.

B - Gbénadas com aspecto semelhante ao estado IV mas apresentando
perto do hilo (orificio de saida) uma massa de ovos hialinos, que estao
saindo (“running”)-desova parcial



Anexo | (cont.) — Escala de maturacdo macroscopica de 10 estados para as fémeas
de pescada.

Estado VI/IV Génadas semelhantes ao estado IV, mas apresentando
depressfes longitudinais, maior flacidez, podendo
observar-se alguns ovos transparentes perto do orificio de
saida (OTS).

Estado VIII Génadas com aspecto de saco vazios. Este estado é raro de se
encontrar.

Estado VIII/II Gonada semelhante ao estado Il, mas mais flacida e rosada
escura (génada em recuperacao).

Estado VIII/IIII Génada semelhante ao estado Ill, mas mais distendida, cor
mais escura, maior flacidez (génada em recuperagéo).



Anexo Il - Comparacdo das técnicas histologicas usadas para a pescada (HKE — codigo FAO
para a pescada)

Referéncia Bibliografica Incluséo e
Fixador espessura dos Coloragéo
cortes ao
micrétomo

Murua et al, 1998 4% formaldeido tamponado
Balbontin & Fisher, 1981 Formol a 10% - para a detecgio de odcitos

€M processo Ok reabsorcao
Balbontin & Fisher, 1981 Liquido de Gilson — para estimar a

distribuicdo de tamanhos e o niimero total

de odcitos presentes nagonada
Osborne et al, 1999 Inclusio  em parafila Hematoxilina-Eosina Harris

Cortesde 5-7um

Alheit & Wegener, 1986 4% solucgo tamponada de formalina
(In: Hunter & Macewicz, 1985)

Tsimenidis & Papaconstantinou,  Liquido de Gilson — permite destruir a

1985 membrana que envolve a  gbnada
fecilitndo a contagem dos  Odcitos
Hidratados
Louge & Christiansen, 1993 Formol a 10% Incusio em parafina Hematoxilina-Eosina Harris
Coriesde 5um
Foucher & Beamish, 1980  Bouin Inclusio em parafina @ 4 min em hemeatoxilina Harris seguida de
61°C 30 segundos numa solugdo 05% ecsina e
Cortesde6um 95%alcoal

Balbontin & Bravo, 1993 Formol a 10%

Sarano, 1983 Bouin-Allen Incluso em parafina Trichrome de Masson
Cortes5-10um Azan de Heidenhain




Anexo I11 - Os reagentes e os tempos de reac¢do dos mesmos nas respectivas fases do

processamento dos tecidos, encontram-se descritos na tabela seguinte:

Reagente Duragéo Fase do processamento
Alcool a 90% 15 min Desidratacdo
Alcool a 96% 15 min Desidratacdo
Alcool Absoluto 15 min Desidratacdo
Butanol 30 min Desidratacdo
Butanol 3 horas Desidratacdo
Parafina 6 horas
(compf*42-44°C) na estufa a 50°C Inclusdo dos tecidos
+ butanol
Parafina 1 hora Incluséo dos tecidos
(compf*42-44°C) na estufa a 50°C
Parafina 1h 30 min Incluséo dos tecidos
(compf*56°C) na estufa a 50°C

* ponto de fusdo



Anexo IV - Os reagentes e 0s seus tempos de reaccdo durante a fase de coloracéo

(metodo Hematoxilina-Eosina) dos tecidos, encontram-se descritos na tabela seguinte:

Reagente Duracéo Observacoes
Xilol 15 min

Xilol 15 min

Alcool a 90° Passagem rapida

Alcool a 70° Passagem répida

Agua destilada

Passagem rapida

Hematoxilina

4 a6 min

Este tempo depende da intensidade do corante e do estado de

desenvolvimento (maturacdo) a que se referem os cortes.

Agua da torneira

Passagem rapida

Agua destilada

Passagem rapida

Alcool cloridrico

0.3ml HCI + 250ml

de Alcool 70°

Passagem rapida

Agua destilada

Passagem rapida

Agua da torneira

1 min

Colocar os cestos junto a torneira com um fio de agua a correr; tendo
o0 cuidado deste ndo cair directamente sobre eles — pois poderéa solta-

los.

Agua destilada

Passagem rapida

Eosina

+ ou — 30 segundos

Este tempo depende da intensidade do corante e do estado de
desenvolvimento (maturacdo) a que se referem os cortes.

Exemplo:

cortes referentes a fémeas em estado de postura ou pré-postura,

absorvem mais rapidamente o corante.

Agua da torneira

Passagem rapida

Agua destilada

Passagem rapida

Agua destilada

Passagem rapida

Alcool a 95°

Passagem rapida

Alcool a 95°

Passagem rapida

Alcool absoluto

Passagem rapida

Nesta fase ter o especial cuidado de escorrer muito bem o cesto, para

evitar que quando mergulhado em xilol este fique saturado.

Xilol

10 min

Xilol

10 min




