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5. PROTOCOLO DE AMOSTRAGEM DE GONADAS PARA AVALIACAO DO RACIO
SEXUAL

Este protocolo destina-se a amostrar génadas de enguias amarelas para realizar analises moleculares e
histoldgicas, quando ndo é possivel identificar o sexo através da analise macroscépica. A sua implementacado
deve ser aplicada a enguias com comprimento compreendido entre 20 e 30 cm (mas algumas enguias < 30
cm podem possuir gdnadas suficientemente desenvolvidas para uma identificacdo macroscdpica do sexo).

Logo apds a sua morte, deve dissecar as enguias e inspecionar as suas génadas.

5.1. Observacao macroscopica

Nas enguias amarelas de maiores dimensdes e, em particular, nas enguias prateadas, é facil determinar o
sexo (Fig.1):
e Os ovarios podem ser identificados pela presenca de dobras transversais que, quando a génada
estd mais desenvolvida, dividem as génadas em muitos compartimentos alongados;
e Ostesticulos podem ser identificados pela presenca de l6bulos individuais, que estdo ligados a parte
dorsal da génada.
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Figura 1. Locallzagdo e aspeto macroscopico de um ovario e um testiculo na cavidade abdominal de uma fémea e um macho de
enguia.

A distincdo morfoldgica entre testiculo e ovario é, no entanto, dificil nas enguias amarelas de pequenas
dimensdes porque é comum encontrar génadas indiferenciadas ou intersexuais (Beullens et al., 1997;). Uma
vez que o objetivo final é distinguir fémas de machos, quando se procede a identificacdo do sexo dos
individuos, as trés categorias (indiferenciado, macho e fémea), podem reconhecer-se observando a Fig.2. A
separacdo entre Iébulos (3) ndo deve ser usada como critério para identificacdo dos machos
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Figura 2. Aspeto morfolégico das gdnadas de enguia: Indiferenciado (1 e 2) ou intersexual (3); Macho (4); Fémea (5 e 6) (adaptado
de Beullens et al., 1997).

Se a andlise macroscopica ndo permitir a identificacdo do sexo das enguias amarelas, as génadas devem ser
removidas para analise posterior (ver Fig.3 e sec¢do 5.2.).
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Figura 3. Amostragem de génadas numa enguia juvenil.
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5.2. Analise molecular e histoldgica
Devem adotar-se os seguintes procedimentos:

A- Analise molecular

— Usar pequenas gotas de uma solucdo de RNA later para limitar a degradacdo de RNA e tornar a
gonada mais visivel in situ, durante a dissecc¢do;

— Colocar imediatamente uma das génadas ( a primeira que extrair, geralmente a esquerda) num
eppendorf de 1,5 ml com uma solucdo de RNA later;

— Manter os eppendorfs a baixa temperatura (mas ndo congelar) e incubar pelo menos uma hora
(ou durante a noite) a 4°C;

— Remover RNA later e perfurar a tampa (pequeno orificio) antes de preservar a - 80°C.

B- Analise histoldgica
— Colocar a outra génada numa cassete de processamento de tecidos;
— Mergulhar em Bouin por 1 a3 h;
— Enxaguar 1h com agua;
— Transferir para formol 10%.
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Biometric data
(Comprimento Total - mm; Pesol Total - g; Peso Eviscerado - g)
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