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Resumo

A solha das pedras (Platichthys flesus) é uma espécie demersal migratéria, com uma ampla
distribuicdo geografica ao longo do Oceano Atlantico. Atualmente ainda existem muitas
davidas sobre o seu ciclo de vida, nomeadamente o local e época de postura. Esta espécie
apresenta uma postura anual que ocorre normalmente no inverno. Tipicamente, pensa-se que
0s adultos migram para alto-mar para desovarem, mas alguns estudos colocam a hipétese
desta espécie poder posturar dentro dos estuérios. Este trabalho teve como principal objetivo
estudar o ciclo reprodutivo de P. flesus no estuario do rio Douro, ao longo de uma época de
reproducgdo. Para tal, 30 individuos por més foram recolhidos na zona baixa do estuério do rio
Douro em campanhas de amostragem mensais, entre novembro de 2016 a maio de 2017; e
semanais entre janeiro e margo de 2017, realizadas com redes de arrasto de portas a bordo
de uma embarcacéo de pesca profissional. No laboratério, os animais foram processados para
classificar macroscopicamente (217 ovarios e 50 testiculos) e microscopicamente (57 ovarios
e 50 testiculos) os estados de maturacdo das gonadas. A avaliacdo microscopica foi feita
através de técnicas de histologia. Foram também avaliados trés indices somaticos,
nomeadamente o indice gonodossomatico (IGS), hepatossomético (IHS) e o fator de condicdo
de Fulton (K). Além disso, quantificou-se a concentracao dos esteroides sexuais no plasma,
mais concretamente o 17B-estradiol (E;) no plasma sanguineo de 54 fémeas e, o 11-
cetotestosterona (11-KT) no plasma sanguineo de 43 machos. Os resultados demostraram
que durante o periodo de estudo ndo foram encontradas fémeas no estado de postura
(maturacdo) dentro do estuério, ao contrario dos machos. A nivel histologico, a época de
postura comegou no més de janeiro para ambos 0s géneros sexuais. A nivel macroscopico, a
época de postura ocorreu entre dezembro e abril para as fémeas e, para 0s machos, a época
de postura iniciou-se no més de janeiro. Nas fémeas, o IGS aumentou com o inicio da época
de postura (janeiro) e diminuiu a partir do més de margo; e aumentou com a maturacao dos
ovarios, até ao estado de pos-postura. Nos machos, o IGS ndo aumentou com o inicio da
época de postura (janeiro) e diminuiu apos o estado de pré-postura (em maturagéo). O IHS e
o K aumentaram e diminuiram com o inicio da época de postura das fémeas; e ambos os
indices aumentaram com a maturacao dos ovarios, exceto no estado de pdés-postura. Nos
machos, o IHS aumentou com a maturacao dos testiculos até ao estado de pos-postura. O K
ndo apresentou nenhum padrao ao longo da maturacao do testiculo. A nivel hormonal, as
concentracdes dos esteroides sexuais aumentaram com o0 inicio da época de postura e
aumentaram gradualmente com a maturagdo das génadas, para ambos 0s géneros sexuais,
até ao estado de pos-postura. Através deste estudo verificou-se que as fémeas nédo

maturaram dentro do estuario, ao contrario dos machos. A classificacdo macroscopica da



maturacdo dos ovarios antecipou a época de postura, em comparacdo com a classificacdo
microscopica. Os machos maturaram mais cedo do que as fémeas. Os restantes indices
sométicos (IHS e K) ndo apresentaram um padrdo temporal concordante com o inicio da
época de postura. Por outro lado, a variacdo da concentracdo de esteroides sexuais ao longo
da maturacéo das gdénadas mostrou-se como um bom indicador potencial para determinar a

época de postura desta espécie.

Palavras-chaves: Platichthys flesus; Estuario do rio Douro; Reproducgéo; 17p-Estradiol; 11-
Cetotestosterona
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Abstract

The European flounder (Platichthys flesus) is a migratory demersal species with a wide
geographical distribution along the Atlantic Ocean. There are still many questions about its life
cycle, namely the location of spawning area. This specie presents an annual spawning usually
during the winter. Typically, adults are thought to migrate offshore to deeper oceanic waters to
spawn, although there are some studies raising the hypothesis that this specie can spawn
inside the estuaries. This study had as main objective to study the reproductive cycle of
flounder in the Douro river estuary. In order to accomplish the objectives, monthly diurnal
campaigns were performed to collect 30 adult individuals per month, between November 2016
and May 2017, jointly with extra weekly samples of 10 individuals between January and March
2017. Fish were collected with trawl nets on board a professional fishing boat in the estuary of
the river Douro. In the laboratory, the animals were processed in order to classify the
development stage of gonads in both macroscopic (217 ovaries and 50 testes) and
microscopic (57 ovaries and 50 testes) ways. Microscopic classification was done bt
histological tecnhiques. Also, three somatic indexes gonosomatic index (GSI) and
hepatosomatic index (HSI) and condition factor (K) were analysed in both sexes. In addition,
the concentration of the 17B3-estradiol (E2) in the blood plasma of the 54 females and the 11-
ketotestosterone (11-KT) in the blood plasma of the 43 males was quantified by Elisa Kits. The
results showed that during the study period no mature females were found inside the estuary,
in opposition to males. At the histological level, the spawning season started in January for
both sexes. But at the macroscopic level, the spawning season differed between sexes,
ocorring between December and April for females, and for males the spawning season began
in January. In females, IGS increased with the beginning of the spawning season (January)
and decreased from the March; and increased throughout the ovarian development, except in
the post-spawn stage. In males, the IGS did not increase with the beginning of the spawning
season (January) and decreased after the pre-spawning state (in maturation). The
concentrations of sex steroids increased with the beginning of the spawning season and also
gradually increased with the development of the gonads, except in the post-spawning stages,
for both sexes. Results showed that any of the flounder female analized were mature,
indicating that females do not mature inside the estuary, contrasting with the males. The
macroscopic classification of ovarian development led to an anticipation of the spawning
season, in comparison with the microscopic classification. Males matured earlier than females.
The other somatic indexes (IHS and K) did not present any clear patter related with the

beginning of the spawning season. Finally, the variation of the sex steroids throughout the
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development of the gonads appeared to be a potencial good indicator to determine a spawning
season of this species.

Keywords: Platichthys flesus; Douro river estuary; Reproduction; 17(3-Estradiol; 11-
Ketotestosterone.
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1.1. Introducéo geral

Os ecossistemas aquaticos suportam mais de 30 mil espécies de teledsteos com uma ampla
diversidade de estratégias reprodutivas (Ravi and Venkatesh, 2017). A titulo de exemplo,
existem espécies que alteram o seu sexo ao longo do ciclo de vida, como é o caso da salema
(Sarpa salpa) (Avise and Mank, 2009), ou permanecem com 0 mesmo sexo ao longo de todo
o ciclo de vida, como é o caso do salmao do Pacifico (Oncorhynchus sp.) e da enguia (Anguilla
sp.) (Murua and Saborido-Rey, 2003). A maioria dos teledsteos sdo oviparos (0 embrido
desenvolve-se dentro de um ovo em ambiente externo) e apresentam diferenciacdo sexual

(6rgéo feminino ou masculino) ao longo do seu ciclo de vida (Murua and Saborido-Rey, 2003).

Atualmente, existem espécies cujo ciclo reprodutivo esta relativamente bem estudado, como
€ 0 caso dos principais salmonideos comerciais, nomeadamente: o salmao do Pacifico
(Oncorhynchus spp.) e salmao do Atlantico (Salmo salar) (Tyler and Sumpter, 1996). O
mesmo nao se verifica para as espécies ndo salmonideas, pois ainda existem muitas ddvidas

sobre o seu ciclo reprodutivo (Tyler and Sumpter, 1996; Mafands et al., 2008).

O ciclo reprodutivo é um processo bastante complexo que consiste na producdo de gametas
maduros a partir de células germinativas primordiais imaturas, designadas de odécitos nas
fémeas e de espermatozoides nos machos (Mafianés et al., 2008). O processo de crescimento
e diferenciacao destas células haploides (células germinativas) nas génadas € designado de
gametogénese. A gametogénese, tipicamente designada de oogénese nas fémeas e
espermatogénese nos machos, é regulada por um complexo sistema hormonal, controlado

por estimulos ambientais através do eixo hipotalamo-hipéfise-génadas (Mafianés et al., 2008).

Estudar o ciclo reprodutivo dos teledsteos é fundamental para uma gestdo adequada dos
recursos pesqueiros, de modo a promover a sua sustentabilidade. O conhecimento do ciclo
reprodutivo das espécies permite conhecer a sua dindmica populacional e entender o
funcionamento dos ecossistemas aquéticos, que € extremamente importante para uma
garantia de stocks saudaveis pois, apesar de serem recursos renovaveis, tornam-se limitados

se forem alvo de uma mé gestédo (Moniz, 2000).
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1.2. Maturacéo das gonadas

Ao longo da gametogénese nas fémeas, 0s oocitos evoluem a partir de células germinativas
em diferentes estados de desenvolvimento, nomeadamente: ovogbnias (OVG), odcitos
primarios (OP), odcitos com alvéolos corticais (OAC) (ou pré-vitelogénicos), o0citos
vitelogénicos (OV) e odécitos maduros (OM) (Brown-Peterson et al., 2011; Tyler and Sumpter,
1996). O mesmo acontece para 0s machos, mas neste caso as células germinativas sao:
espermatogonias (EPG) A e B, espermatécitos (ESC) priméarios () e secundarios (1),
espermatideos (EPT) e espermatozoides (EPZ) (Armstrong et al., 2001; Schulz et al., 2010;
Knapp and Carlisle, 2011). As células germinativas de ambos os géneros diferenciam-se a
partir de uma populagdo comum de células germinativas primordiais (CGP). Estas CGP séo
células diploides que se desenvolveram no inicio da embriogénese e migraram para o epitélio
germinativo, onde ocorre a formacgéo das génadas (Le Menn et al., 2007). Em determinada
altura, estas células entram em proliferagdo mitotica originando as goénias, surgindo assim as
principais fases da gametogénese do ciclo reprodutivo (Knapp and Carlisle, 2011; Urbatzka
et al., 2011).

Conforme a predominancia das fases de desenvolvimento das gametas nas gdnadas, o
desenvolvimento destas pode ser classificado em trés grupos diferenciados de maturacao,
nomeadamente (Armstrong et al., 2001; Murua and Saborido-Rey, 2003; Mafianés et al.,
2008; Urbatzka et al., 2011):

e Gobnadas sincronas — as gametas desenvolvem-se todos a0 mesmo tempo nas

gbnadas e, na época da desova, sao libertados todos para o meio externo. Alguns
exemplos sao a lampreia do mar (Petromyzon marinus) e o salmdo do pacifico
(Oncorhynchus sp.);

e Gobnadas sincronas por grupos — as génadas possuem mais do que um estado de

desenvolvimento de gametas ao longo do seu ciclo reprodutivo, mas existe
predominancia de um dos estados de desenvolvimento. Por exemplo o salméo do
atlantico (Salmo salar), a truta do mar (Salmo truttar), e algumas espécies da ordem
Pleuronectiformes (Pleuronectes platessa, Hippoglossus hippoglosus); e

e Gonadas assincronas — ndo existe predomindncia de nenhum estado de

desenvolvimento das gametas e tém capacidade de desovar mais do que duas vezes
durante o ano ou fazer posturas sucessivas. Por exemplo o linguado comum (Solea
solea) (Armstrong et al., 2001; Murua and Saborido-Rey, 2003) e a tilapia
(Oreochromis spp) (Urbatzka et al., 2011).
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1.2.1.00génese

Na maioria dos teledsteos, os ovarios sdo estruturas pares inseridas na cavidade abdominal.
O 6rgdo apresenta geralmente uma forma conica, com uma cavidade oca no centro (a
cavidade ovarica), revestida por numerosas lamelas, distribuidas paralelamente ao longo das
gonadas. Dentro das lamelas, as células germinativas (ap0s a proliferagcdo das CGP)
encontram-se envolvidas por um involucro folicular (Kagawa, 2013), principalmente composto
por duas camadas de células somaticas reprodutivas: as células da teca e as células
granulosas (figura 1). Estas células encontram-se separadas pela membrana basal (camada
unicelular) e tém uma fung¢do enddcrina no desenvolvimento das células germinativas (Figura
1) (Tyler and Sumpter, 1996). As células germinativas sofrem a oogénese, que pode ser
descrita em quatro fases de crescimento (Kagawa, 2013):

) Fase de proliferacao;

1) Primeira fase de crescimento;

) Segunda fase de crescimento; e

V) Fase de maturacdo.

IF

Figura 1 — Representacdo esqueméatica do odcito com referéncia as camadas que compdem o
involucro folicular; C: Citoplasma; CG: Camada das células granulosas; CT: Cama das células da
teca; IF: Invélucro folicular; MB: Membrana basal; N: Ndcleo; ZR: Zona radiata (adaptado de: Harvey
and Carolsfeld, 1993).
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A fase de proliferacdo da-se com o aparecimento das OVG, através das CGP. As CGP
encontram-se normalmente localizadas no epitélio do ovario, junto as oogoénias e as células
foliculares. As OVG séao relativamente maiores do que as CGP e apresentam um Unico
nucléolo esférico. Estas encontram-se normalmente agrupadas em forma de “cachos” e
apresentam algumas células granulosas no seu contorno (Le Menn et al., 2007). Apds
numerosas divisbes mitéticas, a OVG sofre a profase | da meiose dando origem ao OP, sobre
o invélucro folicular (membrana granulosa) (Armstrong et al., 2001; Le Menn et al., 2007;
Urbatzka et al., 2011).

Com o aparecimento dos OP inicia-se a primeira fase de crescimento da oogénese. No inicio
desta fase, o OP é estruturalmente parecido a uma OVG dipléide, mas distingue-se desta
devido a estrutura nuclear relativamente mais fina (Le Menn et al., 2007). A medida que esta
primeira fase se aproxima da segunda fase de crescimento, o OP tende a aumentar de
tamanho e pode ser caracterizado em dois subestados de desenvolvimento: o0d0cito
perinucleolar (OPN) e odcito perinucleolar tardio (OPNT), relativos ao aumento do numero de
nucléolos no nicleo e ao aumento dos conteudos no citoplasma (por exemplo: mitocondrias,
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, ribonucleoproteicos) (Le Menn et al., 2007).
Nesta fase ocorre também a multiplicagcéo das células sométicas reprodutivas (Le Menn et al.,
2007).

A segunda fase de crescimento do odcito é caracterizada pelo aparecimento dos OAC ou pré-
vitelogénicos e 0 OV. O o6cito OAC da-se com o aparecimento dos primeiros alvéolos corticais
e a suspenséo da meiose. Os alvéolos corticais contém glicoproteina ou mucopolissacarideos
(4cido PAS+) (Kagawa, 2013) e enzimas associadas (por exemplo: cisteina protéase)
(Armstrong et al., 2001; Lubzens et al.,, 2010; Kagawa, 2013). As glicoproteinas sao
normalmente sintetizadas endogenamente e aumentam tanto em niamero como em tamanho,
em direcao ao nucleo. A determinada altura, juntamente com o aumento dos alvéolos corticais,
as glicolipofosfoproteinas (granulos de vitelo) sdo incorporadas por endocitose seletiva. A
vitelogenina (VTG) é sintetizadas a nivel hepatico a partir do precursor de vitelo, a vitelina
(VT). AVTG, depois de incorporada no citoplasma do oécito, é hidrolisada em duas proteinas:
a lipovitelina e a fosfovitina (Ferreira, 2001). Além destes compostos organicos, incluindo a
vitelogenina, também pode ocorrer a incorporacdo exégena de outros compostos organicos
no citoplasma, tais como as goticulas lipidicas, hidratos de carbono, lipidos e vitaminas A e E
(Kagawa, 2013). Estes compostos organicos formam o vitelo larvar, ou seja, constitui a
reserva nutritiva das larvas para a fase enddgena da alimentacdo (primeira fase de
crescimento larvar) (Lubzens et al., 2010). Ao longo desta fase da oogénese, o OV aumenta

em volume e didmetro, devido ao elevado gradiente de incorporacao de substancias organicas
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no citoplasma e a deposi¢cdo dos alvéolos corticais na periferia do citoplasma, levando ao
aumento da zona radiata (Le Menn et al., 2007). A zona radiata envolve o citoplasma (figura
1) e a sua funcéo é prevenir a entrada de multiplos espermatozoides na altura da fertilizacdo
(Urbatzka et al., 2011).

Na ultima fase da oogénese - fase de maturacéo - o nucleo do odcito inicia a migracédo para
o pdlo animal. Posteriormente, a membrana germinal do nlcleo rompe-se e o odcito retoma a
meiose (metéafase Il), com o contetdo nuclear disperso pelo citoplasma (Le Menn et al., 2007).
Ainda nesta fase, verifica-se uma coalescéncia dos granulos de vitelo, a hidratacdo do odcito
(que sofre um ligeiro aumento de volume) e a condensacdo da cromatina no final da meiose
(Tyler and Sumpter, 1996; Le Menn et al., 2007; Lubzens et al., 2010; Urbatzka et al., 2011).
A hidratacdo do odcito geralmente s6 ocorre em espécies com ovos pelagicos (flutuam na
coluna de agua apés a postura) (Tyler and Sumpter, 1996). No final da maturacéo do odcito,
este separa-se do invélucro folicular e é lancado para o oviduto. Estes atingem o meio externo

pelo poro genital, através da unido dos ovidutos de ambos os ovarios (Urbatzka et al., 2011).

1.2.2.Espermatogénese

Assim como 0s ovarios, os testiculos dos peixes séo estruturas pares inseridas na cavidade
corporal. A nivel estrutural, estes sdo formados por dois compartimentos: o compartimento
intersticial (ou interbular) e o compartimento lobular, ambos separados por uma membrana
basal (figura 2) (Billard et al., 1982; Billard, 1986; Schulz et al., 2010). O compartimento
intersticial € composto principalmente por células de Leydig, vasos sanguineos, tecido
nervoso e conjuntivo. O compartimento lobular é limitado pela membrana basal e, dentro deste
compartimento, ocorrem dois tipos de células: as células de Sertoli e as células germinativas,
integradas no epitélio. As células germinativas reprodutivas desenvolvem-se dentro do
compartimento lobular, rodeadas pelas células de Sertoli, os espermatocistos, e dentro de
cada espermatocisto existe um grupo de ceélulas germinativas num sO estado de

desenvolvimento de espermatogénese.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do testiculo. Cl: Compartimento intersticial; CL:
Compartimento lobular; EC: Espermatocisto; CLY: Células de Leydig no compartimento
intersticial; CS: Células de Sertoli no compartimento lobular; MB: Membrana basal; EZ:
Espermatozoides no limen (adaptado de: Billard, 1986).

A espermatogénese inclui quatro fases de crescimento (Blazer, 2002; Mafianos et al., 2008;
Schulz et al., 2010; Knapp and Carlisle, 2011):

1) Fase de proliferagdo mitotica;

1)} Fase de divisdo meibtica dos espermatdcitos;

1)} Fase da espermiogénese; e

V) Fase da maturacao.

Na primeira fase de crescimento - fase da proliferacdo mitética - as CGP sofrem um processo
de autorrenovacao, dando origem as espermatogonias A atraves de varias divisdes mitéticas,
em que o numero de divisdes varia de espécie para espécie (Schulz et al., 2010). A seguir a
EPG A d& origem a EPG B, por divisdo mitética (Schulz et al., 2010). Durante a proliferacéo
mitotica, a EPG A sofre uma proliferacdo mitética muita mais lenta do que a EPG B (Knapp
and Carlisle, 2011). Este fenémeno leva ao aumento do volume do espermatocisto devido a
duplicacdo das células germinativas por divisdo mitética (Mafianos et al., 2008). Esta fase
termina com a ultima divisdo mit6tica, onde o EPG B da origem ao EPC | (Knapp and Carlisle,
2011).
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Apbs a formacgdo do EPC |, inicia-se a segunda fase da espermatogénese, a fase da divisdo
mitGtica dos espermatdcitos. Esta fase consiste em duas divisdes mitéticas, onde na primeira
divisdo o EPC | procede a meiose através da duplicacdo do DNA a recombinac¢éo genética,
levando a formacéao dos EPC Il. Esta célula germinativa, por sua vez, passa rapidamente para
a segunda divisdo meiotica, mas sem a duplicacdo do DNA, dando origem aos espermatideos

(arredondados) (Knapp and Carlisle, 2011).

Na fase da espermiogénese, 0s espermatideos arredondados mudam a sua forma e estrutura
para espermétideos alongados e adquirem a especializagdo necesséria para se tornarem
espermatozoides maduros (Mafiands et al.,, 2008). Ap6s o aparecimento do flagelo, o
espermatozoide flagelado é lancado para o lumen devido ao rompimento das células

germinativas que formam o espermatocisto (fase da maturagéo).

Dentro do lumen, os espermatozoides flagelados adquirem as caracteristicas necessarias
para se moverem assim que estiverem em contacto com a agua apis a postura, devido a
processos fisiolégicos especificos (fluidos de hidratacdo de esperma) (fase 1V). Estes sao
depois armazenados ao longo dos canais eferentes e na época de postura sdo lancados

através do poro genital dos peixes, tal como acontece nas fémeas (Mafiands et al., 2008).

A medida que as células germinativas se desenvolvem ao longo da espermatogénese, as
células diminuem em tamanho (didmetro) de uma forma gradual. Nas células meidticas, a
diminuicdo do tamanho da célula esta relacionada com o grau de condensacdo dos
cromossomas. A visivel diminuicAo do tamanho das células ao longo das fases de
espermatogénese é utilizada como critério de identificacdo dos varios estados de células

germinativas dentro do testiculo, através do microscépio 6tico (Blazer, 2002; Kagawa, 2013).
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1.3. Endocrinologia do ciclo reprodutivo

Tal como todos os vertebrados, o ciclo reprodutivo dos teledsteos € regulado pelo eixo

hipotadlamo-hipofise-gonadas (figura 3).

Estimulos Ambientais

|

Cérebro

Conexdes neuronais

/

Hipotalamo Hipofise
Fatores libertadores ou — Gonadotropinas
inibidores das gonadotropinas

Gonadas

Hormonas sexuais

Maturacao e libertagao dos gametas

Figura 3 - Representagdo esquematica do sistema dos teledsteos (adaptado de: Ferreira, 2001).

Geralmente, nos peixes com o ciclo reprodutivo sazonal (posturas sincronas), o ciclo
reprodutivo pode ser influenciado por estimulos ambientais, nomeadamente a temperatura da
agua e o fotoperiodo, como é o caso da solha de inverno (Pleuronectes americanus) (Harmin
et al., 1995). Estes estimulos ambientais atingem o0s sensores especificos e estes
transformam-nos em sinais eletroquimicos que se propagam pelos neurdnios (o sistema
neuroenddécrino) até atingirem o hipotalamo (Damasceno-Oliveira et al., 2012). O hipotalamo
procede com uma resposta fisioldgica através da secrecdo ou inibicdo das hormonas
libertadoras das gonadotropinas (GnRH). Estas GnRH sdo um decapéptido que regula a
sintese de gonadotropinas (GTH) pela hipdfise, através da ligacdo direta entre os dois eixos

gue acabam por se ligar a recetores membranares especificos (0s GhnRH-R) junto das células
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gonadotrépicas. Esta ligacao direta consiste na projecdo das GnhRH para as células de fibras
neuronais da hipofise (Mafianés et al.,, 2008). Deste modo, as GTH sdo sintetizadas e
libertadas para a corrente sanguinea, de modo a provocar uma reacao fisioldgica nas
gonadas. E importante realcar que entre o hipotalamo e a hipofise pode ocorrer um efeito
negativo provocado pelo sistema dopaminérgico, através da secrecdo da dopamina (DA). Os
neurénios libertam a DA que por sua vez inibe a sintese e libertacdo de GnRH na hipdfise,

interferindo com o sinal de traducdo da GnRH ao bloquear o seu recetor, o GnRH-R.

As GTH séo formadas por dois tipos de hormonas: a hormona estimuladora dos foliculos
(FSH, anteriormente conhecida como GTH I) e a hormona leuteinizante (LH, anteriormente
conhecida como GTH Il) (Babin et al., 2007; Mafiands et al., 2008; Lubzens et al., 2010; Schulz
et al., 2010; Knapp and Carlisle, 2011; Urbatzka et al., 2011). Ambas as hormonas pertencem
a familia das hormonas glicoproteicas, com uma subunidade a e . A subunidade a é comum
entre as duas hormonas e a subunidade B é especifica de cada hormona, pois determina a
atividade biolégica da hormona (Ferreira, 2001). Ambas as GTHs apresentam uma funcéo
caracteristica na gametogénese. Generalizadamente, os niveis de FSH aumentam e os niveis
de LH permanecem muito baixos no plasma sanguineo durante a fase inicial da
gametogénese. Numa fase mais avangada, como a maturagdo das gametas, os niveis de FSH
diminuem e os de LH aumentam no plasma sanguineo, apresentando valores mais elevados
na maturacdo e na ovulacdo. Este tipo de padrdo hormonal das GTH é muito caracteristico
em espécies salmonideas (espécies com uma Unica postura — sincronos) (Tyler and Sumpter,
1996; Schulz et al., 2010; Knapp and Carlisle, 2011; Urbatzka et al., 2011; Kagawa, 2013).
Em espécies ndo salmonideos (com multiplas posturas — assincronos) o padrdo das GTH néo
€ tao evidente pois, normalmente, os niveis de FSH e de LH sao relativamente predominantes
em todo o ciclo reprodutivo, havendo uma ligeira diferenciacdo das concentracdes durante a
gametogénese (FSH > LH no inicio da gametogénese e LH > FSH no fim da gametogénese)
(Mafianos et al., 2008).

Relativamente a concentracao de GTH no plasma sanguineo, estas vao regular a sintese de
hormonas esteroides sexuais nas gonadas pelas células somaticas (célula da teca e célula
granulosa para as fémeas e células de Leydig para os machos) (esteroidogénese). Além
disso, as hormonas esteroides tém como funcdo regular a secrecao e libertagdo das GTH,
pois vao estimular o GnRH-R na hipéfise e também inibem a secrecédo das GTH através do
sistema dopaminérgico. Logo, o cérebro é constantemente informado acerca da evolugéo do
desenvolvimento das gonadas pelos niveis de esteroides durante o ciclo reprodutivo
(Mafianés et al., 2008).
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1.3.1.Regulacéo enddcrina da oogénese

Nos teledsteos, a esteroidogénese (biossintese de hormonas esteroides sexuais) ocorre nas
células da teca e granulosa (Kagawa, 2013). Este processo € bem conhecido nos
salmonideos e, normalmente, existe um padrdo comum hormonal bem diferenciado nas
principais fases da oogénese: a fase da vitelogénese e de maturacdo (Ferreira, 2001).
Contudo, nas espécies ndo salmonideas, o ciclo hormonal nem sempre é diferenciado entre

as principais fases da oogénese (Rosenfeld et al., 2007; Mafianés et al., 2008).

A vitelogénese ocorre através da ligacdo FSH aos recetores membranares das células da
teca. Isto faz com que o sistema adenilcicalse/AMPc seja ativado, levando a formacdo da
testosterona (T) através de varias reacdes enzimaticas a partir do colesterol (ver figura 4). Por
sua vez, a T é convertida em 17B-estradiol (E2) nas células da granulosa pela enzima
aromatase (figura 4). O E», ao entrar na corrente sanguinea, estimula a transcri¢cdo do gene a
VTG no figado e a VTG ¢é libertada para o plasma de modo a ser incorporada no odcito (Babin
et al., 2007; Urbatzka et al., 2011). Ao longo desta fase (vitelogénese), os niveis de E:
aumentam e atingem os seus valores maximos no final da vitelogénese (Tyler and Sumpter,
1996), quando os niveis de FSH diminuem e os niveis de LH aumentam no plasma, levando

a uma diminuicéo brusca do E; (Babin et al., 2007; Kagawa, 2013).

Com o aumento dos niveis de LH no plasma, a 17a-hidroxiprogesterona (17-P) é convertida
em 17a,20a-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,203-P) (um dos esteroides indutores da maturagéo
(MIS)), pela agao da enzima 20B-dihidroxiesteréide-desidrogenase (20p3-HSD) nas células da
granulosa (ver figura 4) (Young et al., 1982). Em algumas espécies nao salmonideas verifica-
se a conversdo da 17-P em 17a,208,21-trihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,208,21-P ou DHP), em
vez da 17,20B-P, sendo este o progestagénio mais abundante durante a maturag&o do odcito
(ex.: pregado (Scophthlmus maximus L.) (Mugnier et al., 1997) e bacalhau do atlantico (Gadus
morhua) (Tveiten et al., 2010)). A medida que os niveis dos MIS aumentam ao longo da
maturacdo, os fatores promotores de maturacdo (FIM) sdo ativados nos recetores
membranares do odécito (Oliveira, 2006). Os FIM provocam uma série de rea¢des no odcito,
nomeadamente o rompimento do ndcleo, a sua hidratacéo, a coalescéncia das vesiculas e,

por fim, a ovulagéo.
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No entanto, um estudo defende que em algumas espécies (Hucho perryi e Cyprinus carpio),
a fase de proliferacdo € regulada por baixas concentracbes de E; e 17,203-P ou DHP
(Lubzens et al., 2010).

Colesterol (C27)

ll’450m
Pregnenolona (C21)
lap-usn
Progesterona (C21)
l Célula
P450¢17
Teca
17a-Hidroxiprogesterona (C21)
ll’“%v
Androstenediona (C19)
l 17B-HSD
Testosterona (C19)
/ . \/ | \
Testosterona (C19) 17a-Hidroxiprogesterona (C21)
P450,rom lzo&"sn Célula
Granulosa

17p-Ecrad o(C16) 17a,20B-Dihidroxi-4-pregnen-3-ona (C21)

-~ S o

Segunda fase de Fase de Maturagéo

Crescimento do do odcito

Figura 4 — Representacdo esquematica das principais hormonas esteroides sintetizadas pelos teledsteos. P450s:
“P450 side-chain cleavage”; P450.7: 17-hidroxilase ou C17-C20-liase; 3B-hidroxisteroide dehidrogenase; 203-HSD:
20B-hidroxisteroide dehidrogenase; P450,,0m: P450 arometase (adaptado de: Oliveira, 2006; Lubzens et al., 2010;
Kagawa, 2013).
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1.3.2.Regulacédo enddcrina da espermatogénese

Geralmente, as diferentes fases de espermatogénese sdo controladas por variagdes dos
niveis de esteroides (Schulz et al., 2010). Normalmente, a biossintese de hormonas
esteroides (nas células de Leydig) é controlada pelos niveis de FSH e LH (Billard et al., 1982;
Billard, 1986; Knapp and Carlisle, 2011). Posteriormente, as células de Sertoli regulam o
desenvolvimento das células germinativas pelas hormonas esteroidessexuais sintetizadas
pelas células de Leydig. Estas células apresentam recetores especificos para a FSH e LH, ao
contrario das células de Sertoli, que tém unicamente recetores membranares para a FSH.
Apesar destas apresentarem recetores para a FSH, a gonadotropina sé estimula a
proliferacdo das células de Sertoli e ndo influencia de forma direta o desenvolvimento das

células germinativas (Schulz et al., 2010).

Com o desenrolar da espermatogénese, as hormonas esteroides sexuais mais produzidas por
influéncia da FSH s&o o androgénio 11-cetotestosterona (11-KT) e, por agdo da LH, o
progestogénio (17,20B3-P ou DHP). Durante as primeiras fases da espermatogénese (fase | e
II), os niveis de 11-KT aumentam no plasma sanguineo, acabando por diminuir com a
iniciacdo da divisao meidtica das células germinativas (fase Ill). Por sua vez, os niveis de
17,20B-P ou DHP aumentam no plasma e atingem os valores maximos na maturacdo do
espermatozoide (fase V). Os progestogénios induzem o rompimento dos espermatocistos e
estimulam a mobilidade do espermatozoide nos canais eferentes (Schulz et al., 2010; Knapp
and Carlisle, 2011).

Assim como acontece com o E,, a 11-KT € sintetizada a partir da testosterona (ver figura 5)
mas, para algumas espécies, como é o caso do peixe gato (Clarias gariepinus), a 11-KT é
sintetizada a partir 11B-Hidroxitestosterona, pela enzima 203-HSD (ver em Schoonen and
Lambert, 1986). Além disso, estudos recentes colocam a hipétese do E: influenciar o inicio da
espermatogénese (fase I) em algumas espécies de teledsteos (exemplo da truta), por acédo
da FSH (Schulz et al., 2010; Knapp and Carlisle, 2011).
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Figura 5 - Representacdo esquematica das principais hormonas esteroides sintetizadas geralmente pelos
teledsteos. A: Sintese das principais hormonas sintetizadas nas primeiras fases da espermatogénese (fase de
proliferagdo mitética e meiética, e diferenciacdo do espermatozoide; B: Sintese das hormonas esteroides mais
abundantes no sangue na fase maturagéo; P450scc: “P450 side-chain cleavage”; P450c17: 17-hidroxilase ou C17-
C20-liase; 3B-hidroxisteroide dehidrogenase; 20B-HSD: 20B-hidroxisteroide dehidrogenase (adaptado de: Hall,
1984; Schoonen and Lambert, 1986; Babin et al., 2007; Schulz et al., 2010)
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1.4. Ciclo de vida da solha das pedras

A solha das pedras Platichthys flesus (Linnaeus, 1758) é uma espécie pertencente a ordem
dos Pleuronectiformes, familia PLEURONECTIDAE (figura 6).

Figura 6 — Exemplar de solha das pedras (Platichthys flesus (Linnaeus, 1758)).

P. flesus é uma espécie demersal migratéria (Oliveira, 2006), com uma ampla distribuicéo
geogréfica ao longo do Oceano Atlantico, apresentando uma maior abundancia no Norte da
Europa (FAO, 2017). Alimenta-se principalmente de pequenos peixes e invertebrados, com
preferéncia para os crustaceos, anfipodes, poliquetas e bivalves (Vinagre et al., 2005; Mendes
et al., 2014). O comprimento da primeira maturagcéo varia entre 22 cm (Froese and Friel3,
1992) e 30 cm (Deniel, 1984) para as fémeas e, entre os 18,5 cm (Kosior et al., 1996) e 25
cm (Muus and Nielsen, 1999) para os machos, sendo que estes atingem a primeira maturidade
sexual mais cedo do que as fémeas (machos: = 2 anos (Muus and Nielsen, 1999); fémeas =
3 anos de idade (Deniel, 1984). Normalmente, a época de postura ocorre no final do inverno
com uma postura anual (sincronia por grupos) (Janssen et al., 1995).

Devido a sua ampla distribuicdo geogréfica, P. flesus apresenta véarias estratégias no seu ciclo
de vida (Daverat et al., 2012). Por exemplo no Mar Baltico, esta espécie apresenta duas
estratégias de postura: a Norte, as solhas desovam nas zonas costeiras ou em aguas pouco

profundas deste habitat, enquanto no Sul, os individuos desovam nas aguas mais profundas
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(Daverat et al., 2012). Apesar destas particularidades regionais, o padrdo comum do ciclo de
vida descrito para a solha das pedras inclui uma migragao reprodutiva. Tipicamente durante
0 inverno, 0s peixes maduros iniciam as suas migracdes para 0 oceano para desovar (Cabral
et al., 2007; Freitas et al., 2012). Apds a eclosdo dos ovos, os estados larvares e/ou juvenis
migram para as zonas costeiras, nomeadamente para as areas de viveiro como 0s estuarios,
onde apds o assentamento iniciam uma vida associada ao fundo (Ramos et al., 2010; Ramos
et al., 2017). Os juvenis permanecem nestes locais de viveiro, até atingirem a maturidade
sexual e juntando-se mais tarde as populacdes adultas que vivem fora do estuario!

(recrutamento) (Vasconcelos et al., 2008).

A nivel pesqueiro, P. flesus é uma espécie com importancia comercial (Cabral et al., 2007) e
€ capturada pelas embarcacfes costeiras nos estuarios ou/e nas zonas costeiras. A partir do
século XXI, entre 2004 e 2014 a captura de solha atingiu valores recorde com maximos de
capturas a rondar as 24 467 toneladas em 2005, em comparag¢do com o século XX, onde o
limite maximo de capturas variou entre as 7 537 (1970) e 16 063 (1988) toneladas, a nivel
mundial (FAO, 2017). Em Portugal, entre 2004 a 2014, os limites de captura variam entre 9273
kg (2007) e os 1078 Kg (2012), apresentando os valores recordes em 2007 (comunicagéo

pessoal, Docapescas-Porto e Lotas, SA, 2017).

Existem varios estudos sobre a importancia dos estuarios para as larvas e os juvenis de P.
flesus ao longo da costa Portuguesa (Vasconcelos et al., 2007; Vasconcelos et al., 2008;
Ramos et al., 2010; Vasconcelos et al., 2011; Freitas et al., 2012), que identificam estas zonas
como areas de viveiro, onde os estados iniciais de desenvolvimento de P. flesus podem
passar um determinado periodo do seu ciclo de vida. Nesse periodo, 0s juvenis estédo
espacialmente separados dos adultos evitando sobreposi¢cdo de nicho e de recursos, e a
elevada quantidade de alimento e de locais de refugio permitem um crescimento rapido e uma
maior probabilidade de sobrevivéncia dos juvenis ((Vasconcelos et al., 2008; Vasconcelos et
al., 2009; Ramos et al., 2010; Vasconcelos et al., 2011; Freitas et al., 2012).

Apesar da utilizacao dos estuarios ser relativamente bem conhecida, constata-se uma falha
de conhecimento sobre o ciclo reprodutivo de P. flesus, nomeadamente a época e local de
postura. Morais et al. (2011) e Daverat et al. (2012) colocam em causa o padrdo comum do
ciclo de vida desta espécie, sugerindo que esta podera, em alternativa, desovar dentro dos

estuarios e nao efetuar migracdes reprodutivas para alto mar, como descrito anteriormente.

1 Os estuarios sdo ambientes dinamicos, onde ocorrem abruptas mudancas na salinidade, temperatura, oxigénio e turbidez,
devido a influencia das marés e a mistura de dgua doce com a agua salgada.
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Para melhor compreender o ciclo reprodutivo dos peixes, varios autores utilizaram
marcadores nhaturais, como estudos microscépicos e macroscépicos do estado de
desenvolvimento das gonadas (Palmer et al., 1995; Rinchard and Kestemont, 1996; Moulton
and Burton, 1999; Nunes et al., 2011), variagéo dos indices somaticos (IGS, IHS e FC; (Htun-
Han, 1978a; Guerriero, 2007) e variacdo temporal dos esteroides sexuais mais abundantes
durante a gametogénese (Harmin et al., 1995; Moulton and Burton, 1999; Armstrong et al.,
2001), E; para fémeas (Methven et al., 1992) e 11-KT para os machos (Schoonen and
Lambert, 1986; Armstrong et al., 2001).

Apesar da solha das pedras ndo ser uma das espécies mais procuradas pelo homem em
comparagdo com outras espécies de teledsteos, como o bacalhau do Atlantico (Gadus
Morhua) (que s6 em 2014 alcancou 1 373 460 toneladas de captura, aproximadamente
sessenta vezes mais do que o stock de captura da solha no mesmo ano) (FAO, 2016), os
estudos sobre o seu ciclo de vida ndo devem ser desvalorizados, atendendo ao aumento das
capturas da solha das pedras nos ultimos anos (FAO, 2016). Estudos para determinar o ciclo
de vida, nomeadamente o ciclo reprodutivo, de uma espécie consumida pelo homem, sao
importantes para conseguir alcangar uma boa gestdo dos stocks pesqueiros dessa mesma
espécie. Com este conhecimento, sera possivel prevenir que espécies ndo ameacadas, como
€ 0 caso de P. flesus (LC — pouco preocupante) (Munroe, 2010), cheguem a estados de
conservacgdo preocupantes determinados pela Unido Internacional para a Conservagdo da
Natureza (UICN).

1.5. Objetivos

Até ao presente existem relativamente poucos estudos sobre o ciclo reprodutivo da solha das
pedras ao longo das costas centro e norte de Portugal continental, existindo ainda poucas
evidéncias cientificas sobre o local (Morais et al., 2011; Davarat et al., 2012) e época de
reproducdo da espécie. Assim, este trabalho tem como principal objetivo estudar o ciclo
reprodutivo de P. flesus no estuario do rio Douro, ao longo de uma época de reproducdo, mais
concretamente:

a) classificar macro e microscopicamente os estados de maturacéo de P. flesus;

b) analisar a variagdo temporal de hormonas sexuais como E;e 11-KT no plasma das

fémeas e dos machos, respetivamente;

c) determinar a época de postura da populagéo de P. flesus do estuario do rio Douro.



Capitulo Il - Material e Métodos
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2.1. Trabalho de campo

2.1.1. Areade estudo

O estuario do rio Douro (figura 7) € a maior bacia hidrogréfica da Peninsula Ibérica,
estendendo-se por 21,60 km, sendo limitado a montante pela barragem de Crestuma — Lever
(41°04°20”N e 08°25’45”W) (Ramos, 2001). A largura minima do estuario € de 135 metros
entre a ponte D. Luis e a ponte D. Maria (41°08’30”N e 08°35'50”W) e a largura média é de
375 metros (Ramos, 2001). A sua profundidade média € de 7 a 10 metros (Peixoto, 2016) e 0
canal de navegagédo possui normalmente 6 metros de profundidade e 60 metros de largura,
provocado pela dragagem (escavacao dos estuarios) (Ramos, 2001). A amplitude das marés
normalmente ndo ultrapassa os 3,80 metros (Vasconcelos et al., 2007) e a média total do
caudal varia entre os 450 e os 480 m®s, apresentando no inverno uma média entre os 917
a 2160 m3s! e no verdo entre os 25 a 178 m3s* (Vinagre et al., 2005). O estuéario do rio Douro
€ caracterizado pela presenga, mais ou menos constante, de uma cunha salina evidente na

coluna de agua (dgua doce na superficie e 4gua salgada no fundo) (Ramos, 2001).

Figura 7 — Fotografia do estuério do Rio Douro, Portugal, tirada durante uma
campanha de amostragem do presente trabalho.
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2.1.2. Estratégia de amostragem

De modo a atingir os objetivos propostos neste estudo, foram efetuadas campanhas de
amostragem mensais diurnas no estuario do rio Douro, entre novembro de 2016 e maio de
2017, de modo a cobrir toda a época de reproducéo de P. flesus (Monteiro, 2010). A estratégia
de amostragem consistiu em recolhas mensais de 30 individuos adultos, com um
comprimento total superior a 23 cm (considerado com o tamanho minimo de reproducéo
segundo Sobral, 2007). Adicionalmente, entre janeiro e marco de 2017, foram efetuadas
amostragens semanais extras de 10 individuos adultos, de forma a aumentar o efetivo de
peixes amostrados na fase final da maturagéo, ou seja, em postura. A captura de exemplares
de solha das pedras foi realizada em maré vazante com uma rede de arrasto de portas (7 m
de comprimento e 3,5 m de altura), a bordo de uma embarcagédo de pesca profissional
(“Atrevido”, matricula P-1417-L, propriedade do Sr. Manuel Joaquim Gomes Tavares). Os
individuos, depois de capturados, foram devidamente acondicionados em malas térmicas
contendo &gua do estuario e arejadores (para manter boas condi¢cbes de oxigenacdo) e
transportados vivos para o laboratério nas instalagdes do CIIMAR, no Novo Terminal de
Cruzeiros do Porto de Leixdes.

2.2. Trabalho laboratorial

2.2.1. Amostragem bioldgica

Uma vez no laboratério, os peixes foram anestesiados com uma dose letal de anestésico MS-
222 (Tricaina metano sulfato a 0,25%), diluida em agua do estuario, seguindo os principios
éticos de bem-estar animal de acordo com a Diretiva da Unido Europeia 2010/63/EU “a
protecdo de animais utilizados para fins cientificos”. Seguidamente, procedeu-se a
amostragem biolégica que comecou pela recolha dos dados biométricos, tais como: peso total
(utilizando uma balanca Kern EW 6200-2NM) e comprimento total. De seguida, determinou-
se 0 sexo de cada individuo através da visualizacdo macroscopica das gonadas, apos
abertura da sua cavidade abdominal. Foram também recolhidas amostras de diferentes tipos
de material biolégico para posterior analise laboratorial, nomeadamente:
e Sangue - recolhido a partir da veia caudal no lado cego (posterior) do peixe,
junto a barbatana caudal (ver figura 8). As seringas e agulhas utilizadas foram
previamente heparinizadas (heparina 1:10 em soro fisiol6gico) de modo a evitar

a coagulacdo do sangue. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 1.5 g
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durante 10 minutos a 4 °C (Monteiro, 2010), numa centrifuga refrigerada (VWR
Microstar 17R). Apoés centrifugagdo, recolheu-se o sobrenadante (plasma)
(Monteiro, 2010) e conservou-se em eppendorfs devidamente identificados
numa arca a -80°C, para posterior quantificagdo de hormonas esteroides

sexuais, nomeadamente E; para as fémeas e 11-KT para os machos.

Figura 8 — Fotografia ilustrativa da recolha de sangue de P. flesus junto a
barbatana caudal, durante uma das amostragens do presente trabalho.

Gobnadas - antes da extracdo, as gonadas foram classificadas
macroscopicamente, segundo os critérios da tabela 1 e 2 (adptado de Sobral,
2007). ApOs extracdo e pesagem de ambas as génadas em balanca analitica
de precisdo (modelo Radwag WTB 200 d=0,001 g), estas foram
imediatamente fixadas em formaldeido (4%) durante 24-48 horas e,
posteriormente, armazenadas em etanol (70%) para as analises histolégicas
(Madureira et al., 2012).

Figado — ap0s extracao, o figado foi pesado em balanca analitica de precisao
(0,001g).
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Tabela 1- Avaliacdo macroscopica do estado de maturagao dos ovarios (adaptado de: Sobral, 2007)

Fémeas Estado Observactes
Os ovarios sao pequenos e apresentam uma coloragéo
REP Repouso o .
rosada, ligeiramente translicida.
Os ovarios sdo maiores, ocupam mais de 1/3 da
PRE Pré-vitelogénese  cavidade abdominal, e a sua coloracao é rosa claro e
sem translucidez.
i i Os ovarios ocupam toda a cavidade abdominal e s&o
VIT Vitelogénese
extremamente volumosos.
Os ovérios ocupam toda a cavidade abdominal e os
MAT Maturacao o0citos sdo expulsos pelos canais condutores dos
Ovulos por uma leve pressdo abdominal.
i Os ovérios sdo compridos e pouco volumosos; a sua
POS Pos-desova

estrutura é extremamente flacida ou mole.

Tabela 2 - Avaliagcdo macroscépica do estado de maturagdo dos testiculos (adaptado de: Sobral, 2007)

Machos

Estado

Observacbes

PM

EM

MT

POS

Prematuracéo

Em maturacdo

Maturacéo

Pd&s-postura ou

regresséo

Os testiculos apresentam uma estrutura relativamente
oval. A sua coloragcdo € esbranquicada e sdo muito
pequenos. Os canais condutores de esperma Sao
relativamente transparentes e de dificil detecéo.

Os testiculos apresentam uma estrutura cilindrica em
forma de “feijao”. As gonadas sao grandes, consistentes e
volumosas. A sua coloracdo é branca ou relativamente
esbranquicada.

Os testiculos sdo por norma brancos, volumosos, pouco
resistentes e apresentam espermatozoides nos canais
eferentes.

Os testiculos sdo pequenos e esbranquicados. Mas, ao
contrario do estado PM, os canais condutores de esperma
sdo esbranquicados e de facil visualizacéo, pois contém

vestigios de espermatozoides.
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2.2.2. Classificacdo microscopica do estado de maturacdo das

gbnadas

A classificacdo microscopica das gdnadas foi efetuada através de técnicas de histologia
segundo metodologias descritas em Madureira et al. (2012). Para cada individuo utilizou-se a
gonada do lado cego (posterior) para analise, exceto quando esta ndo se encontrava em boas
condi¢cdes de fixacdo. A gonada foi dividida em 3 partes (anterior, média, posterior), para
perceber se a maturacdo da gonada era constante ao longo de toda a génada (Palmer et al.,
1995). As 3 partes da gonada foram processadas durante 12 horas num processador de
tecidos automatico (Leica TP1020), consistindo em 2 banhos de 1h em etanol a 70%, 96%,
99%, etanol e xilol (50:50, v/v), xilol e parafina (Madureira et al., 2012). A inclusdo, em parafina
a 65°C foi efetuada com moldes de inclusdo numa estacdo Leica EG 1140C. Cada bloco foi
depois cortado no microtomo Leica RM2155 com uma espessura de 4 um. O tecido foi corado
por hematoxilina e eosina (Barr, 1963). O tecido foi estudado através do microscopico 6tico
(Olympus BX50) com uma camara digital incorporada (Olympus DP21), para a obtencdo de

fotografias de cada estado de maturacao.

2.2.2.1 Fémeas

Atendendo ao elevado numero de fémeas capturadas (n=217), efetuou-se uma
subamostragem de 57 fémeas para analise microscopica (histolégica) da génada. Esta
subamostragem baseou-se na variagcdo de todos os estados de maturacdo do ovario a nivel

macroscépico em cada campanha de amostragem.

A avaliagdo microscopica do estado de maturagdo dos ovarios foi efetuada com base nos
critérios descritos por Janssen et al. (1995) (tabela 3), considerando sempre o estado mais

avancado das células germinativas presentes no ovario.
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Tabela 3- Avaliacdo microscépica do estado de maturacéo dos ovarios (adaptado de: Janssen et al. 1995).
Fémeas Estado Observactes

Ovério caracterizado por numerosos odcitos em fase
REP Repouso perinucleolar tardio. Estes o6citos marcam o inicio de um
novo ciclo anual.

PRE Pré-vitelogénese | Presenca de odcitos com os alvéolos corticais.

Odcitos apresentam granulos de vitelo e todas as fases
VIT Vitelogénese anteriores das células germinativas, assim como 0s
odcitos com alvéolos corticais.

Ovério contem odcitos ligeiramente maiores ao estado

anterior e 0 seu citoplasma estd completamente

VITT Vitelogénese tardia ] . , .
preenchido com grénulos de vitelo. Os o06citos com
alvéolos corticais ndo estdo presentes nesta fase.

. Ocorre a migracao do nucleo do oécito para o polo animal

MAT Maturagao
celular.

As lamelas ovigeras estdo vazias. Presenca de

POS Pds-desova ovogonias, odcitos primarios e odcitos com nucléolos

perinucleolar.

2.2.2.2. Machos

Todos 0s machos obtidos nas amostragens mensais e semanais foram analisados
histologicamente, num total de 50 machos, isto porque 0 nimero total em cada amostragem

foi bastante inferior ao nimero total de fémeas capturadas.

A avaliagdo microscoépica do estado de maturagéo do testiculo foi realizada com base nos
critérios de Weltzien et al. (2002), considerando sempre o estado mais avancado das células

germinativas presentes no testiculo.
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Tabela 4 - Avaliacdo microscopica do estado de maturacéo dos testiculos (adaptado de: Weltzien et al., 2002).

Machos Estado Observac6es
~ No testiculo observa-se os espermatécitos. A presenca de
PM Prematuracao o ) o
espermatocitos indica que a meiose se iniciou.
EM Em maturagéo No testiculo verifica-se a existéncia de espermatidios.
. O testiculo apresenta espermatozoides.
MT Maturagéo

Os espermatozoides também sdo observados no l[imen

i Testiculo em regressdo. Todos os estados de

Pos-postura ou ] i o

POS . desenvolvimento das células germinativas podem estar
regresséo

presentes.

2.2.3. Quantificacdo dos esteroides sexuais

Para a quantificacdo dos esteroides sexuais no plasma sanguineos dos peixes foi utilizado o
método Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Este método é um teste
imunoenzimético baseado em reagfes antigeno-antissoro detetaveis por uma reacdo
enzimatica. Para quantificar o E2 e 0 11-KT no plasma sanguineo das fémeas e dos machos,
recorreu-se aos kits ELISA da Cayman Chemical: Estradiol ELISA Kit —item No. 582251 (com
~15 pg/ml de sensibilidade) e 11-keto Testosterone ELISA Kit item No. 582751 (com ~1,3
pg/ml de sensibilidade), respetivamente. Os procedimentos analiticos foram efetuados de

acordo com os protocolos do Kit.

2.2.3.1. Metodologia da quantificacao

O E:foi doseado diretamente do plasma e a 11-KT requereu uma extragdo prévia (4x2ml de
acetato de etilo/hexano (50:50)) de 500 pl de plasma. Depois da extracdo o acetato de
etilo/hexano foi evaporado sob uma leve corrente de azoto a temperatura ambiente. O extrato
foi suspenso em 500 ul de solucdo tampéo ELISA. Neste método, o antigénio especifico para
o0 esterdide a dosear adere ao fundo do pogo da microplaca através das proteinas de bloqueio,
onde foram realizados os ensaios em duplicado. Dentro dos pogos foram colocadas as
amostras diluidas (plasma concentrada ou 100x diluida para o E> e o extrato plasmético
diluido 100x para o 11-KT) e as solu¢des padrdes (66 pg/ml a 4000 pg/ml para as fémeas e
0,78 a 100 pg/ml para os machos), com o antissoro e o marcador enzimatico conjugado
(AChE) ao esterdide, na quantidade recomendada pelo kit (50 um, para todos). Durante a

incubacao (1 hora a temperatura ambiente para o Ez e 18 horas a 4°C para o 11-KT) ocorreu
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a ligacdo do antissoro ao antigénio e a competicdo entre o AChE e esteréide plasmatico ao
antissoro. Apés o tempo de incubacao, o contetdo dos pocos foi vertido e lavado 5 vezes com
250 pul da solucdo de lavagem. Em cada poco foi adicionado 200 pl do reagente Ellman’s
(substrato) (figura 9), para ocorrer uma reacdo catalitica com o AChE. A microplaca foi
colocada num agitador orbital (1h30 min para o E> e 2 h para 0 11-KT) para otimizar os
resultados, recomendado pelo kit. A reacdo catalitica foi detetada pela leitura de absorvéncia,
entre a 405 nm, num leitor de microplacas BioTeK Synergy HT pelo software Gen 5 2.00. A
curva de calibracéo (curva logaritmica) foi obtida pelas solu¢des padréo e as concentracdes

das amostras foram determinadas através dessa curva (equacao logaritmica).
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a) b)

R RN
Y Y YY

Y - Antigénio
B0 -Marcador enzimatico conjugado

- = Antissoro do esterdide
Proteina de bloqueio

Esteroide da amostra

Figura 9 — Representacao esquematica de um pogo da microplaca do Kit ELISA para quantificacéo do esteroide
(E; para as fémeas e 11-KT para os machos), pelo método ELISA. a) Incubacdo do marcador enzimatico
conjugado (ligado ao esteroide a quantificar), do antissoro e a solugdo padrdo ou esteroide da amostra; b)
Lavagem do pogo para remover 0s excessos do pogo; ¢) Adicdo do regente Ellman’s (substrato) (adaptado do
manual do Kit ELISA).

2.3. Analise de dados

Neste estudo foi avaliada a evolucéo temporal da proporgéo de individuos em cada um dos
estados macroscopicos e microscopicos de maturacdo das godnadas. Paralelamente, foi
também estudada a evolugcdo temporal de trés indices somaticos, nomeadamente o indice
gonodossomatico (IGS), o indice hepatossomatico (IHS) e o fator de condicao de Fulton (K)

(Htun-Han, 1978a; Rinchard and Kestemont, 1996).
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O IGS consiste na relacdo entre o peso da gbénada (Pg) e o peso total (Pt) do peixe, em gramas
(9) (ver: equacéo 1) (Schreck and Moyle, 1990). Este € um método que permite identificar as
variacfes temporais do peso das gbénadas como acumulacéo de algumas proteinas e lipidos
a medida que as gametas se desenvolvem, até a época de postura. Em estados de maturacao

avancados, o IGS atinge valores maiores (Ribeiro, 2002).

IGS = ’;—i’ x 100 (equagdo 1)

O IHS consiste na relacdo do peso do figado (Pf) com o peso total (Pt) do peixe, em gramas
(ver: equacédo 2) (West, 1990). Esta relagdo permite perceber a participagdo do figado no
processo de desenvolvimento das gametas. Este processo pode ocorrer em dois padroes
distintos: nos peixes magros, a acumulacao de lipidos ocorre a nivel do figado, em que o IHS
aumenta consideravelmente antes da maturacao; nos peixes gordos, a acumulacao de lipidos
ocorre a nivel do musculo, em que os valores méaximos do IHS coincide com os IGS (Ribeiro,
2002).

IHS = g x 100 (equacéo 2)

O K considera a relagéo do peso total (Pt), em gramas (g), com a variagdo do comprimento
total (Ct) do peixe, em centimetros (cm) (ver: equacgédo 3) (West, 1990), desta forma contribui
um bom indicador do estado fisico do peixe (ex.: estado nutricional do peixe) até a época de
postura (Ribeiro, 2002).

Pt x
K= -3 X 100 (equacéo 3)

Com base na classificacdo dos estados microscopicos de maturacdo das gonadas, utilizou-
se 0 método de lles (lles, 1964) para determinar a duracéo da época de postura de P. flesus.
Segundo este método, a época de postura inicia-se quando 50% dos adultos esta em estado
de pré-postura ou postura (no caso de ser possivel deteta-lo sem erro), e termina quando 50%
dos adultos se encontram em pés-postura. Para as fémeas, o estado de pré-postura (uma vez
gue nao foi possivel detetar fémeas em postura) foi considerado como o estado vitelogénico
tardio do ovario e, o periodo de pods-postura como o estado pés-desova do ovario. Nos
machos, o periodo postura foi determinado pelo estado de maturacao do testiculo e, o estado

de pos-postura foi determinado pelo estado pds-postura do testiculo.
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Para além da avaliacdo microscépica das gonadas, também se aplicou 0 método de lles
(lles,1964) na avaliacdo macroscépica das génadas, no IGS e na concentracéo de esteroides
sexuais. No caso da utilizacdo da avaliacdo macroscopica das génadas como indicador,
considerou-se o estado de pré-postura das fémeas como o estado vitelogénico do ovario e
estado de pds-postura como o estado pés-desova do ovario; para 0s machos considerou-se
o0 estado de postura como o estado de maturacéo do testiculo e o estado de pds-postura como
o0 estado de pGs-postura ou regressao do testiculo. No caso do IGS e dos esteroides sexuais
foi necessério estimar um valor que fosse indicativo de cada um dos estados de maturacao
referidos no método de lles (lles, 1964). Assim, considerou-se como indicador o valor médio
de cada parametro (IGS, 17B-estradiol e 11-cetotestosterona) para cada um dos estados de
maturacao (pré-postura para as fémeas, postura para os machos e pés-postura para ambos
0S géneros), apenas quando foram consideradas diferencas significativas. Para as fémeas
determinou-se o valor médio de IGS e de E das fémeas em estado de vitelogénico tardio e,
todas as fémeas com valor igual ou superior a esses valores médios foram classificadas como
em pré-postura. Para o estado de pés-postura foi calculado o valor médio de IGS e de E; das
fémeas classificadas como em pds- desova microscopicamente e, todas as fémeas com valor
igual ou inferior a esses valores médios foram classificadas como estando em pés-postura.
Para os machos seguiu-se 0 mesmo procedimento, mas estimou-se o valor médio de IGS e

11-KT dos machos em estado de postura.

Para investigar diferencgas significativas entre os varios parametros estudadas (comprimento
total; peso total; IGS; IHS; K; estados de maturacdo macro e microscopicos; esteroides
sexuais) ao longo dos meses e entre os varios estados de maturagéo foi utlizado o teste de
Kruskal-Wallis, sempre que as amostras ndo cumpriam 0s pressupostos da andlise de
variancia (ANOVA), nomeadamente o principio da normalidade e da homocesdaticidade (Zar,
1996). O teste post-hoc utilizado foi o teste de Dunn. Foram também estimados os fatores de
correlagdo de Spearrman entre os varios parametros estudados (comprimento total; peso
total; IGS; IHS; K; estados de maturacdo macro e microscopicos; esteroides sexuais). Para
determinar a fator de correlagdo entre a classificagdo micro e macroscépica das gobnadas com
as restantes variaveis de estudo (IGS; IHS e K) foi necessario atribuir um ndmero inteiro a
cada um dos estados de maturacao das génadas (exemplo: estado vitelogénico como nimero
3 e estado vitelogénico tardio como namero 4). Todas as correlagfes significativas e com um
fator de correlacdo maior ou igual a 0,5 (r=0,5) foram também representadas graficamente
através de uma regressdo linear simples, sempre que estas eram significativas (p<0,05).

Todos os testes foram realizados com software R 3.4.1.
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Entre novembro de 2016 e maio de 2017 foram capturadas 267 solhas, sendo que 217 eram
fémeas (81 %) e 50 eram machos (19%), com um sex-ratio de 1:4, ou seja, 1 macho para
cada 4 fémeas. O comprimento total de todos os peixes capturados variou entre 22,90 e 47,10

cm e o peso total variou entre 158,84 e 1112,12 g.

3.1. Fémeas

No estuario do rio Douro foram capturadas 217 fémeas de solha, com um comprimento total

que variou entre 25,00 cm e 47,10 cm e um peso total entre 158,85 e 1112,12 g (tabela 5).

50,00 A 1200,00 B
45,00 1000,00
40,00 800,00
£ £
= 35,00 = 600,00
o
30,00 400,00
25,00 200,00
20,00 - 0,00
nov/16 dez/16 jan/17 fev/17 mar/17 abr/17 mai/17 nov/16 dez/16 jan/17 few/17 mar/17 abr/17 mai/17
30,00 c 4,00 D
25,00 320
3,00
20,00
2,50
515,00 £ 2,00
10,00 120
1,00
5,00
0,50
0,00 0,00
now/16 dez/l6 ian/17 few/17 mar/17 abr/17 mai/17 nov/16 dez/l6 jan/17 few/17 mar/17 abr/17 mai/17
2,50 E
2,00
1,50
b4
1,00
0,50
0,00
nov/16 dez/l16 jan/17 few/17 mar/17 abr/17 mai/17

Figura 10 — Evolugdo mensal do comprimento total (A), peso total (B) e dos vérios indices somaticos (C, D e E) das
fémeas de solha do estuario do rio Douro. CT: comprimento total; PT: peso total; IGS: indice gonodossomatico; IHS:
indice hepatossomatico; K: Fator de condig&o.
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A evolucdo mensal mostrou uma grande variabilidade no comprimento total das fémeas de
solha dentro de cada més de estudo (figura 10A). A média do comprimento total variou entre
30,85+3,86 cm e 38,71+4,34 cm e, a mediana variou entre 30,40 e 37,95 cm, ao longo dos
meses de estudo (tabela 5). As fémeas de menor dimensédo (CT<30 cm) sO estiveram
presentes no estuario nos meses de novembro, dezembro e marco (figura 10A) (tabela 5),
sendo os comprimentos totais significativamente inferiores (Kruskal-Wallis H= 40,65, p<0,05)

aos das fémeas dos restantes meses (janeiro, fevereiro, abril e maio) (tabela A — anexo).

No peso total das fémeas de solha, a evolucdo mensal também demonstrou uma grande
variabilidade de pesos dentro de cada més de estudo (figura 10B). A média do peso total
variou entre 364,90+166,43 e 643,99+202,12 g e, a mediana variou entre 321,14 e 617,09 g,
ao longo dos meses de estudo (tabela 5). No més de novembro, dezembro e marco, as fémeas
apresentaram o menor peso total em relagdo aos restantes meses de estudo (tabela 5). A
partir do més de janeiro as fémeas de solha apresentaram um peso total significativamente
superior (Kruskal-Wallis H= 42,64, p<0,05) ao peso total dos restantes meses do estudo,

exceto no més de marco, como se verificou anteriormente (tabela B — anexo).

Tabela 5 — Intervalos do comprimento total (CT) em centimetros (cm) e do peso total (PT) em gramas (g) com as respetivas
médias (Méd), desvios padrdes (DP), medianas (Md) e o nimero de fémeas analisadas (n) no periodo de estudo. Nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de 2017; abr/17:
abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

CT (cm) PT (9)

Més n Min-Max. Méd+DP Md Min-Max Méd+DP Md
nov/16 12 25,00-37,20 @ 30,85+3,86 30,40 @ 158, 84-671,00 @ 364,90+166,43 321,14
dez/16 20 28,20-43,50 @ 33,29+3,83 32,60 253,32-782,17 433,14+149,08 402,37
jan/17 = 45  30,40-45,80  37,60+4,46 36,30 328,70-1025,20 @ 643,99+202,12 @ 593,83
fev/1l7 55 30,80-44,50 36,68+3,37 36,80 387,97-1112,12 643,64+157,59 @ 617,07
mar/l7 33 @ 25,70-45,10 33,53+#560 32,40 180, 00-974,00 474,49+216,41 428,00
abr/17 22* 28,00-45,80  36,74+4,65 37,30 168,37-858,14  550,25+183,84 551,76
mai/l7 30 31,60-47,10 38,71+4,34 37,95 364,85-987,53  593,21+168,09 534,06

*No més de abril de 2017 s6 foram capturadas 22 solhas no estuério do rio Douro.

O IGS das fémeas de solha variou entre 0,97 a 27,22 nos meses de estudo, com uma grande
variabilidade dentro de cada més a partir do més de janeiro (figura 10C). A média e a mediana
do IGS variaram entre 2,23+0,98 e 13,49+5,47 e 1,95 e 13,18, respetivamente, ao longo dos

meses de estudo (tabela 6). A evolucdo mensal mostrou um aumento deste indice a partir de
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novembro até fevereiro e, um decréscimo a partir deste més até ao final dos meses de estudo
(figura 10C). Em fevereiro as fémeas de solha apresentaram um IGS significativamente
superior (Kruskal-Wallis, H=108,17, p<0,05) em comparacdo com 0s restantes meses de

estudo (tabela C — anexo).

O IHS das fémeas de solha variou entre 0,76 a 3,66 ao longo dos meses de estudo (figura
10D), com uma grande variabilidade dentro de cada més (tabela 6). A média e a mediana do
IHS variaram entre 1,34+0,31 e 2,21+0,50 e 1,34 e 2,16, respetivamente (tabela 6). Este indice
foi significativamente mais elevado (Kruskal-Wallis, H=63,04, p<0,05) no més de janeiro,
fevereiro e maio (figura 10D) (tabela D — anexo).

O fator de condicdo das fémeas de solha variou entre 0,77 a 2,03 ao longo dos meses de
estudo (figura 10E), com uma grande variabilidade dentro de cada més (tabela 6). A média e
a mediana do fator de condicdo variaram entre 1,14+0,12 e 1,30+£0,16 e, 1,11 e 1,31,
respetivamente (tabela 6). No més de fevereiro, as solhas fémeas apresentaram uma
condicdo geral significativamente superior (Kruskal-Wallis, H=65,83, p<0,05) aos restantes
meses de estudo (tabela E — anexo). Contrariamente a maio, quando a condi¢do das fémeas
foi significativamente inferior (Kruskal-Wallis, H=65,83, p<0,05) ao fator de condi¢cdo nos

restantes meses, exceto abril (tabela E — anexo).
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Tabela 6 — Intervalos (Min-Méax) dos indices somaéticos com as respetivas médias (Méd), desvios padrdes (DP) e medianas (Md) de
fémeas no periodo da amostragem. IGS: indice gonodossomatico; IHS: indice hepatossomaético; K: Fator de condigdo; nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr/17:
abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

IGS IHS K
Més Min — Max. Méd Md Min — Max. Méd Md  Min—Max. Méd = Md
+ DP DP DP
nov/16  0,98-4,12 2,23 1,95 0,79-1,90 1,47 1,47 0,89-1,35 1,16 1,15
+0,98 +0,40 0,14
dez/16  1,31-7,59 3,54 3,45 0,94-2,02 1,34 1,34  0,95-1,51 1,14 111
+1,72 +0,31 0,12
jan/l17 = 2,73-21,22 9,61 9,32 1,02-2,70 1,91 1,83 0,94-1,46 1,18 1,18
+3,87 0,44 0,12
fev/17  3,18-27,34 13,49 13,18 1,04-2,93 2,07 2,06 0,93-1,61 1,30 1,31
+5,47 0,40 +0,16
mar/17 = 0,97-19,88 6,84 4,61 0,76-3,17 1,71 154 0,95-2,04 1,20 1,16
+5,56 +0,59 0,21
abr/17  1,66-13,62 6,24 5,33 0,96-3,10 1,58 1,59 0,77-1,35 1,07 1,04
+3,28 +0,47 0,15
mai/17 = 1,85-19,98 4,47 2,74 1,49-3,66 2,21 2,16 0,77-1,25 1,01 1,01
+4,63 +0,50 0,12

3.1.1. Avaliagdo macroscopica

Dos 5 estados de maturagcédo do ovario descritos na tabela 1, foram observados 4 estados,
nomeadamente: o estado de repouso (REP) (figura 11A), o estado pré-vitelogénico (PRE)
(figura 11B), o estado vitelogénico (VIT) (figura 11C) e o estado pos-desova (POS) (figura

11D). O estado de maturacdo (MAT) nunca foi detetado durante os meses de estudo.
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Figura 11 — Classificacdo macroscopica dos vérios estados de matura¢é@o do ovario de P. flesus do estuério do rio Douro;
A: Estado de repouso; B: Estado de pré-vitelogénico; C: Estado vitelogénico; D: Estado pds-desova; CC: cavidade
corporal; OV: Ovério.

Durante o periodo de estudo, o estado REP foi detetado em novembro (n=6), dezembro (n=2),
margo (n=5) e maio (n=1) (figura 12). No entanto, a maior percentagem de fémeas neste
estado ocorreu no més de novembro (50%). Durante todos os meses de estudo foram
observadas solhas com ovarios em estado PRE (novembro, n=6; dezembro e janeiro, n=3;
fevereiro e abril, n=1), com a excecéo dos meses de mar¢o (n=0) e maio (n=0). Tal como o
estado anterior de maturagdo, também foi em novembro que se observou a maior
percentagem de fémeas em estado PRE (50%). O estado VIT foi detetado no més de
dezembro (n=15), janeiro (n=42), fevereiro (n=53), margo (n=19), abril (n=6) e maio (n=6).
Mas a maior percentagem de fémeas com gonadas no estado VIT foi observado nos meses
de janeiro (93%) e fevereiro (96%). Por fim, o estado POS so6 foi visualizado no més de
fevereiro (n=1), margo (n=9), abri (n=15) e maio (n=23), sendo 0 més de maio (77%), 0 més

com maior percentagem de individuos neste estado de maturacao (figura 12).
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Figura 12 — Proporgédo dos estados de maturagao dos ovarios de P. flesus para cada més de amostragem
por avaliagdo macroscépica. REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-vitelogénico; VIT: Estado
vitelogénico; POS: Estado de pés-desova; nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17:
janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio
de 2017.

3.1.2. Avaliacdo microscopica

A avaliacdo microscopica dos estados de maturagdo do ovario de P. flesus foi efetuada em

57 fémeas, cujo comprimento total variou entre 27,80 a 44,30 cm e 0 IGS entre 1,17 a 27,34.

3.1.2.1. Descricao do ovario

As fémeas de P. flesus apresentaram uma estrutura tipica do ovario, com varias lamelas ou
finas camadas de tecido conjuntivo nas células germinativas. Foram observados 7 estados de
desenvolvimento das células germinativas, nomeadamente:

e as ovogobnias (OVG): pequenas células arredondadas com o citoplasma bastante
pequeno e o nucleo destacavel pelo seu tamanho e pelo seu Unico nucléolo (figura
13A);

e 00citos primarios (OP): relativamente maiores do que a OVG, mas o citoplasma dos
OP bastante mais basofilicos (figura 13A), provavelmente associados ao aumento dos
contelidos no citoplasma;

e 0d0citos perinucleolares (OPN): relativamente maiores e mais basofilicos do que os OP
e caracterizados por um grande numero de nucléolos na periferia do nucleo (figura
13A);
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e 00citos perinucleolares tardios (OPNT): maiores do que os OPN e normalmente com
citoplasma menos basofilico do que os OPN (figura 13A);

e 00citos com os alvéolos corticais (OAC): caracterizados pelo aparecimento dos
alvéolos corticais na periferia do nucleo (figura 13B);

e 00citos vitelogénicios (OV): caracterizados pela existéncia de granulos de vitelo que
ocupam quase todo o citoplasma (figura 13B) e o numero de nucléolos elevado,
dispersos pelo nucleo; e

e o00citos vitelogénicos tardios (OVT): relativamente maiores do que OV, devido a
elevada concentrac@o de granulos de vitelo armazenados no citoplasma do odcito e
com um maior numero de nucleos do que as OV dispersos pelo nacleo (figura 14).

De uma forma geral, nos OAC, OV e OVT foi possivel detetar com maior definicdo as camadas
de células granulosa e teca em torno das células germinativas. Também foi possivel detetar
a zona radiata, apesar desta ser relativamente mais espessa nos OVT do que nos restantes

estados.

Nos ovérios classificados em poés-desova foram observados foliculos pés-desova ou
ovulatérios, constituidos por células foliculares residuais que permaneceram no ovario (ver
figura 15E).
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Figura 13 — Alguns aspetos histolégicos de varias células germinativas dos ovarios de P. flesus, como o citoplasma C
0 nucleo (n) com os, nucléolos (ncl), granulos de vitelo (vt), alvéolos corticais (ac). A) Representa¢do microscopica
(100 um) das ovogonias (OVG), odcito primario (OP), odcito perinucleolar (OPN) e o6cito perinucleolar tardio (OPNT).
B) Representag&o microscopica (100 pm) dos odcitos com os alvéolos corticais (OAC) e da odcito vitelogénico (OV).
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Figura 14 — Fotografia microscépica (100 um) dos odécitos vitelogénicos tardios (OVT) de P. flesus. Do lado direito da
imagem é apresentado um zoom (aumentado 20 um) onde é possivel observar alguns pormenores da célula numa
escala microscépica mais pequena; ct: célula teca; cg: célula granulosa; zr: zona radiata; gv: granulo de vitelo.

Com base nos critérios definidos na tabela 1 avaliou-se o estado de maturacdo do ovario,
considerando normalmente o estado mais avancado das células germinativas presentes no
ovario. Assim, as fémeas de solha estudadas foram classificadas em 5 estados de maturacao,
nomeadamente: estado de repouso (REP) (figural5A), estado pré-vitelogénico (PRE) (figura
15B), estado vitelogénico (VIT) (figura 15C), estado vitelogénese tardia (VITT) (figura 16D) e
em estado pés-desova (POS) (figura 15E).
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Figura 15 — Avaliag&o microscépica dos estados de maturacéo do ovario de P. flesus do estuério do rio Douro (200 pm).
A: REP (estado de repouso); B: PRE (estado pré-vitelogénico); C: VIT (estado vitelogénico); D: VITT (estado vitelogénico
tardio); E: POS (estado pds-desova); OP: odcito primario; OPN: odcito perinucleolar; OPNT: odécito perinucleolar tardio;
OV: odcito vitelogénico; OVT: odcito vitelogénico tardio; FPD: foliculos da pds-desova.
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3.1.2.2. Evolugcdo mensal dos estados de maturacdo do ovario

O estado REP, caracterizado pela presenca de OPNT, foi observado ao longo do periodo da
amostragem (novembro, n=3; dezembro e margo, n=2; e maio de 2017, n=1), exceto no més
de janeiro (n=0), fevereiro(n=0) e abril (n=0) e, com a maior percentagem em novembro (43%
das fémeas) (figural6). O estado PRE, caracterizado pela presenca dos OAC, foi detetado a
partir de novembro de 2016 (n=4), dezembro (n=1), janeiro de 2017 (n=2), fevereiro de 2017
(n=1) e abril (n=1), apresentando também uma maior percentagem em novembro (57% das
fémeas). O estado VIT, caracterizado pela presenca dos OV, foi observado nos meses de
dezembro (n=6), janeiro (n=2), fevereiro de 2017 (n=2) e margo (n=2), apresentando uma
maior percentagem em dezembro (67% das fémeas). O estado VITT, caracterizado pela
presenta dos OVT, foi observado nos meses de janeiro (n=6), fevereiro (n=9), margo (n=2),
abril (n=3) e maio (n=2), mas a maior percentagem foi observada no més de fevereiro, quando
69% das fémeas apresentou ovarios em estado VITT de maturacdo. O estado POS,
caracterizado pela presenca dos foliculos pés-desova, so foi observado no més de fevereiro
(n=1), marco (n=3), abril (n=1) e maio (n=1), com a maior percentagem em margo (33%)
(Figura 16).
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Figura 16 - Proporcdo dos estados de maturacdo dos ovarios de P. flesus para cada més de
amostragem classificados por avaliagdo microscépica. REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-
vitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico tardio; POS: Estado de pds-desova;
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de
2017; mar/17: marco de 2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.
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3.1.2.3. Variacao dos indices somaticos com os estados maturagéo
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Figura 17 — Distribui¢édo dos varios indices somaticos pelos estados microscopicos de maturacao do ovario. IGS: indice
gonodossomatico (A); IHS: indice hepatossomatico (B); K: Fator de condigdo (D); REP: Estado de Repouso, PRE:
Estado pré-vitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico tardio; POS: Estado de pds-desova.

O IGS das fémeas teve o maior valor médio e da mediana no estado VITT e 0os menores
valores médios e das medianas no estado REP, PRE e POS (tabela 7). De modo que o IGS
das fémeas no estado VITT foi significativamente superior (Kruskal-Wallis, H= 46.32, p< 0,05)
ao IGS das solhas com ovarios nos demais estados de maturacao (figura 17A; tabela M -
anexo). Por outro lado, o IGS das fémeas em estado PRE foi significativamente inferior
(Kruskal-Wallis, H= 46.32, p< 0,05) ao IGS das fémeas no estado VIT e no estado VITT.

O IHS das fémeas apresentou uma grande variabilidade nos varios estados de maturacéo do
ovario (figura 17B). Este indice apresentou o maior valor médio e da mediana no estado VITT
e 0s menores valores médios e das medianas no estado REP, PRE e POS (tabela 7). De
facto, o IHS das fémeas no estado VITT foi significativamente superior (Kruskal-Wallis, H=
15.17, p< 0,05) ao IHS das fémeas nos restantes estados maturacao do ovario (tabela N -

anexo).
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O fator de condicdo das fémeas de solha apresentou uma pequena variabilidade no estado
POS (figura 17C), apresentando o menor valor médio e da mediana em comparacdo com 0s
restantes estados de maturacao (tabela 7). As fémeas em POS apresentaram um fator k
significativamente inferior (Kruskal-Wallis, H= 10,40; p< 0,05) ao de todas as outras fémeas

(tabela O - anexo).

Tabela 7 — Numero de fémeas e intervalos dos indices somaticos, com as respetivas médias (Méd), desvios padrdes (DP) e
medianas (Md) das fémeas nos varios estados microscopicos de maturagcdo do ovario. IGS: indice gonodossomatico (A); IHS:
indice hepatossomatico (B); K: Fator de condicdo (C); REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-vitelogénico; VIT: Estado
vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico tardio; POS: Estado de p6s-desova.

IGS IHS K

N Min-Max Méd Md Min-Max Méd Md Min-Max Méd

+*DP +*DP +*DP

REP 8 1,17-1,98 1,58 1,54 0,94-2,58 1,48 1,39  1,03-1,32 1,16
+0,28 +0,53 +0,11

PRE 9 1,31-5,21 3,05 2,73 1,01-1,88 1,47 1,55 0,77-1,35 1,10
+1,26 +0,33 +0,19

VIT 12 2,68-11,78 6,04 5,70 0,99-3,17 1,73 1,62 1,06-1,51 1,21
+2,66 +0,52 +0,12

VITT 22  8,37-27,34 14,97 13,82 1,04-2,93 2,06 2,00 1,00-1,74 1,25
+4,91 +0,47 +0,18

POS 6 1,66-6,12 3,65 3,74 1,21-2,41 1,71 1,55 0,94-1,20 1,04
+1,61 +0,45 +0,11

De acordo com os resultados das correlacdbes de Spearman, apenas a avaliacao
macroscopica dos estados de maturacdo das gonadas esteve significativamente e
positivamente correlacionada (r=0,92; p<0,05) com a avaliagdo microscopica e com o IGS
(r=0,50, p<0,05) (tabela 8). Todas as restantes correlacbes apesar de significativas

apresentaram um fator de correlagdo baixo (r< 0,5), ndo sendo, portanto, consideradas.

Tabela 8 — Fatores de correlagao de Spearman entre a avaliagcao
macroscopica dos estados de maturacéo dos ovarios e restantes
variaveis de estudo.

Classificacao
macroscopica

indice hepatossomatico 0,32*
indice gonodossomatico 0,50*
Fator de condicao -0,07
Classificag@o microscopica 0,92*

*valor significativo (p<0,05)

Md
1,15
1,13
1,20
1,21

0,99
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Na relacdo entre os varios estados de maturacdo do ovario, a avaliagdo microscopica
correspondeu a todos os estados da avaliagdo macroscépica, exceto o estado VITT, uma vez

que néo foi possivel detetar a olho nu.

3.1.3. 17B-Estradiol

Num total de 57, apenas nao foi possivel quantificar a concentracdo de E. no plasma
sanguineo de 3 fémeas de solha (total de 54), pois 0s niveis de E, estavam abaixo do nivel
de detecao do kit ELISA.
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Figura 18 — Evolugdo do valor médio da concentragdo de 1783- estradiol (E2) com os respetivos
desvios padrédo ao longo dos meses de estudo. nov/16: novembro de 2016 (n=6); dez/16: dezembro
de 2016 (n=9); jan/17: janeiro de 2017 (n=10); fev/17: fevereiro de 2017 (n=12); mar/17: marco de
2017 (n=8); abr: abril de 2017 (n=5) mai/17: maio de 2017 (n=4).

E2 (ng/ml)

A concentragdo de E; no plasma das fémeas de solha variou entre 0,28 a 127,49 ng/ml (tabela
9). Apesar de uma ligeira tendéncia para um aumento do valor médio e da mediana ao longo
dos meses de estudo (tabela 9), a concentracdo de E; ndo apresentou diferencas

significativas entre os meses de estudo (Kruskal-Wallis, H= 6,96; p> 0,05) (tabela F - anexo).
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Tabela 9 — NUmero e fémeas e dos intervalos (min-méax) do 17B-estradiol (E,), com as
respetivas médias (méd), desvio padrdo (DP) e medianas (Md) ao longo dos meses da
amostragem. nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de
2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de 2017; mai/17: maio de 2017.

E> (ng/ml)
n Min-Méax. Méd+DP Md
nov/16 6 0,90-1,93 1,14+0,62 1,08
dez/16 9 0,88-1,82 1,08+0,62 1,34
jan/17 10 0,63-74,76 17,37+23,08 9,77
fev/17 12 0,32-94,27 29,11+33,42 20,10
mar/17 8 0,64-127,49 30,80+54,89 1,58
abr/17 5 0,26-76,80 32,49+54,89 36,69
mai/17 4 0,28-106,71 42,26151,74 31,03

A concentragdo E» no plasma foi, em média, mais elevada nas fémeas em estado VITT e

menor nas fémeas em estado POS (figura 19 e tabela 10).
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Figura 19 — Evolugdo do valor médio da concentragdo de 1783- estradiol (E;) com os respetivos
desvios padrdo ao longo dos estados microscopicos de maturacao.

De facto, a concentragdo deste esteroide no estado VITT foi significativamente superior
(Kruskal-Wallis, H= 34,65; p< 0,05) as concentrac6es do E, no plasma sanguineo das fémeas

nos restantes estados de maturacéo (tabela P - anexo).
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Tabela 10 — Numero de fémeas e os intervalos minimo e maximo de 17(3- estradiol (E2), com
as respetivas médias, desvios padrdes (DP) e medianas (Md) nos varios estados
microscépicos de maturacdo do ovéario REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-
vitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico tardio; POS: Estado de pds-

desova
E> (ng/ml)
N Min-Méax Méd+DP Md

REP 8 0,19-1,94 0,77+0,57 0,65
PRE 8 0,11-1,81 1,00+0,55 0,90
VIT 11 0,63-2,21 1,46+0,45 1,47
VITT 21 0,32-127,49 51,52+37,35 42,44
POS 6 0,26-1,89 0,87+0,62 0,77

De acordo com os resultados das correlagbes de Spearman, verificou-se existir uma
correlagdo positiva entre a concentracdo de E, no plasma e o IGS (R=0,85; p<0,05) das
fémeas (tabela 11).

Tabela 11 — Fatores de correlagSes de Spearrman entre 17f3- estradiol (E) e
restantes variaveis das fémeas.

E> (ng/ml)
Comprimento total 0,33*
Peso total 0,46*
indice hepatossomatico 0,51*
indice gonodossomético 0,85*
Fator de condicao 0,54*
Classificacdo macroscoépica 0,31*
Classificacdo microscépica 0,46*

*valor significativos (p<0,05)

As concentragdes de E; aumentaram com o aumento IGS das fémeas de solha, descritas por
uma relagdo linear significativa (y=3,95x-11,70; R?=0,60; p<0,05) entre a concentracdo de E;
e o0 IGS (figura 20).
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Figura 20 — Relagdo entra as concentragdes de 17B-estradiol (E,) com o indice gonodossomatico (IGS)
(y=3,95x-11,70; R?= 0,60, p< 0,05).

3.2. Machos

Ao longo do estudo so6 foram capturados machos de solha no estuario do rio Douro entre os
meses de novembro e mar¢o, num total de 50 machos. O comprimento total dos machos de

solha variou entre 25,40 e 36,50 cm e 0 peso total variou entre 170,14 e 567,47 g.
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Figura 21 - Evolu¢do mensal do comprimento total (A), peso total (B) e dos varios indices somaticos (C, D e E) dos
machos de solha do estuario do rio Douro. CT: comprimento total; PT: peso total; IGS: indice gonodossomatico; IHS:
indice hepatossomatico; K: Fator de condicao.

A evolugdo mensal mostrou uma grande variabilidade no comprimento total dos machos de
solha dentro de cada més de estudo, exceto no més de margo de 2017 (figura 21A). A média
e a mediana de comprimento variaram entre 27,14+1,21 e 33,55+2,25 cm e 27,00 e 33,50 cm,
respetivamente, ao longo dos meses de estudo (tabela 12). Os machos de menor dimenséo
(CT<26 cm) sO estiveram presentes nos meses de novembro, dezembro e margo (figura 21A).
O tamanho dos machos no més de marcgo foi significativamente inferior (Kruskal-Wallis

H=13,66; p<0,05) aos dos machos nos restantes meses (tabela 12; tabela G - anexo).

A evolucdo mensal do peso total dos machos de solha também mostrou uma grande
variabilidade dentro de cada més de estudo, exceto no més de margo de 2017 (figura 21B). A

média e a mediana de comprimento variaram entre 236,00+32,86 e 419,44+82,67 g e 232,00
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e 441,21 g, respetivamente, ao longo dos meses de estudo (tabela 12). Neste més, o peso

total dos machos foi significativamente inferior (Kruskal-Wallis H=10,49, p<0,05) aos machos

nos restantes meses de estudo (tabela H - anexo).

Tabela 12 - Intervalos do comprimento total (CT) em centimetros (cm) e do peso total (PT) em gramas (g) com as respetivas
médias (Méd), desvios padrdes (DP), medianas (Md) e o nimero de machos presentes (n) no periodo de estudo. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr:

abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

CT (cm) PT (g9)

Més n Min—-Max. Méd+DP Md Min — Méax Méd + DP Md
nov/16 16 25,40-31,00 31,09+3,34 32,10 170, 14-506,80 341,85+111,52 | 391,74
dez/16 9 26,40-36,50 31,83+3,14 31,20 203,74-526,64 370,66+103,70 = 339,87
jan/17 15 28,40-36,40 33,55+2,35 33,50 245,75-528,83 419,14+82,67 441,21
fev/l7 5 27,70-34,50 31,50+2,87 31,50 225,79-567,47 379,26+126,14 = 393,54
mar/17 = 5 26,00-29,10 27,14+1,21 27,00 195, 00-280,00 236,00+32,86 232,00

O IGS dos machos apresentou uma grande variabilidade de valores, exceto no més de margo
(figura 21C). A média e a mediana do IGS variaram entre 0,89+0,73 a 2,71+1,04 e 3,01 € 0,69,
respetivamente, ao longo dos meses de estudo (tabela 13). Em dezembro, o IGS dos machos
foi um significativamente superior (Kruskal-Wallis H= 25,53, p< 0,05) ao IGS dos machos nos
restantes meses de estudo, exceto no més de janeiro (tabela 13; tabela | - anexo).). O IGS
dos machos no més de janeiro foi significativamente superior (Kruskal-Wallis H= 25,53, p<

0,05) ao IGS no més de novembro e marco (tabela | - anexo).

O IHS dos machos de solha teve uma grande variabilidade de valores ao longo dos meses de
estudo, principalmente no més de novembro (figura 21D). Nesse més, o IHS apresentou o
maior valor médio e da mediana, em comparacdo com os restantes meses de estudo (tabela
13), sendo significativamente superior (Kruskal-Wallis H=9,73; p<0,05) ao IHS dos machos do
més de dezembro e janeiro (tabela J - anexo). A partir do més de dezembro de 2016, os
valores médios e da mediana do IHS dos machos diminuiram e voltam a aumentar no més de

fevereiro e marco (figura 21D).

O fator de condicdo dos machos de solha apresentou uma pequena variabilidade ao longo
dos meses de estudo (figura 21E), sem diferencas significativas entre meses (Kruskal-Wallis
H=5,56; p>0,05) (tabela K- anexo). A média e a mediana o K variaram entre 1,09+0,07 a

1,97+0,20 e 1,09 e 1,18, respetivamente, ao longo dos meses de estudo (tabela 13).
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Tabela 13 - Intervalos do IGS, IHS e K, com as respetivas médias (Méd), desvios padrdes (DP) e medianas (Md) dos machos
no periodo da amostragem. nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de
2017; mar/17: marco de 2017; mai/17: maio de 2017.

IGS IHS K

Més  Min— Max. Méd Md Min-Méx. Méd Md Min-Max. Méd Md
+ DP + DP + DP

nov/16  0,16-2,43 0,89 0,69 0,67-2,25 1,40 1,34 0,94-1,23 1,09 1,09
+0,73 0,50 +0,07

dez/16  0,55-4,18 2,71 3,01 0,56-1,23 0,88 0,78 1,05-1,30 1,12 1,11
+1,04 0,24 0,07

jan/17 = 1,12-4,10 2,39 240 0,73-1,51 0,98 1,00 0,73-4,10 1,97 1,09
+0,87 0,21 0,20

fev/17 = 0,98-2,20 1,46 1,32 0,83-1,43 1,10 091 1,01-1,38 1,18 1,21
+0,53 +0,30 0,15

mar/17  0,63-1,26 1,03 1,16  0,78-1,42 1,14 1,21 1,07-1,25 1,18 1,18
+0,26 +0,26 +0,08

3.2.1. Avaliagcdo macroscopica

Foram encontrados 4 estados de maturacdo dos testiculos de acordo com os parametros
descritos na tabela 2, nomeadamente: o estado de prematuragédo (PM) (figura 22A), o estado
em maturacdo (EM) (figura 22B), o estado de maturacéo tardia (MT) (figura 22C e C1) e 0

estado de pds-postura ou regresséo (POS) (figura 22D)
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Figura 22 - Classificagdo macroscopica dos varios estados de maturagdo dos testiculos de P. flesus do estuario do rio
Douro; A: Estado de prematuracéo; B: Estado em maturagéo; C e C1: Estado de maturagéo; D: Estado de pds-postura ou
regressao; CE: Canal eferente; T: Testiculo.

Nos meses de estudo, o estado PM foi observado em novembro (n=4), dezembro (n=1) e
janeiro (n=1), salientando-se novembro com a maior propor¢do de machos em estado PM
(25%) (figura 23). O estado EM foi também observado em novembro (n=7), dezembro (n=7)
e janeiro (n=2), com a maior propor¢do no més de dezembro (78%). O estado MT foi
observado no més de dezembro (n=1), janeiro (n=12), fevereiro (n=5) e marco (n=5), obtendo
a maxima proporcdo no més de fevereiro e marco (100%). O estado POS s6 foi detetado no
més de novembro (n=5) (figura 23).
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Figura 23 - Proporcdo de estados de maturagdo dos testiculos de P. flesus para cada més de
amostragem por avaliagdo macroscopica; PM: Estado de prematuracéo; EM: Estado em maturagéo;
MT: Estado de maturagdo; POS: Estado de pés-postura ou regressdo; nov/16: novembro de 2016;
dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017,
abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

3.2.2. Avaliagdo microscopica

Para avaliacdo microscopica dos estados de maturagédo do testiculo, todos os 50 machos

capturados durante o periodo da amostragem foram avaliados.
3.2.2.1. Descricéao do testiculo

De uma forma geral, a morfologia dos testiculos de P. flesus foi semelhante a de outros
teledsteos. Cada lobo era formado por varios l6bulos e rodeado por tecido intersticial. As
células germinativas foram localizadas na parte interior dos l6bulos e maturavam em grupos
dentro dos espermatocistos.
Foram observados quatro estados de células germinativas, nomeadamente:
e as espermatogonias (EPG): células grandes, normalmente acompanhadas por células
Sertoli, sendo possivel observar o citoplasma e nucleo com os nucléolos (figura 24);
e 0s espermatécitos (EPC): células mais pequenas do que EPG e ligeiramente
basofilicas (figura 24);
e 0s espermatideos (EPT): células relativamente mais pequenas e muito mais

basofilicas do que os EPC (figura 25B3); e
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e 0s espermatozoides (EPZ): caraterizados por serem as células mais pequenas e

extremamente mais basofilicas do que o EPT (figura 26C3).

Figura 24 — Alguns aspetos histolégicos das células Sertoli (CS) e de varias células germinativas dos testiculos de P.
flesus; como o citoplasma (c), nicleo (n) com os nucléolos (ncl), espermatogénio (EPG) e o espermatécito (EPC).

Os estados de maturagéo dos testiculos foram avaliados conforme os critérios descritos na
tabela 2. Os individuos foram divididos em 4 estados de maturagéo dos testiculos, conforme
a presenca do estado mais avancado das células germinativas nos testiculos,
nomeadamente: o estado em prematuracédo (PM) (figura 25A1le Al), o estado em maturacdo
(EM) (figura 25B1 e B2), o estado de maturacao (MT) (figura 26C1 e C2) e o estado poés-
postura ou regressao (POS) (figura 24, 26D1 e D2).
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Figura 25 - Avaliagdo microscopica dos estados de maturacao dos testiculos de P. flesus do estuario do rio Douro. Al:
PM (estado de prematuragéo, 200 pm); A2: PM (estado de prematuracéo, 50 um); A3: PM (estado de prematuracéo, 20
pum); B1: EM (estado em maturagéo, 200 pm); B2: EM (estado em maturagéo, 50 um); B3: EM (estado em maturacéo,
20 pm); CS: Células Sertoli; EPC: Espermatécitos; EST: Espermatidios; TC: Tecido intersticial.
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Figura 26 - Continuacéo da avaliagdo microscépica dos estados de maturagao dos testiculos de P. flesus do estuario do
rio Douro. C1: MT (estado de maturagdo, 200 um); C2: MT (estado de maturacéo, 50 um); C3: MT (estado de maturagéo,
20 um); D1: POS (estado pés-postura ou regressédo, 200 um); B2: POS (estado pds-postura ou regresséo, 50 um); B3:
POS (estado pds-postura ou regresséo, 50 um); CE: Canal eferentes; CS: Células Sertoli; EPC: Espermatdécitos; EPG.
Espermatogonias; EST: Espermatideos; EPZ: Espermatozoides; TC: Tecido intersticial.

3.2.2.2. Evolugcdo mensal dos estados de maturacao do testiculo

O estado de PM, caracterizado pela presenca de EPC, foi observado em novembro (n=4),
dezembro (n=1) e janeiro (n=1), salientando-se novembro com a maior propor¢céo de machos
em estado PM (25%) (figura 27). O estado EM, caracterizado pelo EPT, foi também observado

em novembro (n=7), dezembro (n=7) e janeiro (n=2), com a maior propor¢ado no més de
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dezembro (78%). O estado MT, caraterizado por EPT, foi observado no més de dezembro
(n=1), janeiro (n=12), fevereiro (n=5) e marg¢o (n=5), obtendo a maxima propor¢cado no més de
fevereiro e margo (100%). O estado POS, caracterizado por varias células germinativas de

espermatogénese, so foi detetado no més de novembro (n=5) (figura 27).
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Figura 27 - Proporcdo dos estados de maturacdo dos testiculos de P. flesus para cada més de
amostragem classificados por avaliacdo microscépica. PM: Estado de prematuragdo; EM: Estado em
maturagdo; MT: Estado de maturacdo; POS: Estado de pds-postura ou regressao; nov/16: novembro
de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo
de 2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.
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3.2.2.3. Variacao dos indices somaticos com os estados maturagéo

do testiculo
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Figura 28 — Distribuicéo dos varios indices somaticos pelos estados microscopicos de maturagéo do testiculo. IGS: indice
gonodossomatico (A); IHS: Indice hepatossomatico (B); K: Fator de condigdo (C); PM: Estado de prematuracao; EM: Estado
em maturacdo; MT: Estado de maturagéo; POS: Estado de pds-postura ou regresséao.

O IGS dos machos apresentou uma grande variabilidade nos varios estados de maturacdo do
testiculo (figura 28A). Este indice teve os maiores valores médios e das medianas no estado
EM e no estado MT, em comparacdo com os restantes estados de maturacéo (figura 28A,
tabela 14). De modo, o IGS dos machos em estado PM e em estado POS foram
significativamente inferiores (Kruskal-Wallis, H=18,63, p< 0,05) ao IGS dos machos em estado

EM e em estado MT (tabela Q - anexo).

O IHS dos machos de solha apresentou uma grande variabilidade nos varios estados de
maturacao do testiculo, exceto no estado POS (figura 28B). A média e a mediana do IGS
variaram entre 0,91+0,14 e 1,48+0,52 e 1,54 e 0,97, respetivamente, ao longo dos meses de
estudo (tabela 13).(tabela 14). O IHS dos machos nédo apresentou diferencas significativas
(Kruskal-Wallis, H=6,65, p>0,05) nos diferentes estados de maturacdo do testiculo (tabela R

- anexo).
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O fator de condi¢cdo dos machos de solha apresentou baixa variabilidade no estado POS
(figura 28C), sendo o menor valor médio e da mediana em comparacdo com 0s restantes
estados de maturacdo (tabela 14). Os machos em POS apresentam um fator de condi¢céo
significativamente inferior (Kruskal-Wallis, H=9,26, p< 0,05) ao de todos os outros machos

(tabela S - anexo).

Tabela 14 — Nimero de machos e intervalos dos indices somaticos, com as respetivas médias (Méd), desvios padrdes (DP) e
medianas (Md) dos nos vérios estados microscopicos de maturacéo do testiculo. IGS: indice gonodossomatico; IHS: Indice
hepatossomatico; K: Fator de condi¢do; PM: Estado de prematuracdo; EM: Estado em maturagdo; MT: Estado de maturagdo
tardia; POS: Estado de pds-postura ou regressao.
IGS IHS K
n Min-Max Méd Md Min-Max Méd Md Min-Max Méd Md
+DP +*DP *DP
PN 6 0,22-1,85 0,85 0,67  0,78-2,18 1,48 1,54 1,06-1,23 1,13 1,13
+0,62 +0,52 +0,06
EM 16 0,55-4,18 2,31 2,46 0,63-2,25 1,20 1,13 1,01-1,30 1,11 1,09
+1,18 +0,46 +0,01
MT 23 0,63-3,33 1,87 1,80 @ 0,56-1,51 1,02 0,99 0,96-1,38 1,14 1,14
+0,83 +0,26 +0,09
POS 5 0,16-0,92 0,38 0,29 0,67-1,04 0,91 0,97 0,94-1,10 1,02 1,04

0,31 +0,14 +0,06

De acordo com os resultados das correlagbes de Spearman, apenas a avaliacdo
macroscopica dos estados de maturacdo dos testiculos esteve significativamente e
positivamente correlacionada (r=1,00; p<0,05) com avaliagdo microscopica (tabela 15). Todas
as restantes correlacdes significativas apresentam um fator de correlagéo baixo (r<0,05), ndo

sendo, portanto, consideradas.
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Tabela 15 — Fatores de correlacdo de Spearman entre a
avaliagdo microscépica dos estados de maturagdo dos
testiculos e restantes variaveis de estudo.
Classificacao
macroscopica

Indice hepatossomatico -0,36*
indice gonodossomatico -0,15
Fator de condi¢céo -0,14
Classificag@o microscopica 1,00*

*valor significativo (p<0,05)

Todos os estados de maturacdo do testiculo corresponderam os mesmos estados da

classificagdo macroscopicos e microscopica.

3.2.3. 11-Cetotestosterona

No total de 50 machos, apenas nao foi possivel quantificar a concentracdo de 11-KT no
plasma sanguineo de 7 machos, pois os niveis de 11-KT estavam abaixo do nivel de detegdo
do kit Elisa.
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Figura 29 — Evolugdo do valor médio da concentragdo do 11-cetotestosterona (11-KT) com os
respetivos desvios padrdo ao longo dos meses de estudo. nov/16: novembro de 2016 (n=16); dez/16:
dezembro de 2016 (n=9); jan/17: janeiro de 2017 (n=13); fev/17: fevereiro de 2017 (n=2); mar/17
margo de 2017 (n=3); abr: abril de 2017 (n=0) mai/17: maio de 2017 (n=0).

Ao longo dos meses de estudo, a concentragdo de 11-KT no plasma sanguineo dos machos
de solha variou entre 0,16 e 4,24 ng/ml (figura 29, tabela 16). O maior valor médio e da

mediana da concentragdo deste esterdide sexual foi detectado no més de fevereiro de 2017
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(7,96+5,26 ng/ml) e os valores médios e das medianas mais baixos foram observados nos
meses de novembro (2,34+1,81 ng/ml) e dezembro (2,29+1,14 ng/ml) de 2016 (tabela 16). A
concentracdo de 11-KT no plasma sanguineo nos meses de novembro e dezembro foram
significativamente inferiores (Kruskal-Wallis, H=15,90, p< 0,05) as concentracfes de 11-KT

dos machos capturados nos restantes meses de estudo (tabela K - anexo).

Tabela 16 — NUmero de machos e dos intervalos minimos (Min) e
méaximos (Max) do 11l-cetotestosterone (11-KT), com as respetivas
médias (méd), desvio padréo (DP) e medianas (Md) ao longo dos meses
da amostragem. nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016;
jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de

2017.
11-KT (ng/ml)

N Min-Max Méd+DP Med
nov/16 16 0,16-6,21 2,34+1,81 1,98
dez/16 9 0,32-3,98 2,29+1,14 2,34
jan/17 | 13 1,27-10,55 4,98+2,43 5,29
fev/17 2  4,24-11,68 7,9615,26 7,96
mar/l7 | 3 2,78-6,79 4,84+2,01 4,95

Nos varios estados de maturacdo do testiculo, a concentracdo de 11-KT variou entre 0,02 e
11,68 ng/ml (tabela 17). A concentracdo de 11-KT no plasma sanguineo dos machos
apresentou o maior valor médio e da mediana nos machos em estado MT e o menor valor

médio e da mediana nos machos classificados como em estado POS (figura 30 e tabela 17).
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Figura 30 — Evolugéo do valor médio da concentragéo de 11-cetotestosterona (11-KT) com
os respetivos desvios padrdo ao longo dos estados microscopicos de maturagdo. PM:
Estado de prematuragdo; EM: Estado em maturagdo; MT: Estado de maturacéo tardia;
POS: Estado pds-postura ou regressao.

De facto, os machos em estado MT apresentam concentragfes de 11-KT significativamente
superiores (Kruskal-Wallis, H=15,90, p< 0,05) as concentracdes de 11-KT do plasma
sanguineo nos restantes estados de maturacdo (tabela T - anexo). Por outro lado, a
concentracdo de 11-KT dos machos em estado POS foi significativamente inferior (Kruskal-
Wallis, H=15,90, p< 0,05) as concentracfes deste esterdide nos restantes estados de
maturacao do testiculo de solha (tabela T - anexo).

Tabela 17 — Nimero de machos e os intervalos (Min-Max) do 11-cetotestosterona
(11-KT), com as respetivas médias (Méd), desvios padrdes (DP) e medianas (Md)
nos varios estados microscopicos de maturagdo do testiculo; PM: Estado de
prematura¢do; EM: Estado em maturacdo; MT: Estado de maturacéo tardia; POS:
Estado pds-postura ou regressao.

11-KT (ng/ml)

n Min-Max Méd+DP Md
PM 6 1,15-6,21 2,80+£1,96 2,12
EM 16 0,31-5,48 2,74+1,46 2,57
MT 16 1,32-11,68 5,54+2,65 5,12

POS 5 0,16-2,07 0,78+0,8 0,46
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De acordo com os resultados das correlacdes de Spearman, todas as correlacdes, apesar de
algumas serem significativas, apresentam um fator de correlacéo baixo (r<0,05), ndo sendo,

portanto, consideradas, exeto o K (tabela 18).

Tabela 18 — Fatores de correla¢cdes de Spearman entre 11-
cetotestosterona (11-KT) e restantes variaveis nos machos.

11-KT (ng/ml)

Comprimento total 0,34*
Peso total 0,40*
indice hepatossomatico 0,21
indice gonodossomatico 0,30
Fator de condicao 0,53*
Classificacdo macroscopica 0,11
Classificagc@o microscopica 0,11

*valor significativos (p<0,05)

3.3. Determinacao da época de postura

Segundo o método de lles, pela classificacdo microscépica, a época de postura das fémeas
de solha no estuério do rio Douro comegou no més de janeiro, quando 60% das fémeas se
encontrava no estado de pré-postura. Por outro lado, ndo foi possivel determinar o fim da
época de postura, uma vez que no ultimo més de estudo (maio) ainda nao havia mais de 50%
de fémeas no estado de pos-postura. Nos machos, a época de postura comegou também em
janeiro, altura em que 80% dos machos estava em estado MT (estado de postura) (tabela 19).
Tal como nas fémeas, também néo foi possivel determinar o fim da época de postura, uma
vez que em marco, o ultimo més em que foram capturados machos no estuério do rio Douro,

nenhum macho se encontrava no estado pés-postura.
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Tabela 19 — Evolucéo mensal da proporgéo do nimero de fémeas e de machos no estado de pré-postura
ou postura e pés-postura, através da classificagdo microscépica dos estados de maturagéo das génadas.
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017,
mar/17: margo de 2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

Fémeas Machos

Pré-postura Pés-postura Postura Pés-postura
nov/16 0% 0% 0% 31%
dez/16 0% 0% 11% 0%
jan/17 60% 0% 80% 0%
fev/17 69% 8% 100% 0%
mar/17 22% 33% 100% 0%
abr/17 60% 20% -
mai/17 50% 25% - -

Através da classificagdo macroscopica, a época de postura das fémeas de solha no estuario
do rio Douro comec¢ou no més de dezembro e acabou no més de abiril, quando mais de 50%
das fémeas se encontrava no estado de pés-postura (tabela 20). No caso dos machos, a
época de postura comecou no més de janeiro e ndo foi possivel determinar o fim da época,
uma vez que em nenhum dos meses de estudo houve mais de 50% de machos em estado de

pés-postura (tabela 20).

Tabela 20 — Evolucéo mensal da proporgéo do nimero de fémeas e de machos no estado de pré-postura
ou postura e pos-postura, através da classificagdo macroscopica dos estados de maturagdo das
génadas. nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17:
fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

Fémeas Machos

Pré-postura Pés-postura Postura P6s-postura
nov/16 0% 0% 0% 31%
dez/16 75% 0% 11% 0%
jan/17 93% 0% 80% 0%
fev/17 96% 2% 100% 0%
mar/17 58% 27% 100% 0%
abr/17 27% 68% -
mai/17 20% 7% - -

Nas fémeas, foi possivel determinar o inicio da época de postura utilizando valores de IGS do
E> como indicadores do estado de maturacdo. Assim, o estado de pré-postura foi determinado

com base no valor médio de cada parametro no estado VITT (14,97 para o IGS e 51,22 ng/ml
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para o E»), tendo-se calculado a propor¢cédo de fémeas com o 1GS=14,97 e E»=51,22 ng/ml
para cada més de estudo (tabela 20). No entanto, ndo foi possivel determinar o fim da época,
porgque o valor médio destes indices no estado pds-postura (indicativos do fim da época) ndo
foram significativamente diferentes em relagdo aos outros estados de maturacédo do ovario,
pelo que ndo foi, por isso, considerado como distintivo do estado de pds-postura. Os
resultados mostraram que nao foi possivel determinar o inicio da época de postura com base
no IGS, porque em nenhum més de estudo foram observadas mais de 50% da populacdo com
valores de 1GS=14,97. Em relacéo ao E», a época de postura comegou no més de maio, altura
em que foram observadas 50% de fémeas com concentracdo de E»>251,22 ng/ml (tabela 21).

Tabela 21 - Evolugéo mensal da propor¢éo do nimero de fémeas (n) com
0 IGS 1GS=14,97 e do E2>51,52 ng/ml em cada més de estudo, no estado
pré-postura. nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016;
jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017;
abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

Pré-postura

1GS=14,97 E>=51,52 ng/mi
n n
nov/16 12 0% 6 0%
dez/16 20 0% 9 0%
jan/17 45 4% 10 10%
fev/l7 | 55 38% 12 17%
mar/17 33 9% 8 25%
abr/17 | 22 0% 5 20%
mai/l7 30 10% 4 50%

Para os machos, so6 foi possivel determinar a época de postura através da concentracao de
esteroides sexuais, pois 0 IGS dos machos em estado MT ou em estado POS de maturacdo
nado foi significativamente diferente (Kruskal-Wallis, H=18,63, p< 0,05) do IGS dos machos
nos restantes estados de maturacdo do testiculo (ver pagina 57). Por outro lado, a
concentracao de 11-KT no estado MT (5,21 ng/ml) e no estado POS do testiculo (0,78 ng/ml)
foi significativamente diferente em relacdo aos outros estados de maturagdo do testiculo.
Assim, todos os machos com 11-KT=5,21 ng/ml foram classificados em estado de postura e
0os machos com 11-KT<0,78 ng/ml foram classificados como em pds-postura. Deste modo, o
inicio da época de postura comecou no més de janeiro (54%), quando mais de 50% dos
machos apresentavam concentracdo de 11-KT=5,21 ng/ml (tabela 22). E n&o foi detetado o
fim da época de postura, pois ndo se encontrou mais do que 50% dos machos com

concentracdo de 11-KT<0,78 ng/ml.
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Tabela 22 - Evolugdo mensal da proporgéo do nimero de machos (n) com 11-KT=5,21 ng/ml
e <0,78 ng/ml em cada més de estudo, no estado de postura e pbs-postura. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de
2017; mar/17: margo de 2017.

nov/16
dez/16
jan/17
fev/17
mar/17

16

13

Postura
11-KT=5,21 ng/ml

6%
0%
54%
50%
30%

Pés-postura
11-KT=<0,78 ng/ml
25%

0%

0%

0%

0%

65
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4.1. Epoca de postura

Neste estudo, a época de postura de P. flesus do estuario do rio Douro comegou no més de
janeiro e prolongou-se até ao final dos meses de estudo, em ambos os géneros. Apesar da
época de postura nos machos ter comegcado no mesmo més das fémeas (janeiro), as analises
histologicas mostraram que os machos de solha comegaram a maturar um més mais cedo do
que as fémeas. E, tendo em consideracao que para a determinacdo da época de postura se
consideraram os machos em estado de postura (maturacdo) enquanto que para as fémeas foi
considerado o estado de pré-postura (vitelogénico tardio), a antecipacdo da maturacdo dos
machos torna-se ainda mais evidente. Este desfasamento na maturagcdo das gonadas entre
machos e fémeas parece indicar que os machos, depois de maturarem, armazenam 0s
espermatozoides no canal eferente até as fémeas estarem prontas para desovarem. Segundo
alguns autores (Beaumariage, 1973; Summers, 1979) este desfasamento deve-se ao facto da
espermatogénese ser ligeiramente mais rapida do que a oogénese. Noutras espécies de
peixes planos, como é o caso de Limanda limanda, os espermatozoides podem permanecer
um ou dois meses no canal eferente (Htun-Han, 1978c) e, no caso da Pleuronectes
americanus, até um periodo maximo de seis meses (Harmin et al., 1995), até ao ato da

postura.

Existem evidéncias que os machos comecam a migracdo reprodutiva mais cedo que as
fémeas para as zonas de postura (Gibson, 1997). Efetivamente, Janssen et al. (1995)
mostraram que as fémeas de P. flesus passavam grande parte do seu ciclo reprodutivo no
Mar de Wadden e migravam para o Mar do Norte antes de atingirem o estado de maturacéo
do ovario. Pelo contrario, os machos so6 iniciavam a sua migracao para o Mar o Norte, depois
de atingirem o estado de maturagdo do testiculo (Monteiro, 2000). Isto indica que o ciclo
reprodutivo desta espécie é ligeiramente diferente entre 0os géneros sexuais. Os resultados
do presente estudo suportam esta hipotese de as fémeas deixarem o estuario em direcéo as
zonas de postura antes de atingirem o estado de maturacdo do ovario, ao contrario dos
machos que iniciam a sua migrag&o para as zonas de postura j& em estado de maturagéo do
testiculo. Estes resultados também sugerem que a postura desta espécie ocorre fora do
estuario do rio Douro, contrariamente a hipétese levantada por Morais et al., (2011) para o
estuario do rio Minho. Além disso, neste estudo foram detetadas fémeas em pds-postura
(foliculos da p6s-desova) dentro do estuario do rio Douro e durante varios meses da época
de postura (fevereiro a abril) e, ndo foram detetados machos em pdés-postura em nenhum
desses meses. Isto leva a supor que os machos permanecem durante algum tempo nas zonas

de postura, ao contrario das fémeas que parecem regressar logo ao estuario apos a postura.



FCUP 68
Discusséo

Apesar de se terem detetado varias fémeas em pdés-postura em varios meses (fevereiro a
maio) da época de postura, ndo foi possivel determinar o fim da época de postura segundo o
método de lles baseado na classificagcdo microscopica das gonadas, por exemplo: em nenhum
dos meses de estudo foi detetado mais de 50% das fémeas em poOs-postura (com presenca
de foliculos de pds-desova nos ovarios). Isto pode ter sido devido ao niamero de fémeas
analisadas histologicamente (57 fémeas), que foi mais reduzido do que as fémeas
classificadas macroscopicamente (267 fémeas). Segundo a classificacdo macroscopica das
gonadas, a época de postura terminou em abril, quando a maioria das fémeas foi classificada

como estando em pds-postura.

Noutros locais, o inicio da época de postura descrita para P. flesus coincide com a época de
postura neste estudo (janeiro). Por exemplo, no litoral de Aveiro, a época de postura ocorre
entre janeiro e margo (Sobral, 2007). No estudo de Monteiro (2000) (com o principal objetivo
de estudar a evolucao das hormonas esteroides sexuais nos machos e nas fémeas), a época
de postura de P. flesus foi de janeiro a abril no estuéario do rio Douro, com a presenca de
fémeas em estado de pré-postura (ovarios com odcitos vitelogénicos tardios) a partir de
novembro até abril; e com as fémeas em estado de pds-postura (presenca de foliculos de
poés-desova) de fevereiro a maio. No Mar do Norte foram detetados ovos desta espécie entre
0 més de janeiro e abril (Van der Land, 1991). De uma forma geral, o periodo de postura da
espécie ndo parece exceder 0os 3 meses, tal como para Pleuronectes platessa (Ellis and Nash,
1997; Daan et al., 1985; Pommerantz et al., 1981; Daniel and Fleming, 1993).

No estudo de Sobral (2007), o estado de po6s-postura dos machos de P. flesus ocorreu entre
agosto e outubro e foi caraterizado microscopicamente pela presenca de espermatozoides
residuais e de espermatogoénias no testiculo. Neste trabalho, o estado pds-postura dos
testiculos de P. flesus foi caracterizado pela presenca de espermatozoides residuais, com
varias células germinativas da espermatogénese (espermatogonias, espermatécitos e
espermatideos) e foi detetado apenas no més de novembro. A presenca de varias células
germinativas no testiculo numa espécie sazonal (Mafianos et al., 2008), como é o caso da P.
flesus (Janssen et al., 1995) e Hippoglossus hippoglossus (Murua and Saborido-Rey, 2003)
ndo é comum. No entanto, esta situagéo foi também observada por Monteiro (2000) no Mar
de Wadden. Neste estudo, os testiculos de P. flesus, com as varias células germinativas do
testiculo foram caracterizados como um possivel estado de pés-postura, tal como no estudo

de Weltzien et al., (2002) em Hippoglossus hippoglossus.
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Neste estudo, a classificacdo macroscopica dos estados de maturacdo das génadas mostrou
ser um bom indicador para determinar a época de postura de P. flesus. A elevada
concordancia entre os estados de maturacdo determinados macroscopicamente e
microscopicamente pode ter sido consequéncia do pequeno numero de estados utilizados
para determinar a maturacdo das goénadas (Gerritsen and McGrath, 2006). No entanto,
segundo o método de lles baseado na avaliacdo macroscopica, o inicio da época de postura
das fémeas comecou mais cedo (dezembro) em comparacdo com a classificacdo
microscépica (janeiro), uma vez gque 0S OVArios entre estes meses ndo apresentaram
diferencas morfolégicas evidentes do ponto de vista macroscopico. Dos indices sométicos
estudados, apenas o IGS das fémeas apresentou um padrdo concordante com a época de
postura pela classificacdo macroscopica, aumentando a partir do més de janeiro e
apresentando o menor valor no més de abril, quando terminou a época de postura. Estes
resultados parecem indicar que o IGS constitui um bom indicador para determinacao do inicio
da época de postura, mas nao foi 0 mais evidente da época exata de postura. Pela andlise
histolégica, verificou-se que apesar do IGS aumentar a partir no més de dezembro, nessa
altura ndo foram detetadas fémeas com o estado vitelogénico tardio, segundo a classificacéo

microscopica.

Neste trabalho testou-se a utilizacdo de outros pardmetros para além do estudo histologico
das génadas como indicadores da época de postura. Nas fémeas, testou-se o0 IGS e a
concentracdo de E; no estado de pré-postura (vitelogénico tardio); e nos machos a
concentracdo de 11-KT no estado de postura e no estado de pos-postura. O IGS nos machos
nao foi utilizado para determinar a época de postura, porque este indice somatico nao
aumentou com a concentragdo de 11-KT ao longo dos estados de maturacdo (a nivel
histol6gico) do testiculo, tal como observado no estudo de Harmin et al. (1995) em
Pleuronectes americanus. Contrariamente, nas fémeas, o IGS aumentou com a concentracado
de E», o que esta de acordo com outros estudos (Harmin et al., 1995; Sol et al., 1998; Ribeiro,
2002). Contudo para as fémeas, nem o IGS nem a concentracdo de E, no estado pré-postura
(vitelogénese tardia) foram considerados como bons indicadores para determinar a época de
postura, porque a época de postura determinada por estes parametros ndo coincidiu com a
época determinada microscopicamente. No caso dos machos a concentracdo de 11-KT no
estado de postura (maturacéo) foi um bom indicador para determinar o inicio da época de
postura, porque a propor¢ao de machos com a concentracao deste esteroide sexual ho estado
de postura (maturagéo) foi superior a 50% no més de janeiro. A elevada variabilidade na
concentracdo de E> (0,32 a 127,49 ng/ml) detetada em fémeas classificadas como em estado
pré-postura (vitelogénico tardio) pode explicar porque este parametro ndo foi um bom

indicador do inicio da época de postura. De facto, esta variagdo da concentracao de 11-KT no
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estado de postura (maturacdo) (1,32 a 11,68 ng/ml) foi mais pequena nos machos do que a
observada para as fémeas. Futuramente, a concentracdo de de 11-KT no estado de postura
(maturacéo) poderdo ser um bom indicador ndo invasivo para determinar a época de postura,
uma vez que ao contrario dos outros parametros analisados neste estudo, ndo requerem o

sacrificio do animal.

4.2. Maturacédo das gbnadas

A maturacgdo das gonadas de P. flesus em ambos os géneros sexuais foi semelhante a outras
espécies de peixes planos, tal como: Pleuronectes platessa (Doran, 2011), Limanda limanda
(Htun-Han, 1978b), Solea solea (Ramsay and W.itthames, 1996; Ribeiro, 2002) e
Hippoglossus hippoglossus (Weltzien et al., 2002). A nivel macroscopico, esta espécie
apresentou caracteristicas morfoldgicas (cor, tamanho e volume) muito semelhantes a P.
platessa, no entanto ndo apresentou 0 mesmo numero de estados de maturagdo do ovario

segundo as duas classifica¢des utilizadas (macro e microscopica).

Ao contrario de outros estudos (Htun-Han, 1978bc; Weltzien et al., 2002; Doran, 2011), o
estado imaturo ou virgem das gonadas nao foi considerado neste estudo, uma vez que s6

foram analisadas solhas adultas.

A nivel macroscépico, os ovarios das fémeas de P. flesus neste estudo foram classificados
em 5 estados de maturacéo diferentes, enquanto que a nivel histolégico foram descritos 6
estados de maturacao do ovario. No estudo de Doran, (2011) com fémeas de P. platessa, os
ovarios foram classificados macroscopicamente em 6 estados de maturacéo (sem contar com
0 estado imaturo ou virgem), assim como a classificacdo microscopica, com 6 estados de
maturacao do ovario. A nivel macroscopico néo foi possivel neste estudo descriminar ovarios
com od@citos vitelogénicos dos ovarios com odcitos vitelogénicos tardios, sendo que foram
considerados como equivalentes, uma vez que ndo apresentavam evidéncias morfolégicas
claras (cor, tamanho e volume do ovario) que os permitisse diferenciar, tal como no estudo de
Htun-Han, (1978b) com fémeas de Limanda limanda. A nivel macroscoépico, o estado pds-
desova nos ovarios de P. platessa foi confundido com o estado de imaturo ou virgem da
classificacdo microscopica (Doran, 2011). O facto deste estudo ndo ter analisado juvenis,
evitou este tipo de confusdo entre estados imaturo e pés-desova, estado este que foi

coincidente em ambas classificagdes (macro e microscopicamente) utilizadas.
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Os testiculos de P. flesus foram classificados em 4 estados de maturacdo do testiculo, em
ambas as classificacbes utilizadas. Num estudo em P. platessa, os testiculos foram
classificados em 5 estados de maturacao (sem contar com 0 estado imaturo ou virgem) em
ambas as classificacdes (macro e microscépica) (Doran, 2011), em que o estado de preé-
postura foi classificado quando o testiculo apresentava espermatozoides revestidos por uma
camada de tecido conjuntivo e 0 estado de postura (maturacdo) com espermatozoides
desorganizada no testiculo. Neste estudo, o estado de maturacdo do testiculo (estado de
postura) foi caraterizado a nivel histoldégico unicamente pela presenca de espermatozoides, o
gue pode justificar o facto de ndo ter havido diferencas entre a classificacdo macro e
microscopica do estado de maturacao (estado de postura) do testiculo de P. flesus. Existem
evidéncias que quanto menor for o nimero de estados de maturacao das génadas, menor €
o risco de se incorrer em erros na classificagdo dos estados das génadas a nivel macroscépico

(Gerritsen and McGrath, 2006), tal como se verificou neste estudo.

4.3. indices somaticos

O indice gonodossomatico (IGS) das fémeas de P. flesus no estuario do rio Douro aumentou
com o inicio da época de postura desta espécie, atingindo o maior valor médio no més de
fevereiro, quando grande parte das fémeas se encontrava no estado vitelogénico tardio do
ovario. A partir do més de marco, o IGS nas fémeas comecou a diminuir, com o0 aparecimento
das fémeas em poOs-postura. Em estudos semelhantes, como € o caso do estudo de Janssen
et al. (1995) e Monteiro (2000), o IGS das fémeas de P. flesus também aumentou nos meses
em que as fémeas apresentaram ovarios com od6citos vitelogénicos tardios e, diminuiu nos
meses em que 0s ovarios apresentavam os foliculos da pds-desova. O acentuado aumento
do IGS nos ovarios desta espécie, assim como noutras espécies de teledsteos (Tyler and
Sumpter, 1996), esta relacionado com a elevada acumulagéo dos granulos de vitelo dentro
do odcito e, a diminuicdo do IGS esté associada a expulsdo dos odcitos maduros no ato da
postura (Tyler and Sumpter, 1996). No caso dos machos, o IGS diminuiu com o inicio da
época de postura, quando grande parte dos machos se encontrava no estado de maturacéo
do testiculo (testiculos com espermatozoides), tal como no estudo de Monteiro (2000) com
machos de P. flesus do Mar de Wadden. Este fendbmeno também foi observado em
Pleuronectes americanus, em que se detetou um decréscimo do IGS coincidente com um
aumento dos espermatozoides nos testiculos (Harmin et al., 1995). O facto do IGS diminuir
com a presenca de espermatozoides nos testiculos, é explicado pelo facto destas células

germinativas ndo terem citoplasma celular e apresentarem um nudcleo bastante condensado
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em comparacdo com o0s espermatideos (Scott et al., 1980), diminuindo assim o peso do

testiculo.

Neste estudo, o indice hepatossomatico (IHS) e o fator de condi¢do (K) nas fémeas de P.
flesus aumentou e também diminuiu apds o inicio da época de postura. No caso dos machos
de P. flesus, com o inicio da época de postura, o IHS aumentou e o K diminuiu. No estudo de
Htun-Han (1978a), o IHS e o0 K nas fémeas de Limanda limanda diminuiu com o inicio da
época de postura, enquanto que o IHS e o K nos machos aumentaram e diminuiram com a
época de postura. O facto do IHS nas fémeas aumentar com o inicio da época de postura,
pode estar associado a formacdo dos granulos de vitelo no figado (Htun-Han, 1978; Lee,
1972). No entanto, os resultados mostraram que ambos os indices ndo apresentaram padrdes
claros de variagdo ao longo da maturacédo das gonadas, ndo sendo assim possivel perceber
de que forma a condi¢éo geral dos individuos (K) e o figado (IHS) foram afetados com o inicio
da época de postura.

4.4. Esteroides sexuais

As fémeas de P. flesus apresentaram as concentragfes mais altas de 17f3-estradiol (E2) no
estado de pré-postura (vitelogénico tardio), assim como no estudo de Monteiro (2000). De
facto, a concentragcdo de E; aumentou com o inicio da época de postura, assim como noutras
espécies de peixes planos (ex.: Pleuronectes americanus (Harmin et al., 1995) e Pleuronectes
vetulus (Sol et al., 1998). O facto da concentracdo de E, aumentar com a maturacdo dos
ovarios esta relacionada com a ativacdo do sistema hipotalamo-hip6fise-ovario durante a

oogénese, principalmente na fase da vitelogénese (Urbatzka et al., 2011).

O 11-cetotestosterona (11-KT) é o esteroide sexual mais abundante na espermatogénese e a
sua concentragdo aumentou gradualmente com a maturacdo do testiculo, apds adquirir o
estado de maturagéo, devido a ativagcdo do sistema hipotalamo-hipdfise-testiculo (Knapp and
Carlsile, 2011). Neste estudo, a concentracdo de 11-KT aumentou com a maturacdo do
testiculo (exceto no estado de pds-postura), registando-se o valor mais alto no estado de
postura (maturagéo do testiculo), tal como observado noutros trabalhos (Monteiro, 2000). Por

outro lado, a concentragédo de 11-KT também aumentou com o inicio da época de postura.
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O presente estudo mostrou que, segundo a classificagcdo microscépica dos estados de
maturacao das gonadas, a época de postura de P. flesus do estuario do rio Douro comecgou
no més de janeiro para ambos 0s géneros sexuais. Através da classificacdo macroscépica, a
época de postura ocorreu entre os meses de dezembro a abril nas fémeas de P. flesus e nos
machos a época de postura comecou no més de janeiro. Dentro do estuario do rio Douro, ndo
foram detetadas fémeas em estado de maturacdo do ovario (postura) e os machos
desapareceram depois de atingirem o estado de maturacdo do testiculo (postura). O IGS
parece constituir um bom indicador da maturacéo dos ovarios, mas ndo para a maturagdo dos
testiculos. A concentracdo da 11-KT aumentou com o inicio da época de postura (janeiro),
salientando a potencial utilizacdo deste parametro ndo invasivo para a determinacao do inicio

da época de postura de P. flesus.

Neste estudo ficaram algumas questdes por validar sobre o ciclo reprodutivo desta espécie,
nomeadamente:
e Periodo de armazenamento de espermatozoides nos canais condutores de esperma
até ao ato da postura;
o Se as fémeas estdo presentes unicamente nas zonas adjacentes no estuario quando
0 ovario atinge o estado de maturacéo e se realmente maturam fora do estuario;
e Se nas zonas adjacentes ao estuario 0s machos se encontram unicamente com 0
estado de maturagéo do testiculo; e
e Determinar o fim do periodo da época de postura pela classificagdo microscépica dos

estados de maturacao das génadas.

A identificacdo exata dos locais para a reproducdo desta espécie migratéria, assim como
noutras espécies migratorias € importante para a conservacdo da natureza, para gestédo

sustentavel das pescas e o ordenamento dos espacos marinhos (Orio et al., 2017).
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Tabela A - Resultados do teste de Dunn no comprimento total das fémeas de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr/17:
abril de 2017; mai/17: maio de 2017.
abr/17 dez/16 fev/17 jan/17 mai/l7 mar/17

dez/16 2,70*

fev/17 0,28 -2,92*

jan/17 -0,20 -3,29* -0,61

mai/l7  -1,06 -3,92* -1,62 -1,04

mar/17  2,51* -0,50 2,82* 3,24~ 3,92*

nov/16  3,42* 1,08 3,63* 3,93* 4,46* 1,59
*p<0,05

Tabela B - Resultados do teste de Dunn no peso total das fémeas de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:

novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de 2017; abr/17:
abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

abr/17 dez/16 fev/17 jan/17 mai/l7 mar/17
dez/16 2,29*

fev/17 -1,63 -4,28*

jan/17 -1,27 -3,85* 0,41

mai/l7 -0,38 -2,82* 1,34 0,94

mar/17 1,70* -0,84* 3,99* 3,48* 2,28*

nov/16 2,66* 0,68 4,28* 3,95* 3,10* 1,44
*p<0,05

Tabela C - Resultados do teste de Dunn no indice gonodossomatico das fémeas de solha ao longo dos meses de amostragem.
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de
2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

abr/17 dez/16 fev/17 jan/17 mai/l7 mar/17
dez/16 2,04*

fev/17 -4,30* -6,57*

jan/17 -2,30* -4,57* 2,43*

mai/l7 2,04* -0,20 7,30* 4,97*

mar/17 0,09 =7 LsF 5,04* 2,72* -2,17*

nov/16 2,98* 1,20 6,76* 5,13* 1,45*% 3,09*

*p<0,05
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Tabela D - Resultados do teste de Dunn no indice hepatossoméatico das fémeas de solha ao longo dos meses de amostragem.
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de
2017; abr/17: abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

abr/17 dez/16 fev/17 jan/17 mai/l7  mar/1l7
dez/16 1,55
fev/l7  -4,08* -578*
jan/17  -2,68* -4,38* 1,65*
mai/l7 -4,29* -583* -0,76 -2,14*
mar/17  -0,90 -2,57*  3,55* 1,96* 3,78*
nov/16 0,39 -0,93 3,68* 2,58* 3,94* 1,16
*p<0,05

Tabela E - Resultados do teste de Dunn no fator de condigdo das fémeas de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr/17:
abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

abr/17 dez/16 fev/17 jan/17 mai/l7 mar/1l7
dez/16 -1,06
fev/l7  -5,18* -3,75*
jan/17  -2,77*  -1,46 2,92
mai/l7 1,32 2,42* 7,39* 4,63*
mar/17 -2,25*  -1,03 3,12* 0,44 -3,93*
nov/16 -1,70*  -0,77 2,19* 0,34 -2,87* 0,03
*p<0,05

Tabela F - Resultados do teste de Dunn no 173-estradiol das fémeas de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017; abr/17:
abril de 2017; mai/17: maio de 2017.

abr/17 dez/16 fev/17 jan/17 mai/l7 mar/l7
dez/16 1,37
fev/17 -0,25 -2,03*
jan/17 -0,25  -1,95* 0,00
mai/l7 0,23 -1,01 0,50 0,49
mar/17 0,15 -1,39 0,49 0,47 -0,11
nov/16 1,12 -0,15 1,63 1,58 0,81 1,10
*p<0,05

Tabela G - Resultados do teste de Dunn no comprimento total dos machos de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017.

dez/16  fev/17  jan/17 mar/17
fev/17 0,10
jan/17  -1,34 -1,20
mar/17  2,32* 1,96* 3,61*
nov/17 0,41 0,23 2,05* -2,20*
*p<0,05
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Tabela H - Resultados do teste de Dunn no peso total dos machos de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017.

dez/16 fev/17 jan/17 mar/17
fev/17 -0,08
jan/17 = -1,02 -0,74
mar/17  2,13* 1,95* 3,14*
nov/17 0,54 0,53 1,82  -1,88*
*p<0,05

Tabela | - Resultados do teste de Dunn no indice gonodossomatico dos machos de solha ao longo dos meses de amostragem.
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de

2017.
dez/16 fev/17 jan/17 mar/17
fev/l7  1,87*
jan/17 0,54 -1,58
mar/17  2,56* 0,61 2,32*
nov/17  4,06* 1,27 4,08* 0,52
*p<0,05

Tabela J - Resultados do teste de Dunn no indice hepatossomatico dos machos de solha ao longo dos meses de amostragem.
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de

2017.
dez/16 fev/17 jan/17 mar/17
fev/l7  -0,98
jan/17  -0,76 0,43
mar/17 -1,52 -0,48 -1,02
nov/17 -2,78*  -1,20 -2,33*  -0,61
*p<0,05

Tabela K - Resultados do teste de Dunn no fator de condigdo dos machos de solha ao longo dos meses de amostragem. nov/16:
novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: marco de 2017.

dez/16 fev/17 jan/17 @ mar/17
fev/17 -0,62
jan/17 0,56 1,12
mar/17  -1,28 -0,59 -1,84
nov/17 0,81 1,34 0,29 2,06
*p<0,05
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Tabela L - Resultados do teste de Dunn no 11-cetotestosterone dos machos de solha ao longo dos meses de amostragem.
nov/16: novembro de 2016; dez/16: dezembro de 2016; jan/17: janeiro de 2017; fev/17: fevereiro de 2017; mar/17: margo de
2017.

dez/16 fev/17 jan/17 mar/17
fev/l7  -2,09*%

jan/17 = -2,69* 0,62

mar/l7 -1,86* 0,44  -0,11
nov/17 -0,05  2,16* 3,07 -0,11
*p<0,05

Tabela M - Resultados do teste de Dunn no indice gonodossomatico das fémeas de solha ao longo dos vérios estados de

maturagdodo ovario. REP: Estado de Repouso, PRE: Estado prévitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico
tardio; POS: Estado de pos-desova.

REP PRE VIT VITT
PRE -1,28
VIT -2,85* -1,54
VITT -5,87*  -455*  -3,12*
POS -1,50 -0,36 0,98 3,50*
*p<0,05

Tabela N - Resultados do teste de Dunn no indice hepatossoméatico das fémeas de solha ao longo dos varios estados de

maturagdodo ovario. REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-vitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado
vitelogénico tardio; POS: Estado de pds-desova.

REP PRE VIT VITT
PRE -0,22

VIT -1,17 -0,96
VITT -3,11* -297* -2,10*

POS -092 -0,74 0,07 @ 1,71
*p<0,05

Tabela O - Resultados do teste de Dunn no fator de condi¢cdo das fémeas de solha ao longo dos vérios estados de maturagaodo

ovario. REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-vitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico tardio; POS:
Estado de pos-desova.

REP PRE VIT VITT
PRE 0,51

VIT -0,69 -1,27
VITT -1,16 -1,83* -0,46

POS 1,60+ 1,17 2,35  291*
*p<0,05
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Tabela P - Resultados do teste de Dunn no 17(3-estradiol das fémeas de solha ao longo dos varios estados de maturagdodo
ovério. REP: Estado de Repouso, PRE: Estado pré-vitelogénico; VIT: Estado vitelogénico; VITT: Estado vitelogénico tardio; POS:
Estado de pés-desova.

REP PRE = VIT | VITT
PRE  -0,64

vIT  -1,61 -0,91

VITT  -4,65* -387* -3,18*

POS -031 028 114  3,80*
*p<0,05

Tabela Q - Resultados do teste de Dunn no indice gonodossomaético dos machos de solha ao longo dos vérios estados de
maturagaodo testiculo. PM: Estado de prematuragdo; EM: Estado em maturagéo; MT: Estado de maturagéo tardia; POS: Estado
de pds-postura ou repouso.

PM EM MT
EM -2,80*
MT -2,24* 0,96
POS 0,90 3,68* 3,19*

*p<0,05

Tabela R - Resultados do teste de Dunn no indice hepatossomatico dos machos de solha ao longo dos vérios estados de
maturagaodo testiculo. PM: Estado de prematuragao; EM: Estado em maturagdo; MT: Estado de maturagao tardia; POS: Estado
de pds-postura ou repouso.

PM EM MT
EM 1,24
MT 2,08* 1,10
POS 2,27* 1,53 0,86
*p<0,05

Tabela S - Resultados do teste de Dunn no fator de condi¢cao dos machos de solha ao longo dos varios estados de maturagdodo
testiculo. PM: Estado de prematuracdo; EM: Estado em maturagéo; MT: Estado de maturacdo tardia; POS: Estado de pos-
postura ou repouso.

PM EM MT
EM 0,81
MT -0,02 -1,22
POS 2,37* 2,05* 2,93*
*p<0,05
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Tabela T - Resultados do teste de Dunn no 11-cetotestosterone dos machos de solha ao longo dos varios estados de
maturagdodo testiculo. PM: Estado de prematuragdo; EM: Estado em maturagéo; MT: Estado de maturagéo tardia; POS: Estado
de pds-postura ou repouso.

PM EM MT
EM 0,03
MT  -2,26* -3,10*
POS 1,67+ 194* -310
*p<0,05



