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2. METODOLOGIA

A pouca  representatividade do biqueirão nas descargas em lota efectuadas no nosso País, bem como a inexistência da sua captura em alguns meses do ano, levou a que, para além de se ter recorrido a amostragens grandes, da ordem dos 400 indivíduos nos meses de maior captura junto das lotas de Matosinhos, Espinho, e Afurada, se tivesse recorrido a  pequenas amostras de biqueirão apartado da sardinha na lota de Angeiras, e ainda a amostras recolhidas em Mira pelos serviços do IPIMAR de Aveiro, de forma a que o período de Setembro de 1997 a Setembro de 1998 ficasse, o mais possível, representado.
Sempre que possível, fez-se a análise dos exemplares amostrados após a sua aquisição nos mercados de pesca. Quando o não foi, as amostras foram congeladas e mantidas a temperaturas constantes para posterior análise.

2.1.  Amostragem em laboratório

2.1.1. Determinações biométricas

O peso corporal (W) foi medido, com  a aproximação a 0,01 g e o comprimento total (L)  (distância entre a extremidade do rostro e a extremidade posterior da barbatana caudal, (Laevaster, 1967), com a aproximação ao mm.

Com base na descrição de Andreu (1950), (in Ribeiro, 1991) foi ainda registado o sexo, a partir do aspecto macroscópico das gónadas,  atendendo às seguintes características:

· Os ovários são geralmente mais escuros, sobretudo na sua face interna, mais flácidos e com dois lobos nítidos; na parte posterior os dois ovários encontram-se fundidos num único ducto que comunica com o poro genital.

· Cada testículo apresenta, no terço posterior do bordo interno, um ducto deferente muito fino.

2.1.2. Estado de desenvolvimento sexual

O estado de desenvolvimento sexual, começou por ser determinado atendendo ao aspecto macroscópico das gónadas, de acordo com os dados da tabela 4 (adaptada de Lopez, 1991) .                 

ESTADO
FÊMEAS
MACHOS

I- Imaturo
Ovários pequenos, translúcidos ou rosados, já com formato tubular, oócitos invisíveis.
Testículos muito pequenos, difíceis de detectar, translúcidos ou rosados, achatados.

II- em início de maturação ou em recuperação
Ovários maiores, translúcidos, ocupando cerca de ½ da cavidade abdominal, oócitos invisíveis.
Testículos maiores, esbranquiçados, achatados.

III- em maturação avançada e em pré-desova
Ovários muito grandes, ocupando cerca de 2/3 da cavidade abdominal, aspecto granular, amarelado, alaranjado ou rosado.
Testículos maiores, ocupando cerca de 2/3 da cavidade abdominal, brancos

IV- desova
Ovários túrgidos, ocupando mais de 2/3 da cavidade abdominal, alaranjados, com vasos sanguíneos superficiais e grandes oócitos, muitos deles translúcidos (hidratados).
Testículos com aspecto semelhante ao estado anterior, maiores e com aspecto mole, escorrendo esperma quando comprimidos.

V- pós-desova
Ovários com aspecto sanguinolento, apresentando-se como sacos esvaziados
Testículos com aspecto flácido e sanguinolento

Tabela 4 – Escala de estados de maturação de E. encrasicolus baseada em características macroscópicas das gónadas (adaptado de Lopez, 1991)

A um total de  1496 exemplares de biqueirão, escolhidos aleatoriamente das diferentes  amostragens, determinou-se o peso dos mesmos exemplares sem vísceras (We) e o peso das respectivas gónadas (Wg), com aproximação às centésimas do grama.

2.2. Índice gonadossomático

Um método muito comum de acompanhar a actividade gonadal e de  estudar a época  de reprodução, é o cálculo do índice gonadossomático (IGS), podendo-se utilizar as expressões: 

IGS= 100* Wg / We

IGS= 100*Wg / W

em que Wg é o peso das gónadas, We o peso eviscerado e W o peso total dos peixes (Nikolsky, 1963).

Neste trabalho calculou-se o IGS pelas duas expressões.

2.3. Factor de condição

Outro parâmetro, que poderá reflectir a ocorrência da época de reprodução é o  factor de condição (K), proposto por Jones (1976) in Santos (1995), avaliado pela expressão: 

K= 100*W/Lb
Em que W é o peso total (em g), L é o comprimento total (em cm) e b é o coefeciente de regressão  da relação entre os logaritmos naturais de W e L (Ribeiro,1991).

Este factor, dá uma medida da modificação das proporções corporais, ao longo do tempo.

2.4. Recolha e armazenamento das gónadas

Estudos anteriores mostraram não haver diferenças significativas entre diferentes zonas dos ovários nem entre o ovário esquerdo e o direito (Sanz e Uriarte, 1989). Das gónadas escolhidas para análise foram separadas amostras e armazenadas em diferentes fixadores dependendo do seu tratamento posterior. Assim, uma porção destinada a efectuar cortes histológicos foi fixada em  líquido de Bouin; uma outra porção destinada a efectuar cortes histológicos comparativos, foi fixada em  formol tamponado a 10%; outra porção foi fixada em líquido de Gilson para contagem de oócitos (Bagenal e  Braum, 1971; Kartas e Quignard, 1984). 

2.5.  Histologia das gónadas

As gónadas destinadas a análises histológicas foram fixadas em líquido de Bouin e em formol, durante uma semana no mínimo. O processamento das amostras para obtenção de cortes histológicos, envolveu desidratação, impregnação e moldagem de blocos de parafina. Os blocos obtidos foram cortados com o auxílio de um micrótomo, em ténias de 5 a 8 (m de espessura e os cortes, depois de montados em lâmina, foram corados com eosina e  hematoxilina (Hunter e Goldberg, 1980).

 A caracterização dos oócitos foi feita por observação ao microscópio óptico, munido de uma ocular micrométrica, e baseada na descrição da tabela 5. A distinção dos oócitos atrésicos e dos folículos pós-ovulatórios foi feita de acordo com Pertierra Vera (1992) que considera folículos pós-ovulatórios aqueles que apresentam uma estrutura mais ou menos compacta, mantendo ou não, a individualidade celular, conforme a proximidade do momento de desova de cada fêmea analisada e folículos em atresia aqueles em que a "zona radiata" sofreu uma citólise e, no interior, o vitelo se apresenta em degeneração, formando pequenos grãos compactos mais ou menos coloridos.

ESTADO
DESCRIÇÃO

I- Imaturo
Oócitos pré-vitelogénico. Forma esférica a oval, núcleo central grande, citoplasma fortemente corado com a técnica utilizada, surgindo nos estados mais avançados, uma zona perinuclear granular.

II- Em maturação ou em recuperação
Oócitos pré-vitelogénicos com alguns parcialmente vitelados; o vitelo está inicialmente depositado sob a forma de grânulos ou esferas na periferia do oócito. No folículo distinguem-se duas camadas : uma interna, a granulosa, estratificada com células cúbicas e uma externa, a theca, com uma camada de células muito alongadas e finas.

III- Pré-desova
Oócitos pré-vitelogénicos e parcialmente vitelados, predominando os totalmente vitelados; no início da hidratação do oócito dá-se a migração do núcleo da sua posição central para um dos polos; presença de alvéolos corticais nos mais avançados. Folículos pós-ovulatórios no caso de ter havido posturas anteriores.

IV- Desova
Oócitos hidratados junto com os outros tipos de estados anteriores. Nos oócitos hidratados os grânulos de vitelo fundem-se, o núcleo deixa de ser visível (a membrana nuclear desintegra-se), a granulosa e a theca alongam-se. O chorion torna-se nítido.

Pode haver oócitos atrésicos e folículos pós-ovulatórios, constituídos pela theca e pela granulosa.

V- Pós-desova
Oócitos pré-vitelogénicos e parcialmente vitelados mas ausência de oócitos em estados maduros. Folículos pós-ovulatórios velhos e oócitos atrésicos (em degeneração e reabsorção) abundantes.

 Os oócitos são perfeitamente visíveis através dos ovários; existem numerosos espaços hialinos.

Tabela 5 – Escala de estados de maturação de E. encrasicolus baseada em características microscópicas das gónadas (adaptado de Lopez, 1991).

A percentagem dos oócitos em diferentes graus de maturação foi estabelecida por contagem num total de pelo menos cinco campos do microscópio óptico, com ampliação total de 100 vezes.

As preparações histológicas foram ainda usadas para a determinação do diâmetro dos oócitos em diferentes estados de desenvolvimento. As medições foram efectuadas com um sistema de análise de imagem Leica Qwin500.

2.6.  Determinação do tipo de fecundidade

Para avaliar qual o tipo de fecundidade próprio da espécie em estudo, efectuou-se a análise da variação do diâmetro oocitário, procurando verificar a existência de hiato entre os oócitos de reserva e os oócitos em vitelogénese (Fulton, 1898; Nikolsky, 1963). O método usado baseou-se em esfregaços efectuados com amostras retiradas das gónadas em pre-desova e medindo, com ampliação de 100 vezes, um mínimo de duzentos oócitos, procurando um diâmetro intermédio entre o maior e o menor verificado em cada oócito. 

2.7.  Determinação da Fecundidade 

A fecundidade potencial absoluta pode definir-se como o número de oócitos maturos presentes nos ovários imediatamente antes da desova (Hunter e Leong, 1981) ou o número de oócitos produzidos ou libertados por uma fêmea por ano (Kartas e Quignard, 1984). 

Segundo Hunter e Goldberg (1980) e Laroche e Richardson (1980) (in Hunter et al., 1985) a contagem pode efectuar-se apenas em relação aos oócitos hidratados imediatamente antes da desova ou em relação aos oócitos em vitelogénese com diâmetro superior ao valor do hiato que os separa dos oócitos de reserva, ambos os métodos proporcionando resultados semelhantes. 

Neste trabalho a quantificação da fecundidade total anual efectuou-se segundo o método de contagem dos oócitos em maturação, com diâmetro superior ao tamanho correspondente ao hiato ou limiar de separação. 

Para contagem dos oócitos, usaram-se amostras conservadas em líquido de Gilson, que permite uma boa conservação dos oócitos e uma rápida dissociação, dos tecidos dos ovários. A libertação dos oócitos contidos nas amostras dos ovários para contagem, foi feita com a ajuda de uma agulha de dissecção. A contagem dos oócitos é facilitada pela imersão das amostras numa mistura de água e glicerina, e foi efectuada com um microscópio  óptico munido de um ocular micrométrica (Santos, 1995).

Também se calculou a fecundidade relativa, isto é, o número de oócitos por grama de peso corporal, ou o número de oócitos por g de peso eviscerado, ou o número de oócitos por grama de peso gonadal, ou ainda, o número de oócitos por cm de comprimento do peixe.

 As relações:

- Fecundidade / comprimento

- Fecundidade / peso

permitem avaliar a evolução da fecundação com o crescimento dos indivíduos.

Neste trabalho foram usadas, respectivamente, as seguintes fórmulas:

F = a L b
F = a W b

em que F= fecundidade, L = comprimento e W= peso total (Bagenal, 1966 in Bagenal, 1978).

2.8.  Comprimento de 1ª maturação

O Comprimento de primeira maturação  de uma população pode ser definido como sendo:

- o comprimento em que alguns indivíduos da população estão maduros (Postel, 1955 e Simmons,1969 in Kartas e Quignard, 1984);

- o comprimento em que 100% dos indivíduos da população se encontram maduros (Fontana e Pianet, 1973; Legand, 1960; Stequert, 1976 in Kartas e Quignard, 1984).

- o comprimento em que 50% dos indivíduos da população estão maduros (Batts,1972; Shung, 1973 in Kartas e Quignard, 1984).

A última definição tem sido usada pelos grupos de trabalho do ICES (1992) e foi igualmente usada nos trabalhos consultados sobre Engraulis. Assim, foi também usada neste trabalho.

Para a sua determinação, uma amostragem no momento da desova seria o critério mais apropriado (Kartas e Quignard, 1984). Contudo, segundo Fontana (1969) e Albaret (1977) a desova é um fenómeno bastante fugaz,  nem sempre possível de observar. Além disso os peixes em desova são muitas vezes difíceis de detectar nas descargas devido à sua vulnerabilidade aos engenhos de captura, que induzem a expulsão dos oócitos. 
Para a determinação do comprimento de 1ª maturação, calcularam-se as frequências relativas dos estados de pré-desova e pós-desova para cada classe de comprimento (Holden e Raitt, 1975). Este parâmetro, foi determinado a partir das amostras biológicas da época de reprodução do ano de 1998 (de Maio a Setembro).

Assim,  escolheu-se em conjunto os estados de maturação mais avançados ("III"- em maturação, pré - desova, "IV"- desova e "V"- pós - desova) permitindo eliminar os indivíduos imaturos ("I" +"II").

Posteriormente os dados obtidos foram ajustados a uma curva sigmóide assimétrica por meio do “software” FISHPARM (PRAGER et al., 1987), para determinação do tamanho em que metade dos indivíduos se encontram maduros.
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