ESTIMATION OF SYSTEMATIC ERROR IN STEREOLOGICAL AND NON-STEREOLOGICAL DETERMINATION OF THE SURFACE AREA OF GILLS OF THE RAINBOW TROUT, ONCORHYNCHUS MYKISS
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EXTENDED ABSTRACT ONLY- DO NOT CITE

Although stereological methods have been used for the quantitative evaluation of vertebrate respiratory organs for more than 35 years (Weibel 1963), their application to gills has remained rudimentary (Hughes 1972). Instead, the surface area has been determined from vertical projections of isolated secondary lamellae (SL), sampled from prescribed sites and multiplied by the total number of SL (Hughes 1966). The diffusion distance has been estimated from orthogonal measurements obtained from sections that appeared to pass perpendicularly to the general surface plane of the SL. This method, while intuitively appealing, is contains numerous untestable assumptions and lacks a mathematical foundation. In addition it is applicable only to fish gills that have flat, isolatable SL. Thus, lungfish or other obligatory air-breathers, in which the gills are reduced or otherwise modified, remain unmeasurable. Recently we have developed a morphometric method that employs exclusively mathematically founded stereological techniques and is applicable to gills of any structure (Costa et al., 2000). The stereological methods, however, yield a surface area for trout gills that is approximately double that previously determined using non-stereological methods (Höller S, and Perry, S.F., 2003. Comparison of non-stereological and stereological methods for determination of gill surface area in the rainbow trout, Oncorhynchus mykiss.). Therefore it is neceessary to determine if the present stereological methods or the previously used non-stereological methods are in error. 

Using six rainbow juvenile trout rainbow trout (Oncorhynchus mykiss; MB 43.33g, SD 12.90 ), we tested the hypothesis that the stereological method yields a systematic overestimate of surface area due to significant expansion of methacrylate-embedded tissue after sectioning. On a second group of six trout of similar body mass, we tested the hypothesis that the non-stereological method results in significant underestimation of  the surface area due to diversion of the secondary lamellae from the planar projection model. An index of actual area of the secondary lamellae was compared with one for the area of vertical projections of the same lamellae using intersection counting techniques and methacrylate-embedded tissue.

In the first experiment, significant shrinkage occurred during acetone dehydration (28% of area), but was compensated by expansion of the sections (22.5%), such that no significant difference between the native and sectioned tissue was present (Figure 1). The non-stereological method, however, would underestimate the area by 42%. At is, the actual area was 172% of that measured by the non-stereological method (Figure 2). Considering that the base of the secondary lamellae could be masked by the gill filament and thus escape sampling in the non-stereological method, the systematic underestimate could be even greater. We therefore conclude that the observed factor-of two error lies entirely with the non-stereological method.
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Figure 1. Gill dimensions during the histological process in O. mykiss. Data are presented as mean of six fish ( SD. There wasn’t significant difference between ‘fresh’ and ‘section’.
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Figure 2. Comparison between non-stereological (projected surface) and stereological method (actual surface). Data are presented as mean of five fish ( SD. ‘Fish 6’ is value mean of ‘Fish 1-5”; (*): significant difference.
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Tabelle 0

		Ergebnisse: Einzelmessungen und Mittelwerte

		Kiemenbogen 1 F1-F6										Filament 2 KB 1

		Mittelwerte:										Mittelwerte:

		Mittelwerte vor Entwässerung (vor ent.)		Mittelwerte nach Entwässerung (nach ent.)		Mittelwerte nach Einbettung (nach einb.)						Mittelwerte vor Entwässerung		Mittelwerte nach Entwässerung		Mittelwerte nach Einb.

		5.38		5.21		5.105						5.9		4.88		5.19

		3.98		3.855		3.97						5.67		5.055		5.32

		6.27		5.96		6.26						6.16		4.77		4.89

		5.81		5.86		6.11						6.78		5.28		5.145

		4.27		4.22		4.24						4.64		3.72		3.7

		3.68		3.63		3.44						4.73		4.39		4.11

		Mittelwerte der Mittelwerte (MM):										Mittelwerte der Mittelwerte (MM):

		4.90		4.79		4.85						5.65		4.68		4.73

		ttest vor ent./nach ent.		ttest nach ent./nach einb.		ttest vor ent./nach einb.						ttest vor/nach entw		ttest nach ent /nach einb		ttest vor ent/nach einb

		0.0831747069		0.4488404453		0.6222610188						0.0031377024		0.6649762559		0.0047815893

		MM (nach einb.) / MM (vor ent.)										MM (nach einb.) / MM (vor ent.)

		0.99										0.8369244392

		Schrumpfungsquotient auf Fläche bezogen:		0.98								Schrumpfungsquotient auf Fläche bezogen:		0.7004425169

		Schrumpfung Kiemenbogen 1:		ca. 2 %								Schrumpfung Filament KB 1:		ca. 30 %

		Kiemenbogen 2 F3				Kiemenbogen 2 F4						Filament KB2 F3				Filament KB2 F4

		Einzelmessungen:				Einzelmessungen:						Einzelmessungen:

		Eingebettet und Geschnitten (Eing. Ges.)		Auf Objektträger (OT)		Eing. Ges.		OT				Eing. Ges.		OT		Eing. Ges.		OT

		6.5		6.4		3.6		3.4				5.8		5.7		5.6		5.8

		6.6		6.35		3.7		3.5				5.7		5.8		5.6		5.9

		6.4		6.3		3.7		3.5				5.7		5.75		5.6		5.9

		6.7		6.25		3.7		3.5				5.9		5.8		5.6		5.9

		6.6		6.5		3.6		3.5				5.8		5.8		5.7		6

		6.6		6.4		3.7		3.5				5.8		5.8		5.7		5.9

		6.4		6.3		3.6		3.5				5.9		5.8		5.6		5.9

		6.7		6.35		3.7		3.5				5.7		5.8		5.6		5.9

		6.5		6.35		3.7		3.5				5.8		5.75		5.7		5.9

		6.4		6.4		3.7		3.5				5.7		5.8		5.7		5.9

		Mittelwerte der Einzelmessungen:										Mittelwerte der Einzelmessungen:				Mittelwerte der Einzelmessungen:

		6.54		6.36		3.67		3.49				5.78		5.78		5.64		5.9

		ttest eing. Ges./OT				ttest eing. Ges./OT						ttest eing. Ges./OT				ttest eing. Ges./OT

		0.0023369131				0.0000002807						1				0.0000000671

		Mittelwert(OT) / MW (Eing.Ges.)				Mittelwert(OT) / MW (Eing.Ges.)						Mittelwert(OT) / MW (Eing.Ges.)				Mittelwert(OT) / MW (Eing.Ges.)

		0.9724770642				0.9509536785						1				1.0460992908

		Quotient auf Fläche bezogen:				Quotient auf Fläche bezogen:						Quotient auf Fläche bezogen:				Quotient auf Fläche bezogen:

		0.9457116404				0.9043128986						1				1.0943237262

		Summe der Quotienten auf Fläche bezogen:		1.850024539								Summe der Quotienten auf Fläche bezogen:		2.0943237262

		Schrumpfungsquotient:		0.9250122695								Schrumpfungsquotient:		1.0471618631

		Schrumpfung Kiemenbogen 2:		ca. 7,5 %								Streckung Filament KB2:		ca. 5%

		Schrumpfung/Streckung Kiemenbogen:		7,5 % Schrumpfung

		Schrumpfung/Streckung Filament:		30% - 5%= 25% Schrumpfung

		Legende:

		Signifikante Werte





Tabelle1

		Rohdaten der Kiemen- und Filamentmessungen

		Kiemenbogen												Filament												Kiemenbogen														Filament

		F1KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F1KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F1KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT				F1KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT

		Messung												Messung												Messung														Messung

		1		5.3		5.4		5						1		6		4.7		5.1						1				5.15		5.15								1				6		5.9

		2		5.2		5.2		4.95						2		5.9		4.6		5.2						2						5.2								2						5.9

		3		5.4		5.2		5.1						3		5.8		4.9		5.25						3						4.9								3						5.9

		4		5.3		5.3		5.1						4		6.1		5		5.2						4						5.2								4						5.7

		5		5.3		5.3		5.2						5		6		4.9		5.2						5						5.1								5						5.7

		6		5.4		5.1		5.15						6		5.8		4.9		5.2						6						5.4								6						5.8

		7		5.5		5.1		5.15						7		5.7		4.9		5.2						7						5.3								7						5.8

		8		5.5		5.2		5.1						8		5.9		4.9		5.15						8						5.3								8						5.7

		9		5.5		5.1		5.15						9		5.8		5		5.15						9						5.1								9						5.6

		10		5.4		5.2		5.15						10		6		5		5.25						10						5								10						5.8

		Summe		53.8		52.1		51.05						Summe		59		48.8		51.9						Summe				5.15		51.65								Summe				6		57.8

		Mittelwert		5.38		5.21		5.105						Mittelw		5.9		4.88		5.19						Mittelw				5.15		5.165								Mittelw				6		5.78

		St.A.		0.1032795559		0.0994428926		0.0761941963						St.A.		0.1247219129		0.1316561177		0.0459468292						St.A.						0.1491643389								St.A.						0.1032795559

		Kiemenbogen												Filament												Kiemenbogen														Filament

		F2KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F2KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F2KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT				F2KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT

		Messung												Messung												Messung														Messung

		1		4.1		3.8		3.9						1		5.9		5.1		5.3						1				4.6		4.6								1				5.5		5.6

		2		4		3.85		3.9						2		5.4		5		5.25						2						4.8								2						5.6

		3		3.9		3.8		3.8						3		5.4		5.1		5.2						3						4.8								3						5.7

		4		3.8		3.9		3.95						4		5.6		5.1		5.35						4						4.7								4						5.7

		5		3.9		3.9		4						5		5.7		5.1		5.4						5						4.8								5						5.6

		6		4		3.95		4.05						6		5.9		5.05		5.45						6						4.8								6						5.6

		7		3.9		3.9		4						7		5.4		5.05		5.3						7						4.9								7						5.6

		8		4.1		3.8		4.15						8		5.7		5.05		5.35						8						4.8								8						5.4

		9		4		3.85		4						9		5.9		4.95		5.3						9						4.7								9						5.5

		10		4.1		3.8		3.95						10		5.8		5.05		5.3						10						4.8								10						5.7

		Summe		39.8		38.55		39.7						Summe		56.7		50.55		53.2						Summe				4.6		47.7								Summe				5.5		56

		Mittelw		3.98		3.855		3.97						Mittelw		5.67		5.055		5.32						Mittelw				4.6		4.77								Mittelw				5.5		5.6

		St.A.		0.1032795559		0.0550252467		0.0948683298						St.A.		0.2110818693		0.0497214463		0.0714920353						St.A.						0.0823272602								St.A.						0.0942809042

		Kiemenbogen												Filament												Kiemenbogen														Filament

		F3KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F3KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F3KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT				F3KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT

		Messung												Messung												Messung														Messung

		1		6.5		6		6.2						1		6.1		4.8		4.9						1				6.6		6.6		6.5		6.4				1				5.8		5.8		5.8		5.7

		2		6.3		6.2		6.3						2		6		5		4.8						2						6.5		6.6		6.35				2						6		5.7		5.8

		3		6.4		5.9		6.4						3		6.1		4.9		4.7						3						6.8		6.4		6.3				3						5.9		5.7		5.75

		4		6.2		6		6.2						4		6.1		4.8		4.8						4						6.4		6.7		6.25				4						6		5.9		5.8

		5		6.3		6		6.2						5		6.2		4.7		4.8						5						6.4		6.6		6.5				5						6		5.8		5.8

		6		6.1		5.8		6.2						6		6		4.6		4.9						6						6.3		6.6		6.4				6						5.9		5.8		5.8

		7		6.2		6		6.3						7		6.4		4.7		4.9						7						6.2		6.4		6.3				7						5.9		5.9		5.8

		8		6		5.9		6.2						8		6.2		4.7		5.1						8						6.1		6.7		6.35				8						6.4		5.7		5.8

		9		6.3		5.9		6.3						9		6.3		4.8		4.9						9						6		6.5		6.35				9						6.1		5.8		5.75

		10		6.4		5.9		6.3						10		6.2		4.7		5.1						10						6.1		6.4		6.4				10						6.2		5.7		5.8

		Summe		62.7		59.6		62.6						Summe		61.6		47.7		48.9						Summe				6.6		63.4		65.4		63.6				Summe				5.8		60.2		57.8		57.8

		Mittelw		6.27		5.96		6.26						Mittelw		6.16		4.77		4.89						Mittelw				6.6		6.34		6.54		6.36				Mittelw				5.8		6.02		5.7800000		5.780000

		St.A.		0.1494434118		0.10749677		0.0699205899						St.A.		0.1264911064		0.1159501809		0.1286683938						St.A.						0.2503331114		0.1173787791		0.0699205899				St.A.						0.1751190072		0.0788810638		0.0349602949

		Kiemenbogen												Filament												Kiemenbogen														Filament

		F4KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F4KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F4KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT				F4KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT

		Messung												Messung												Messung														Messung

		1		5.7		5.9		5.9						1		6.9		5.1		5.1						1								3.6		3.4				1								5.6		5.8

		2		5.8		6		6.1						2		6.8		5.3		5.1						2								3.7		3.5				2								5.6		5.9

		3		5.8		5.9		6						3		6.8		5.4		5.1						3								3.7		3.5				3								5.6		5.9

		4		5.7		5.9		6.1						4		6.9		5.2		5.2						4								3.7		3.5				4								5.6		5.9

		5		5.8		5.9		6.2						5		6.9		5.4		5.3						5								3.6		3.5				5								5.7		6

		6		5.9		5.2		6.3						6		6.9		5.3		5.1						6								3.7		3.5				6								5.7		5.9

		7		5.8		5.9		6						7		6.7		5.2		5.15						7								3.6		3.5				7								5.6		5.9

		8		5.8		5.9		6.3						8		6.6		5.3		5.2						8								3.7		3.5				8								5.6		5.9

		9		6		6		6.2						9		6.6		5.2		5.2						9								3.7		3.5				9								5.7		5.9

		10		5.8		6		6						10		6.7		5.4		5						10								3.7		3.5				10								5.7		5.9

		Summe		58.1		58.6		61.1						Summe		67.8		52.8		51.45						Summe								36.7		34.9				Summe		0		0		0		56.4		59

		Mittelw		5.81		5.86		6.11						Mittelw		6.78		5.28		5.145						Mittelw								3.67		3.49				Mittelw		0		0		0		5.64		5.9

		St.A.		0.0875595036		0.2366431913		0.1370320319						St.A.		0.1229272594		0.1032795559		0.0831664997						St.A.								0.0483045892		0.0316227766				St.A.		0		0		0		0.0516397779		0.0471404521

		Kiemenbogen												Filament												Kiemenbogen														Filament

		F5KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F5KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F5KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT				F5KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT

		Messung												Messung												Messung														Messung

		1		4.7		4.2		4.3						1		4.6		3.9		3.5						1														1

		2		4.4		4.1		4.2						2		4.8		4		3.7						2														2

		3		4.1		4.2		4.1						3		4.7		3.7		3.6						3														3

		4		4.5		4.3		4.4						4		4.3		3.7		3.8						4														4

		5		4.4		4.2		4.5						5		4.9		3.6		3.6						5														5

		6		4.1		4.2		4.3						6		4.6		3.7		3.5						6														6

		7		4		4.3		4.1						7		4.5		3.6		3.8						7														7

		8		4.2		4.2		4.1						8		4.7		3.7		3.9						8														8

		9		4.1		4.3		4.2						9		4.7		3.6		3.8						9														9

		10		4.2		4.2		4.2						10		4.6		3.7		3.8						10														10

		Summe		42.7		42.2		42.4						Summe		46.4		37.2		37						Summe														Summe

		Mittelw		4.27		4.22		4.24						Mittelw		4.64		3.72		3.7						Mittelw														Mittelw

		St.A.		0.2213594362		0.0632455532		0.1349897115						St.A.		0.1646545205		0.1316561177		0.1414213562						St.A.														St.A.

		Kiemenbogen												Filament												Kiemenbogen														Filament

		F6KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F6KB1c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Auf OT				F6KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT				F6KB2c		Vor Entw		Nach Entw		Nach Einb.		Eingeb.ges.		Auf OT

		Messung												Messung												Messung														Messung

		1		3.8		3.6		3.5						1		4.6		4.3		4.2						1														1

		2		3.9		3.7		3.4						2		4.9		4.4		4						2														2

		3		3.9		3.7		3.3						3		4.6		4.5		4.1						3														3

		4		3.6		3.7		3.5						4		4.7		4.4		4.1						4														4

		5		3.6		3.6		3.5						5		4.9		4.4		4						5														5

		6		3.6		3.6		3.4						6		4.7		4.4		4.1						6														6

		7		3.5		3.7		3.3						7		4.7		4.3		4.2						7														7

		8		3.6		3.5		3.5						8		4.6		4.3		4.1						8														8

		9		3.6		3.6		3.6						9		4.7		4.5		4.2						9														9

		10		3.7		3.6		3.4						10		4.9		4.4		4.1						10														10

		Summe		36.8		36.3		34.4						Summe		47.3		43.9		41.1						Summe														Summe

		Mittelw		3.68		3.63		3.44						Mittelw		4.73		4.39		4.11						Mittelw														Mittelw

		St.A.		0.1398411798		0.0674948558		0.0966091783						St.A.		0.1251665557		0.0737864787		0.0737864787						St.A.														St.A.





Tabelle2

		Auszählung des ersten Auswertungsansatz:

						Hughes		Pkt*0,75=L								Stereo		Pkt*1,18=L								Summen I:

		F4		I		4		6		4		6		8		13		15		9		8		12		85

				Punkte		6		9		6		9		9		9		9		6		10		8

				L		9		13.5		9		13.5		13.5		10.62		10.62		7.08		11.8		9.44

				I/L		0.44		0.44		0.44		0.44		0.59		1.22		1.41		1.27		0.68		1.27

				I/L *2		0.89		0.89		0.89		0.89		1.19

		F3		I		9		6		8		6		6		8		5		9		13		10		80

				L (Punkt)		13		7		10		9		6		10		6		12		11		7

				L		19.5		10.5		15		13.5		9		11.8		7.08		14.16		12.98		8.26

				I/L		0.46		0.57		0.53		0.44		0.67		0.68		0.71		0.64		1.00		1.21

				I/L *2		0.92		1.14		1.07		0.89		1.33

		F5		I		4		7		7		7		6		4		11		7		8		6		67

				L (Punkt)		6		10		10		12		7		6		9		9		12		6

				L		9		15		15		18		10.5		7.08		10.62		10.62		14.16		7.08

				I/L		0.44		0.47		0.47		0.39		0.57		0.56		1.04		0.66		0.56		0.85

				I/L *2		0.89		0.93		0.93		0.78		1.14

		F2		I		7		6		5		4		7		8		11		18		3		4		73

				L (Punkt)		11		9		8		4		8		10		10		10		4		9

				L		16.5		13.5		12		6		12		11.8		11.8		11.8		4.72		10.62

				I/L		0.42		0.44		0.42		0.67		0.58		0.68		0.93		1.53		0.64		0.38

				I/L *2		0.85		0.89		0.83		1.33		1.17

		F6		I		5		4		7		8		7		10		9		14		9		5		78

				L (Punkt)		9		10		8		9		10		12		8		6		7		9

				L		13.5		15		12		13.5		15		14.16		9.44		7.08		8.26		10.62

				I/L		0.37		0.27		0.58		0.59		0.47		0.71		0.95		1.98		1.09		0.47

				I/L *2		0.74		0.53		1.17		1.19		0.93

						Mittelwert I/L*2:		0.98								Mittelwert I/L:		0.92						Summe aller Messungen:		383

				Hughes/Stereo:				1.06

				Hughes/Stereo für Fläche:				1.12





Tabelle3

		Auszählung des zweiten Auswertungsansatz:

																										Summe

		F4		Hughes		4		2		2		4		2		2		4		4		4		4		32		1.03

				Stereo		8		2		6		6		4		4		6		5		3		7		51		1.85

				Hughes/Stereo		0.50		1.00		0.33		0.67		0.50		0.50		0.67		0.80		1.33		0.57

				H		2		6		4		2		2		2		4		4		2		4		32		1.40

		F3		ST		4		2		4		2		4		3		1		6		5		4		35		1.51

				H/S		0.50		3.00		1.00		1.00		0.50		0.67		4.00		0.67		0.40		1.00

				H		2		4		2		2		4		4		2		2		2		2		26		0.97

		F5		ST		6		5		3		5		4		4		1		3		3		1		35		1.65

				H/S		0.33		0.80		0.67		0.40		1.00		1.00		2.00		0.67		0.67		2.00

				H		4		2		2		2		6		4		4		4		4		2		34		1.35

		F2		ST		8		4		2		2		6		2		7		2		4		2		39		2.33

				H/S		0.50		0.50		1.00		1.00		1.00		2.00		0.57		2.00		1.00		1.00

				H		6		6		2		4		2		2		4		2		4		2.0		34		1.65

		F6		ST		4		4		4		3		6		4		4		6		5		4.0		44		0.97

				H/S		1.50		1.50		0.50		1.33		0.33		0.50		1.00		0.33		0.80		0.50

				Summe Hughes-Treffer (SH):		158

				Summe Stereo-Treffer (SS):		204				1		32.00		51.00

				SH/SS:		0.77				2		32.00		35.00

										3		26.00		35.00

				SH/SS auf Fläche bezogen:		0.59				4		34.00		39.00

										5		34.00		44.00

				Unterschätzung von Hughes gegen Stereo:		ca. 41 %				Mean		31.60		40.80

										SD		3.29		6.80





Tabelle3

		32		35		1.03		1.18

		32		35		1.4		1.51

		26		39		0.97		1.65

		34		44		1.35		2.33

		34		40.8		1.65		0.97
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Tabelle1

				BRÂNQUIAS : Oncorhynchus mykiss												1/19/04

		Animal		Peso (g)		Comprimento (cm)

		1		45		16

		2		25		15

		3		55		17.5

		4		35		15

		5		60		16

		6		40		16.5

		média		43.3333333333		16

		Animal		pós-extração		pós-fixação		pós-tampão		pós-desidratação		pós-incubação		bloco corado		lâmina

		1		59		52		59		44		44		37		46

		2		81		72		66		55		58		38		50

		3		79		70		71		59		52		32		44

		4		65		54		53		47		48		38		42

		5		56		50		51		39		39		29		36

		6		69		65		60		54		53		39		41

		somatório		409		363		360		298		294		213		259

		média		68.1666666667		60.5		60		49.6666666667		49		35.5		43.1666666667

		desvio-padrão		10.2453241367		9.6695398029		7.5894663844		7.5806771905		6.8117545464		4.0373258476		4.7504385762

														pós-extração		68.1666667

														pós-fixação		60.5

														pós-tampão		60

														pós-desidratação		49.6666667

														pós-incubação		49

		Animal		pós-extração		pós-fixação		pós-tampão		pós-desidratação		pós-incubação		bloco corado		lâmina

		1		59		52		59		44		44		37		46

		2		81		72		66		55		58		38		50

		3		79		70		71		59		52		32		44

		4		65		54		53		47		48		38		42

		5		56		50		51		39		39		29		36

		6		69		65		60		54		53		39		41

		somatório		409		363		360		298		294		213		259

		média		68.1666666667		60.5		60		49.6666666667		49		35.5		43.1666666667

		desvio-padrão		10.2453241367		9.6695398029		7.5894663844		7.5806771905		6.8117545464		4.0373258476		4.7504385762

		Animal		pe-pf		pt-pd		pe-pd

		1		11.86		25.42		25.42

		2		11.11		16.66		32.09

		3		11.39		16.9		25.31

		4		16.92		11.32		27.69

		5		10.71		23.52		30.35

		6		5.8		10		21.74

		somatório		67.79		103.82		162.6

		média		11.2983333333		17.3033333333		27.1

		desvio-padrão		3.5366731071		6.2328602316		3.7567752129

		STEVEN

		Animal		pós-extração		pós-incubação		lâmina				pós-extração		68.1666667

		1		59		44		54.7027027027				pós-incubação		49

		2		81		58		76.3157894737				lâmina		59.95044776

		3		79		52		71.5

		4		65		48		53.0526315789

		5		56		39		48.4137931034

		6		69		53		55.7179487179

		somatório		409		294		359.7028655767

		média		68.1666666667		49		59.9504775961

		desvio-padrão		10.2453241367		6.8117545464		11.201283064
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		pós-extração		10.24

		pós-fixação		9.67

		pós-tampão		7.59

		pós-desidratação		7.58

		pós-incubação		6.81
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Tabelle3

				BRÂNQUIAS : Oncorhynchus mykiss

		MATERIAL DE SABINE

		Animal		bloco		lâmina		%

		F1KB1C		67		84		25.37

		F2KB1C		61		79		29.5

		F3KB1C		76		90		18.42				bloco		60

		F4KB1C		75		85		13.33				lâmina		73.5

		F5KB1C		44		55		25

		F6KB1C		37		48		29.73

		somatório		360		441		141.35

		média		60		73.5		23.5583333333

		desvio-padrão		16.2234398325		17.5356779168		6.4772630537
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		bloco		16.22

		lâmina		17.53
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				BRÂNQUIAS : Oncorhynchus mykiss

		Animal		pós-extração		pós-fixação		pós-tampão		pós-desidratação		pós-incubação		bloco corado		lâmina

		1		59		52		59		44		44		67		84

		2		81		72		66		55		58		61		79

		3		79		70		71		59		52		76		90

		4		65		54		53		47		48		75		85

		5		56		50		51		39		39		44		55

		6		69		65		60		54		53		37		48

		somatório		409		363		360		298		294		360		441

		média		68.1666666667		60.5		60		49.6666666667		49		60		73.5

		desvio-padrão		10.2453241367		9.6695398029		7.5894663844		7.5806771905		6.8117545464		16.2234398325		17.5356779168

		Fresh		100

		Fixed		88.75

		Buffer		88.01

		Dehyd.		72.85

		Embed.		71.87

		Section		88.04

		pr		68.16

		pf		60.5

		pt		60

		pd		49.6

		pe		49

		pi		35.5

		la		43.16
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