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Resumo

O cangulo-preto, Melichthys niger, é uma espécie da familia Balistidae, a qual €é
constituida por 11 géneros e 40 espécies. Possuindo uma coloracdo que vai do azul marinho
ao preto, com reflexos verde-metalicos, pode chegar a até 50 cm de comprimento total,
apresentando uma distribuicdo circumtropical. No presente trabalho foram examinados
exemplares de cangulo-preto, obtidos a partir da pesca comercial no Arquipélago de S&o
Pedro e S8o Paulo- ASPSP (00°55'02" N e 29°20'42"W), no periodo de janeiro de 2006 a
maio de 2008. Logo ap06s a captura, os espécimes foram identificados e mensurados, aferindo-
se 0s seus comprimentos total (CT) e padrdo (CP). Em seguida, todos os exemplares foram
dissecados para permitir a coleta do aparelho reprodutor, os quais foram fixados em solucéo
de formol a 10%, tendo sido, entéo, acondicionados em bombonas pléasticas, até a sua chegada
ao laboratorio. No periodo do estudo, foram analisados 777 individuos, dos quais 367 eram
fémeas e 410 eram machos. As fémeas variaram de 19,0 a 32,0 cm de comprimento total, e 0s
machos de 21,0 a 37,4 cm. A partir de andlises histologicas foi possivel verificar que 0s
ovarios de M. niger sdo formados por lamelas ovigeras contendo ovocitos em diferentes graus
de desenvolvimento. Foram identificados cinco diferentes estadgios da ovogénese: células
jovens, ovocitos pré-vitelogénicos (perinucleolares), ovocitos alveolo-corticais, ovodcitos
vitelogénicos, e ovocitos maduros. Além das células germinativas foram também
identificadas algumas estruturas somaticas compondo 0s ovarios: parede ovariana, células
foliculares e os vasos sanguineos. A distribuicdo mensal dos estdgios maturacionais, a partir
das analises dos ovarios, indicou uma maior freqiiéncia de fémeas maduras durante o primeiro

semestre do ano no Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo.

Palavra-chave: Balistidae, ovogénese, maturacdo sexual, IG, tipo de desova



Abstract

The black triggerfish, Melichthys niger, is a fish of family Balistidae, which consists of 11
genera and 40 species. Possessing a coloration ranging from dark blue to black with green
metallic reflections, can reach up to 50 cm in total length, with a distribution
circumtropical. In this work we examined specimens of black triggerfish , obtained from
commercial fishing in the archipelago of Saint Peter and Saint Paul-ASPSP (00 ° 55'02 "N
and 29 20'42" W), from January 2006 to May 2008. Soon after capture, specimens were
identified and measured, which sent up its total length (TL) and standard (CP). Next, all
specimens were dissected to allow the collection of the reproductive system, which were
fixed in formalin 10% and was then packed in plastic drums, until their arrival at the
laboratory. During the study period, 777 individuals were analyzed, of which 367 were
females and 410 were males. Females ranged from 19.0 to 32.0 cm total length, and males
from 21.0 to 37.4 cm. From histological analysis was possible that the ovaries of M. niger
are composed of ovigerous lamellae containing oocytes at different stages of
development. We identified five different stages of oogenesis: young cells, pre-vitellogenic
oocytes (perinucleolar) oocytes, cortical alveolar, vitellogenic oocytes and mature
oocytes. In addition to the germ cells were also identified some somatic structures
composing the ovary: ovary wall, follicular cells and blood vessels. The monthly
distribution of maturation stages, from analysis of ovaries indicated a higher frequency of
mature females during the first half of the year in the archipelago of Saint Peter and Saint

Paul.

Keyword: Balistidae, Oogenesis, sexual maturation, 1G, spawning type
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1. Introducéo

De uma maneira geral, 0s ecossistemas oceanicos insulares costumam abrigar
uma biodiversidade elevada, com um grande nimero de espécies endémicas. Ao longo
da costa nordeste do Brasil, existem quatro conjuntos insulares oceanicos: 0
Arquipélago de Fernando de Noronha, o Arquipélago de Sdo Pedro e Séo Paulo, as
Ilhas de Trindade e Martin Vaz, e o Atol das Rocas. Apesar de suas diferencas,
principalmente no que diz respeito as suas origens geoldgicas, as ilhas oceanicas
brasileiras caracterizam-se por serem ambientes relativamente distantes da costa e, em
geral, de area reduzida em relacdo a sua por¢do emersa (Serafini et al., 2010). Em razéo
do seu isolamento geografico, o percentual de espécies endémicas € alto e a
vulnerabilidade dessas espécies € maior do que nos continentes, devido ao isolamento
geografico e ao espaco fisico restrito e unico (Alves & Castro, 2006; Mohr et al., 2009).

O Arquipélago de S&o Pedro e Sao Paulo (ASPSP), distante cerca de 1.100 km
do litoral do Rio Grande do Norte, é 0 menor arquipélago oceénico em aguas nacionais,
representando o ponto mais avancado do territorio brasileiro no Oceano Atlantico Norte.
O ASPSP é constituido por um pequeno grupo de seis ilhas maiores e quatro menores,
além de diversas pontas de rochas. A area total emersa é de cerca de 7.500 m® e a
distancia entre os pontos extremos é de 420 m (Campos et al., 2005). Apesar de
apresentar condicdes inospitas a vida na sua parte emersa, 0 ASPSP € cercado por uma
rica biodiversidade na parte submersa (Neto, 2009).

Em geral, a fauna de peixes recifais de todas as ilhas oceanicas brasileiras é
bastante rica em namero total de espécies e em numero de espécies endémicas. Segundo
Serafini et al. (2010), entre as ilhas oceanicas brasileiras, 0 ASPSP apresenta a segunda

maior taxa de endemismo, perdendo apenas para o Atol das Rocas.
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Entre as varias familias de peixes recifais e oceanicos que residem ou que
visitam o ASPSP, destaca-se a balistidae, a qual tem como um dos seus principais
representantes o cangulo preto, Melichthys niger. Em funcdo do seu posicionamento
geografico, estrategicamente localizado entre os hemisférios norte e sul e, ainda, entre
0s continentes africano e americano, o0 ASPSP exerce uma forte influéncia no ciclo de
vida de diversas espécies, possuindo uma grande importancia como local de reproducéo
e alimentacdo para varias delas, entre as quais se inclui o M. niger. Entretanto, apesar de
sua abundancia relativamente elevada em ilhas oceénicas (Kavanagh e Olney, 2006)
situadas em regides tropicais, em todo mundo, informag6es sobre a biologia da espécie
séo ainda extremamente escassas.

O presente projeto, portanto, teve como principal objetivo investigar a biologia
reprodutiva do cangulo-preto, Melichthys niger no Arquipélago de S&o Pedro e S&o
Paulo, incluindo informacdes sobre época e tipo de desova, além da caracterizacdo do
seu desenvolvimento ovariano e ovocitario. Tais informacdes sdo de extrema
importancia ndo apenas para um adequado conhecimento acerca da biologia da espécie,
essencial para a sua conservacdo, mas para um melhor entendimento da dindmica dos

ecossistemas insulares.

2. Revisao de literatura

A ordem Tetradontiformes é representada por cerca de 9 familias, 5 géneros e
mais de 400 espécies descritas mundialmente (Acero, 2006). Uma de suas familias mais
importantes é a Balistidae, a qual € constituida por 11 géneros e 40 espécies (Nelson,
1994), caracterizadas, de uma forma geral, por apresentarem um tamanho médio
(usualmente menor que 40,0 cm de comprimento), boca pequena e terminal, com dentes

ndo fundidos em conjunto, e cores vivas (Fischer, 1974). Apresentam 3 espinhos na
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primeira nadadeira dorsal, com o primeiro e maior deles apresentando fungéo tanto de
defesa contra provaveis predadores, quanto de ancoragem (Thresher, 1980). Uma
caracteristica importante que distingue os peixes da familia Balistidae dos outros
teledsteos é a presenca de uma Unica nadadeira pélvica (Matsuura, 1979).

A maior parte das espécies da familia tem habitos bentdnicos, ocorrendo
préximas aos recifes de corais da linha de costa, em profundidades, em geral, de até
100 m, embora algumas apresentem habitos pelagicos, ocorrendo no oceano aberto. Os
espécimes sdo normalmente vistos nadando de forma solitaria ou em pequenos grupos
(Thresher, 1980).

Em geral se alimentam de pequenos invertebrados, incluindo equinodermos,
moluscos e crustaceos, alem de zooplancton. Algumas espécies sdo altamente
valorizadas comercialmente, sendo comumente capturadas como fauna acompanhante
em arrastos de fundo e meia-agua (Carpenter, 2001).

Existem ainda poucas informacdes a respeito do comportamento e do habito
reprodutivo das espécies que constituem a familia Balistidae. De uma forma geral,
possuem uma desova demersal, produzindo um grande nimero de pequenos 0VOS,
adesivos, 0s quais, em algumas espécies, possuem uma coloracdo em tons de verde.
Presumivelmente esses ovos permanecem camuflados, aderidos ao fundo, em corais e
algas (Thresher, 1980). Algumas espécies se caracterizam por escavarem ninhos na
areia para depositarem seus ovos fertilizados (Lobel, 1980). Nesses casos, o cuidado
parental durante o desenvolvimento dos ovos € uma caracteristica marcante do grupo. A
espécie Pseudobalistes flavimarginatus, por exemplo, apresenta um cuidado biparental
dos ovos. Enquanto a fémea permanece oxigenando 0s mesmos com suas nadadeiras
peitorais, 0s machos permanecem nas proximidades, perseguindo pequenos peixes que

se aproximam do ninho (Gladstone, 1994).
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Segundo Bernardes e Dias (2000), a fémea de Balistes capriscus, por sua vez,
prepara um ninho no substrato enquanto o macho afasta qualquer animal indesejavel. A
desova costuma ocorrer no fim do dia, com dezenas de milhares de ovos formando uma
massa cinzenta. Em seguida a fecundacdo, a fémea e o macho protegem 0s ovos até o
momento da ecloséo das larvas, periodo que se estende por volta de 55 horas.

Kawase (2003) relatou um comportamento semelhante para Xanthichthys mento,
com a espécie desovando em pares em fundo arenoso e com ambos, macho e fémea,
cuidando dos ovos durante dois dias até a eclosdo, apds o que abandonam o territorio.

Os ovos adesivos de Sufflamen chrysopterus, ao serem depositados em fundo
arenoso, acabam por se misturarem aos gréos de areia. Da mesma forma, porém, apos a
desova, a fémea permanece ventilando os ovos e defendendo o ninho até a ecloséo das
larvas (Kawase e Nakazono, 1992).

Kuwamura (1997) observou igualmente que as fémeas de Rhinecantus aculeatu
apresentam uma desova com ovos demersais e adesivos, permanecendo “fixados” aos
grdos de areia, corais e algas filamentosas. Em seguida a desova a fémea se mantém
proxima ao ninho, cuidando dos ovos, enguanto o pai, no entanto, segue visitando
outras fémeas. Nesse caso, 0 cuidado parental é exercido exclusivamente pela mae.

Apesar de ja terem sido realizados diversos estudos sobre o comportamento
reprodutivo de algumas das espéecies que compdem a familia balistidae, muito pouco se
sabe ainda a respeito do seu ciclo reprodutivo, perdurando uma caréncia aguda de
informacGes, desde época, tipo e local de desova, até detalhes mais especificos, como o
desenvolvimento ovariano e ovocitario. No caso de algumas espécies, como o
Melichthys niger, uma das mais importantes da familia, praticamente nada se conhece

ainda sobre a sua biologia reprodutiva.
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O Melichthys niger, conhecido popularmente como cangulo-preto (Fig. 1)
caracteriza-se por possuir uma coloracdo que vai do azul marinho ao preto com reflexos

verde-metalicos (Matsuura, 1980).

Figura 1. Exemplares de Melichthys niger no Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo.
Foto: Bruno Macena

A segunda nadadeira dorsal e a anal séo pretas, com uma linha longitudinal azul
clara na sua base, enquanto a nadadeira peitoral é totalmente preta. Pode chegar até
50 cm de comprimento (Cervigén et al., 1992), com uma distribuicdo (Fig. 2)
circumtropical (Carvalho-Filho, 1999), apresentando, no Oceano Atlantico, registros de
ocorréncia na Ilha de Navassa, no Mar do Caribe (Grace et al., 2000); no Arquipélago
dos Monjes, na Venezuela (Farina et al., 2005); no Arquipélago de Fernando de
Noronha (Sazima et al,. 2006); na Ilha de Trindade (Gasparini, 2001); na costa central
(Martins et al., 2007) e nordeste do Brasil (Feitosa et al., 2005); entre outras

localidades.
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Figura 2. Mapa de distribuicdo do Melichthys niger. Fonte: www.fishbase.org

Em geral, apesar de ser uma espécie de peixe recifal, o cangulo-preto distribui-se
bem acima do fundo, préximo a superficie e a recifes, ilhas e parcéis, em aguas claras e
afastadas da costa, caracterizando-se por viver em cardumes, ao contrario dos demais
membros da familia balistidae, que vivem normalmente solitarios nos recifes oceanicos.

O cangulo-preto apresenta um habito alimentar onivoro, se alimentando
principalmente de algas e invertebrados bentdnicos (esponjas, holoturias, equindides,
corais fragmentados, nematdides, oligoquetas, poliquetas, moluscos, decapodas,
briozoarios) que estdo associados a estas algas, aléem de organismos plancténicos
(Kavanagh e Olney, 2006).

A espécie caracteriza-se ainda por apresentar um dos mais impressionantes
exemplos de agregacdo de peixes recifais, com grupos de centenas de espécimes
circundando muitas das mais isoladas ilhas oceanicas, como, por exemplo, a Ilha de
Ascension, no Atlantico (Lubbock, 1980). Esse comportamento de agregacao contribui

significantemente para um alto sucesso na colonizacdo, permitindo que a espécie
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consiga manter altos niveis da sua populacdo, em localiza¢gdes remotas (Price e John,
1980). Embora o cangulo-preto possa atingir cerca de 11 anos de idade, cerca de 40%
do seu crescimento parece ocorrer ainda no primeiro ano de vida (Kavanagh e Olney,

2006).
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4. Artigo cientifico

4. 1. Artigo cientifico |

DESENVOLVIMENTO OVOCITARIO E MATURACAO OVARIANA
DO CANGULO-PRETO, Melichthys niger, (BLOCH, 1789)
CAPTURADO NO ARQUIPELAGO DE SAO PEDRO E SAO PAULO, BRASIL

Artigo cientifico a se encaminhado para a revista Journal of Fish Biology
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Desenvolvimento ovocitario e maturacdo ovariana do cangulo-preto,

Melichthys niger, (Bloch, 1789) capturado no Arquipélago de Sao Pedro e
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O cangulo-preto, Melichthys niger, é uma espécie da familia Balistidae, a qual é constituida por 11
géneros e 40 espécies. Possuindo uma coloragdo que vai do azul marinho ao preto, com reflexos verde-
metalicos, pode chegar a até 50 cm de comprimento total, apresentando uma distribuicdo circumtropical.
No presente trabalho foram examinados exemplares de cangulo-preto, obtidos a partir da pesca comercial
no Arquipélago de Sao Pedro e S8o Paulo- ASPSP, no periodo de janeiro de 2006 a maio de 2008. A
morfologia externa das gdnadas dos espécimes analisados mostrou uma evidente diferenca entre os
ovarios e os testiculos, independentemente do grau de desenvolvimento gonadal. A partir de analises
histoldgicas de 294 ovarios de M. niger foi possivel verificar que os mesmos sdo formados por lamelas
ovigeras contendo ovécitos em diferentes graus de desenvolvimento. Foram identificados cinco diferentes
estagios da ovogénese: células jovens, ovdcitos pré-vitelogénicos (perinucleolares), ovdcitos alvéolo-
corticais, ovdcitos vitelogénicos, e ovécitos maduros. Além das células germinativas foram também
identificadas algumas estruturas somaticas compondo os ovarios, como: parede ovariana, células
foliculares e os vasos sanguineos. Com base no tipo e na quantidade de ovécitos observados no interior
dos ovérios foi possivel a identificacdo de 4 estagios de maturagdo ovariana: inicio de maturacao,
maturacdo final, madura e em repouso. De todos os estagios identificados o mais frequiente foi o0 maduro,

representando 44,2% to total da amostra analisada.

Palavra-chave: Balistidae, ovogénese, peixe recifal.
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INTRODUCAO

A ordem Tetradontiformes, representada por cerca de 9 familias, 5 géneros e mais de
400 espécies descritas mundialmente (Acero, 2006), possui, como uma das suas mais
importantes familias, a Balistidae (Nelson, 1994). Os peixes dessa familia, constituida
por 11 géneros e 40 espécies, se caracterizam, em geral, por possuirem habitos
bentdnicos, habitando préximos a recifes de corais, na linha de costa, em profundidades
de até 100 m, embora algumas espécies sejam pelagicas, ocorrendo no oceano aberto.

Uma das espécies menos conhecidas da familia Balistidae, em razdo do seu
habito estritamente oceénico e insular, € o Melichthys niger, conhecido como cangulo-
preto. Podendo chegar a até 50 cm de comprimento (Cervigdn et al., 1992) e
apresentando uma distribuicdo circumtropical (Carvalho-Filho, 1999), o cangulo-preto
possui registros de ocorréncia na llha de Navassa, no Mar do Caribe (Grace et al.,
2000); no Arquipélago dos Monjes, na Venezuela (Farina et al., 2005); na llha de
Ascension (Lubbock, 1980); e no Brasil, onde ocorre na costa central (Martins et al.,
2007) e nordeste (Feitosa et al., 2005), incluindo os Arquipélagos de Trindade
(Gasparini, 2001), Fernando de Noronha (Sazima et al,. 2006) e Séo Pedro e S&o Paulo.

Apesar de ser uma espeécie de peixe recifal, o cangulo-preto vive normalmente
bem acima do fundo marinho, préximo a superficie e na circum-vizinhanca de recifes e
ilhas, em &guas claras e afastadas da costa, formando grandes cardumes (Price e John,
1980), ao contrario dos demais membros da familia balistidae, que costumam viver
solitarios. Apesar da sua grande importancia ecoldgica para os ecossistemas insulares,
muito pouca informacdo existe ainda a respeito da biologia do cangulo-preto.

Embora a maturacdo sexual e o0 processo de desova sejam componentes
importantes da histéria de vida dos peixes recifais, a maior parte das pesquisas

relacionadas a sua biologia reprodutiva aborda parametros genéricos como o indice
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gonadossomatico ou a classificagdo macroscopica das gbnadas (Tricas e Hiramoto,
1989). Para um adequado entendimento da sua dindmica reprodutiva, porém, é
fundamental a realizacdo de pesquisas capazes de descrever o desenvolvimento
ovariano, no que diz respeito, em especial, ao processo de ovogénese e maturacao
gonadal.

O presente trabalho, portanto, teve como objetivo caracterizar e identificar as
fases do desenvolvimento ovocitario do cangulo-preto e sua organizacdo dentro dos
diferentes estagios de maturacdo ovariana, com base em espécimes oriundos do
Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo, area na qual a espécie costuma desovar

sazonalmente, principalmente no primeiro semestre do ano (Branco et al., 2009).

MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro de 2006 a maio de 2008, foram analisados histologicamente os
ovarios de 294 fémeas de cangulo-preto, capturadas no Arquipélago de Séo Pedro e S&o
Paulo - ASPSP (Fig. 1), utilizando-se como aparelho de pesca, 0 puca. Logo apds o
embarque, os espécimes foram identificados e mensurados, aferindo-se 0s seus
comprimentos total (CT) e padrdo (CP). Em seguida, todos os exemplares foram
dissecados para a coleta do aparelho reprodutor, os quais foram fixados em solucao de
formol a 10% e, em seguida, acondicionados em bombonas plasticas, até a sua chegada
ao laboratério. Uma vez em laboratério, as gonadas foram retiradas da solucdo de
formol, tendo sido, entdo, transferidas para uma solucdo de alcool etilico a 70%. Em
seguida, as gbnadas foram pesadas, medidas (comprimento e largura) e analisadas

macroscopicamente para identificacdo do sexo.
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Para a determinagdo do indice Gonadal (IG) foi utilizada a equagio de Schaeffer
& Orange (1956), como segue: 1G= PG/ CT? x 10° onde: 1G= indice Gonadal; PG=
Peso da Gonada (g) e CP= Comprimento Padré&o (cm).

Para a determinacdo precisa dos estadios de desenvolvimento das células
germinativas e maturacdo dos ovarios, foram realizados cortes transversais na sua
porcdo mediana, para obtencdo de uma pequena seccdo, com cerca de 1 mm?, as quais
foram posteriormente desidratadas e incluidas em parafina a 60°C (Behmer et al., 1976).
Os blocos de parafina foram cortados, por sua vez, em laminas com 6 pm de espessura,
as quais foram, em seguida, coradas com Hematoxilina- Eosina (HE) e examinadas por
meio de microscépio optico.

A classificagdo dos estadios maturacionais dos ovarios foi efetuada segundo a
escala de Hunter et al. (1986), tendo sido considerados 0s seguintes estagios: imatura,
inicio de maturacdo, média maturacdo, madura, desovada e em repouso. Imagens dos
diferentes estadgios maturacionais dos ovarios foram digitalizadas a fim de se permitir
uma analise, através do software Image Tool 3.0 ara Windows, do tamanho dos
ovacitos e dos seus respectivos nlcleos de cada fase do desenvolvimento ovocitario. As
células germinativas foram classificadas em cinco estagios: células jovens, ovocitos pré-
vitelogénicos (perinucleolares), ovdcitos alvéolo-corticais, ovocitos vtelogénicos, e
ovocitos maduros. (vazzoler, 1996; Cardenas et al., 2008; Tricas e Hiramoto, 1989,
modificados), de acordo com a forma dos ovdcitos, a relacdo nicleo-citoplasma e o grau
de atividade vitelogénica em gue cada uma se encontrava.

No intuito de avaliar se os didmetros das células e seus respectivos ndcleos, nos
diversos estagios do desenvolvimento ovocitario, apresentaram diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05), foi aplicando primeiramente um teste de
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normalidade (Shapiro-Wilk), seguido de um teste de homogeneidade das variancias

(teste de “Bartlett”), e, por ultimo, de um teste para comparagao de médias (Wilcox).

RESULTADOS

Descrigdo macroscopicas dos ovarios

O cangulo-preto possui um sistema reprodutor feminino constituido por ovarios
pares e dois ovidutos. A morfologia externa das génadas dos espécimes analisados
mostrou uma evidente diferenca entre os ovarios e os testiculos, independentemente do
grau de desenvolvimento gonadal. Os ovarios apresentaram-se mais alongados (média
de 3,6 cm), com coloragdo sempre alaranjada, em diferentes tons, de acordo com o
estdgio de desenvolvimento, diferentemente dos testiculos que apresentavam
comprimentos menores (media de 2.6 cm) e coloracdo esbranquicada.

Baseado nas caracteristicas morfoldgicas, peso, comprimento e coloragdo das
gbnadas, o grau de desenvolvimento ovariano foi classificado em 4 fases: Fase |
(desenvolvimento inicial); Fase Il (desenvolvimento final); Fase Il (desenvolvido) e

Fase IV (em recuperacéo).

Fase | (desenvolvimento inicial): Os ovarios nesta fase caracterizaram-se por
apresentar coloracdo amarelada, com poucos ovocitos diminutos aparentes e pouca
vascularizacdo. Apresentaram comprimento da génada variando de 1,8 a 3,2 cm (com
média de 2,7 cm); peso da gbnada entre 4,7 e 7,5 g (com média de 6,3 g); e IG médio
igual a 41 (d.p.= 69). Os espécimes que possuiam ovarios na fase | apresentaram

comprimento total variando de 19,0 a 30,0 cm, com média de 26,8 cm.
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Fase Il (desenvolvimento final): As dimensdes ovarianas apresentaram-se
relativamente maiores em relagdo a fase anterior, com comprimento da gbnada variando
de 2,9 a 4,5 cm (com média de 3,7 cm); peso da gbnada entre 6,4 e 55,6 g (com média
de 14,9 g) e IG médio igual a 83 (d.p.= 72). Os espécimes que possuiam OVarios
classificados na fase Il apresentaram comprimento total variando de 20,5 a 30,0 cm
(com média de 26,6 cm). Esta fase caracterizou-se também por apresentar colora¢do em
tons de rosa claro, com ovocitos e vasos sanguineos bem mais aparentes quando

comparados com a fase anterior.

Fase 111 (desenvolvido): Os ovarios nessa fase apresentaram-se bastante volumosos,
com coloracdo em tons de laranja, intensamente vascularizados, e com ovocitos grandes
e abundantes. Apresentaram comprimento variando de 1,5 a 7,1 cm (com média de 4,8
cm); peso entre 9,1 e 82,8 g (com média de 32,4 g) e IG médio de 178 (d.p.= 75) Os
espécimes que possuiam ovarios classificados na fase Ill apresentaram comprimento

total variando de 23,0 a 30,5 cm (com media de 26,1 cm).

Fase IV (em recuperacdo): Os ovarios nessa fase apresentavam-se consideravelmente
flacidos com a parede ovariana relativamente espessa, quando comparados com as fases
anteriores. Nesta ultima fase observou-se, também, uma significativa reducdo das
dimensdes ovarianas, com o comprimento da génada variando de 1,4 a 3,2 cm (com
média de 2,4 cm); peso entre 1,4 e 18,7 g (com média de 3,9 g) e IG médio de 21 (d.p.=
65). Os espécimes que possuiam ovarios classificados na fase IV apresentaram

comprimento total variando de 23,4 a 32,0 cm (com média de 26,5 cm).
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Descri¢do microscopica dos ovarios
Desenvolvimento ovocitério

A partir da andlise histolégica foi possivel verificar que os ovarios de cangulo-
preto sdo formados por lamelas ovigeras contendo ovdcitos em diferentes graus de
desenvolvimento. Além das células germinativas, foram observados também alguns
componentes somaticos 0s quais se caracterizam por proteger 0S ovOcCitos em seus
diversos estagios de desenvolvimento.

Considerando-se a forma e diametro dos ovocitos, a relagdo nucleo-citoplasma e
o0 grau de vitelogénese observado, foi possivel a identificacdo de células germinativas
em cinco diferentes estagios da ovogénese, sendo elas: células jovens, ovocitos pré-
vitelogénicos (perinucleolares), ovocitos alvéolo-corticais, ovocitos vtelogénicos, e

ovocitos maduros.

Células Jovens (CJ): foram consideradas como células jovens (Fig. 2A) as ovogonias e
0s ovocitos nas primeiras fases de desenvolvimento, as quais se caracterizaram por se
encontrarem agrupadas nas lamelas ovigeras. O citoplasma dessas células se encontrava
bastante escasso, com o nlcleo se apresentando arredondado, central e fortemente
basofilo. Este estdgio do desenvolvimento ovocitario ndo foi abundantemente
observado, tendo sido o mesmo encontrado, porém, em todos 0s estagios de

desenvolvimento ovariano. O didmetro das células jovens variou de 6,09 a 23,42 pm.

Ovdcitos pré-vitelogénicos (OPV): Também chamados de ovocitos do estoque de
reserva ou perinucleolares (Fig. 2 B), este estagio do desenvolvimento ovocitario
caracterizou-se por apresentar um consideravel aumento no seu volume (mais que o

triplo) em relagdo ao estagio anterior, com diametros variando de 24,22 a 83,73 pm.
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Nesta fase, o citoplasma ja é bem mais definido e facilmente identificado, apresentando
ainda carater basofilo. Foi observado, ainda, um nucleo sempre com mais de dois
nucléolos, os quais se encontravam inicialmente no centro do nucleo, migrando para a
sua periferia, na medida em que progredia o desenvolvimento ovocitario. Da mesma
forma como foi observado na fase anterior, 0s ovdcitos pré-vitelogénicos também

ocorreram em todos o0s estagios do desenvolvimento ovariano.

Ovacitos Alvéolo-corticais (OAC): As células nesse estagio se encontravam claramente
diferenciadas pela aparicdo de alveolos, preenchidos provavelmente por lipidios, no
interior do citoplasma celular, préximo ao nucleo (Fig. 2C). Com o crescimento
ovocitario, os alvéolos corticais aumentam em nimero e seus tamanhos tornam-se
variados. Inicialmente os alvéolos sdo observados proximos a regido nuclear, tendendo,
porém, a migrar para a periferia, conforme ocorre o desenvolvimento dos alvéolos. Foi
observada, ainda, nesse estagio, a presenca de uma discreta membrana vitelinica e de
uma fina camada de células foliculares no entorno do ovocito, caracterizando, desta
forma, o foliculo. Este estagio apresentou um discreto aumento médio no seu volume
em relacdo ao estagio anterior (menos que o dobro), com diametros variando de 47,23 a

125,14 pm.

Ovdcitos vitelogénicos (OV): As celulas nesse estagio se caracterizam por apresentar
um grande acimulo de substancias de reserva, como proteinas e lipidios, as quais serdo
utilizadas posteriormente na alimentacdo do embrido (Fig. 2D). Esse acumulo de
substancias no citoplasma acarreta um grande aumento do volume celular, quando
comparado com outras fases do desenvolvimento ovocitario, com as células nesse

estagio apresentando diametros entre 101,82 a 218,86 um (mais do que o dobro da fase
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anterior). Neste estagio ja é possivel observar, também, uma membrana vitelinica bem

mais definida.

Ovacitos maduros (OM): Os ovdcitos desse estagio ja se encontram com a vitelogénese
completa. H& um grande acumulo de granulos de vitelo no citoplasma destas celulas, o
que provoca um significativo aumento do seu volume, com os didmetros celulares
variando de 217,64 a 354,73 um. O citoplasma deixa de ser basofilo, quase que
totalmente, além de apresentar-se parcialmente hidratado. O nlcleo se torna reduzido e
sem nucléolos perceptiveis, iniciando a sua migracao para a periferia celular (Fig. 2E).
A membrana vitelinica (Fig. 1F) torna-se relativamente mais espessa e passa a
apresentar estrias. Esta foi a dltima fase do desenvolvimento ovocitario observada.

Foram observados, ainda, nos ovarios do cangulo-preto, foliculos atrésicos (FA),
0S quais se caracterizam por terem completado todo o processo vitelogénico, embora,
por algum motivo, ndo tenham sido liberados no momento da desova. Estes ovocitos
sdo “destruidos” e absorvidos (Fig. 3A), sendo observados, de forma mais freqliente,
nos ovarios em estagio de maturacéo final e maduro.

Além das células germinativas e suas diferentes fases identificadas e
caracterizadas acima, foram também identificadas algumas estruturas somaticas que
compdem o0s ovarios, como: a parede ovariana (Fig. 3B), que recobre 0S OVArios,
protegendo as células da linhagem germinativas do meio externo, sendo menos espessa
nos estagios ovarianos iniciais; células foliculares (Fig. 2F), visualizadas em todos o0s
estagios maturacionais do ovario, podendo ocorrer livremente entre as lamelas ovigeras
ou circundando 0s ovocitos; e 0s vasos sanguineos (Fig. 3B), comumente observados

proximos a parede ovariana, oxigenando e nutrindo as células presentes nos ovarios.
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Diametro dos ovdcitos (nucleo-citoplasma)

De uma maneira geral, 0s ovocitos apresentaram um crescimento nos valores
dos seus didmetros ao longo do desenvolvimento ovocitario, com os ovdcitos pre-
vitelogénicos apresentando didmetros com valores em media mais do que o triplo
daqueles observados nas células jovens. Os menores incrementos foram observados nos
ovocitos alvéolo-corticais em relacdo aos pré-vitelogénicos (Fig. 4; Tabela 1). Os
valores de didmetro dos nacleos dos ovocitos também aumentaram durante o
desenvolvimento ovocitario, com os menores incrementos ocorrendo, da mesma forma
que para o diametro celular, nos nacleos dos ovécitos alvéolo-corticais em relagcdo aos
pré-vitelogénicos (Fig. 5; Tabela 1). Tanto os didmetros dos ovocitos como dos nucleos
diferiram de forma estatisticamente significante em todas as fases (Wilcox; p < 0,05).

A relacdo do didmetro do nucleo e da célula (DN/ DC) apontou seus maiores
valores nos estagios iniciais do desenvolvimento ovocitario, enquanto que 0s menores
valores na proporcao foram observados nas fases finais, nos ovdcitos vitelogénicos e

maduros (Tabela 1).

Descricdo dos estagios maturacionais dos ovarios

Os estagios maturacionais dos ovarios do cangulo-preto foram caracterizados e
identificados a partir do tipo e da quantidade de células observadas em todas as fases da
ovogénese. A partir dos 294 ovarios examinados histologicamente, as fémeas foram
classificadas em 4 estagios de maturacdo: inicio de maturacdo, maturacéo final, madura

€ em repouso.

Inicio de maturacdo (Fig. 5 A): Este estgio, representado por apenas 2,2% (6) da

amostra analisada, se caracterizou pela presenca de células jovens em grande
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quantidade, formando pequenos “ninhos”, de ovoécitos pré-viteogénicos e de alguns
poucos ovaocitos vitelogénicos. Células foliculares foram também eventualmente
observadas. O tamanho médio das células encontradas neste estagio foi de 71pum. Os

ovocitos encontravam-se organizados em lamelas ovigeras.

Maturacao final (Fig. 5 B): Representado por 9,9% (29) da amostra, este estagio se
caracterizou pela presenca de ovocitos em todas as etapas da vitelogénese, desde células
jovens, em pequena quantidade, ovocitos pré-viteogénicos e ovocitos vitelogénicos em
grande nimero. Na fase final deste estagio foi possivel observar ovocitos totalmente
maduros em pequenas concentragdes, além de células foliculares. O tamanho médio dos
ovocitos foi de 85 um. Vasos sanguineos foram freqiientemente observados nos cortes

histoldgicos, proximos a parede ovariana.

Maduro (Fig. 5 C): Este estagio foi o de maior ocorréncia de toda a amostra analisada,
com 44,2% (130), tendo se caracterizado pela forte presenca de ovécitos maduros, 0s
quais ja ocorriam no estagio anterior, porem em baixas concentrac@es. Células jovens e
ovocitos pré-vitelogénicos foram ainda observados, mas em menores quantidades.
Células foliculares foram também encontradas com elevada frequéncia, circundando a
membrana vitelinica dos ovocitos maduros. O tamanho médio das células encontradas
neste estagio foi de 169 pm, dobrando seu didmetro em relagdo ao estdgio anterior. Os

ovacitos ndo se encontravam mais organizados em lamelas ovigeras.

Em Repouso (Fig. 5 D): Este estagio, o segundo mais observado, representando 43,9%
(129) da amostra, caracterizou-se pela presencga quase que exclusiva de células jovens e

ovacitos pré-viteogénicos. As células foliculares, embora presentes, ja ndo ocorreram na
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mesma frequéncia que no estagio anterior. O tamanho médio dos ovdcitos encontrados
neste estagio, igual a 39 um, foi o menor entre todos e a parede ovariana encontrava-se

bem mais espessa quando comparada com os demais.

DISCUSSAO

Os Osteichthyes caracterizam-se por apresentarem uma elevada diversidade de modelos
reprodutivos (Jalabert, 2005), em razdo certamente do grande nimero de espécies que
compdem o grupo (mais de 22.000; Moyle e Cech JR, 2004). Apesar dos diferentes
modelos reprodutivos, contudo, existem caracteristicas fisiologicas e morfologicas
relacionadas aos mesmos semelhantes para a maior parte do grupo. Na maioria dos
casos, as gobnadas das fémeas (ovarios), 6rgdos responsaveis pela formacdo e
desenvolvimento das células germinativas, apresentam-se pareadas, alongadas e
orientadas longitudinalmente dentro da cavidade abdominal (Jalabert, 2005). Os ovarios
de cangulo-preto, Melichthys niger, examinados na presente pesquisa se apresentaram
morfologica- e estruturalmente semelhantes ao observado na grande maioria dos
teleosteos.

Com base em caracteristicas macroscopicas, como morfologia, peso, tamanho,
vascularizacao e coloracdo das génadas, o desenvolvimento ovariano dos teledsteos é
comumente classificado em cinco fases: imaturo, em maturacdo, maduro, desovado e
em repouso (Vazzoler, 1996). Alguns autores, entretanto, identificam um menor ou
maior nimero de estagios de maturacdo, para algumas espécies. Sahayak (2005), por
exemplo, em um estudo realizado na costa sudeste da india, com base nas caracteristicas
externas dos ovarios e na freqiiéncia do diametro dos ovdcitos de Sufflamen fraenatus,
espécie de peixe recifal também pertencente a familia balistidae, relatou apenas trés

estagios de maturacdo ovariana: imaturo, em maturacao e maduro.
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No presente caso, foram identificados 4 estagios reprodutivos para o cangulo-
preto, no Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo, incluindo: inicio de maturagdo,
maturacdo final, maduro e em repouso. As fases de ovérios imaturos e desovados,
normalmente observada em outros teledsteos, ndo foram registradas. A inexisténcia de
individuos imaturos esta certamente relacionada ao tamanho dos exemplares capturados
(>19,0 cm de CT), estados estes individuos provavelmente em regides mais profundas e
protegidas do ASPSP, regides estas em que 0 apetrecho de pesca utilizado néo teve
acesso.

A utilizacdo exclusiva de caracteristicas macroscopicas para a classificacdo do
desenvolvimento ovariano de peixes teledsteos vem sendo crescentemente criticada.
Honji et al (2006), por exemplo, alertaram que o uso de uma escala macroscépica para a
classificagdo da maturacdo ovariana de Merluccius hubbsi ndo era adequada em funcao
da desova multipla adotada pela espécie, a qual poderia dificultar a identificacdo dos
estagios sem uma analise histoldgica. No presente caso, contudo, a escala macroscopica
proposta foi considerada adequada para a caracterizacdo do desenvolvimento
reprodutivo da espécie, apesar da mesma apresentar um tipo de desova total, sincrénica
em dois grupos (Branco et al., 2011).

As analises histoldgicas realizadas nas gbonadas examinadas, contudo,
permitiram identificar claramente cinco estagios do desenvolvimento ovocitario (células
jovens, ovocitos pré-vitelogénicos perinucleolares, ovdcitos alvéolo-corticalis, ovocitos
vitelogénicos, e ovocitos maduros), seguindo um padrdo semelhante ao descrito para
outras espécies de peixes marinhos (Wallace e Selman, 1981), embora ndo tenham sido
observadas algumas das subdivisdes relatadas por McMillan (2007). O estagio Células

Jovens identificado para o cangulo-preto, por exemplo, incluiu as ovogénias e 0s



326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

BRANCO, I. S. L. BIOLOGIA REPRODUTIVA DO CANGULO-PRETO (Melichthys niger... 38

ovacitos nas primeiras etapas do desenvolvimento, de forma semelhante ao Estagio de
Crescimento Primario e a fase cromatina-nucleolar descritas pelo referido autor.

No cangulo-preto, porém, embora as ovogonias, que sdo as menores células
analisadas, também tenham se caracterizado por aparecerem em “ninhos”, ndo foram
observadas grandes aglomeracdes, ocorrendo de maneira eventual, em pequenos grupos
e de forma isolada (Fig. 1A). Essa diferenca pode ser explicada pela auséncia de ovarios
imaturos, 0s quais apresentam as maiores concentracdes de ovogonias, em formatos de
ninhos (Vazzoler, 1996).

O segundo estagio de desenvolvimento ovocitario encontrado para o cangulo-
preto, denominado de Ovdcitos pré-vitelogénicos, equivaleria a segunda fase do Estagio
de crescimento primario, denominada por McMillan (2007) de fase perinucleolar.
Apesar de este estdgio ser considerado como uma fase do estagio de crescimento
primario pelo referido autor, na presente pesquisa 0 mesmo foi considerado como um
estagio independente em razéo da facilidade de diferenciacdo do mesmo em relagédo aos
demais. A grande concentracdo de nucléolos no entorno da membrana interna do
nucleo, ou seja, na sua periferia, observada neste estagio, ja foi registrada para diversos
teledsteos, tanto para espécies que habitam ambientes marinhos quanto para as que
habitam ambientes dulcicolas (Wallace e Selman, 1981; Tricas e Hiramoto, 1989;
Honji, 2006; Cardenas et al., 2008; Ganeco et al., 2001; Abdalla e Cruz-Landim, 2003).

Os estagios Alvéolo-corticais e Vitelogénicos foram semelhantes aos descritos
por McMillan (2007). O estagio alvéolo-cortical observado nos ovarios do cangulo-
preto caracterizou-se principalmente pela agregacdo de pequenas goticulas de lipidios
no citoplasma celular, caracteristica comum em diversas espécies de teledsteos (Wallace
e Selman, 1981). Existem relatos, contudo, de que em algumas espécies a presenca de

eventuais granulos corticais ocorra no final do estagio pré-vitelogénico, como por
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exemplo, para Piaractus mesopotamicus (Abdalla e Cruz-Landim, 2003). Os ovocitos
do estagio alvéolo-cortical foram marcados ainda por apresentarem uma fina e discreta
membrana vitelinica, de forma semelhante a outras espécies de teledsteos, como por
exemplo, Bathdraco marri (Mesa et al., 2007), embora em outras espécies a membrana
vitelinica possa aparecer somente no final do estagio pré-vitelogénico (Cérdenas et al.,
2008) ou apenas em estagios mais avancados do desenvolvimento ovocitario (Chaves,
1992; Tricas e Hiramoto, 1989).

O estagio Vitelogénico do cangulo-preto, da mesma forma que em grande parte
dos teledsteos, foi marcado por um aumento significativo do diametro dos ovacitos e,
principalmente, pela inclusdo de goticulas de lipidios no citoplasma celular, processo
que ja havia se iniciado no estdgio anterior, pelo acumulo exdgeno de proteinas
(Wallace e Selman, 1981). No cangulo-preto as goticulas de lipidio parecem se formar
primeiro no entorno do nucleo, ao contrario do que foi relatado para Chaetodon
multicinctus (Tricas e Hiramoto, 1989), espécie que apresentou goticulas de vitelo
inicialmente na periferia do citoplasma, com as mesmas migrando posteriormente para o
interior da célula.

O ultimo estagio de desenvolvimento ovocitario identificado para o cangulo-
preto foi o de ovdcitos maduros, o qual ndo foi subdivido em fases, como descrito por
McMillan (2007). Na maioria dos teledsteos, o estdgio maduro de desenvolvimento
ovocitario é caracterizado por um rapido aumento no volume folicular, em funcdo da
hidratacdo e do acumulo de macromoléculas. No cangulo-preto esse estagio foi
caracterizado por uma hidratacdo parcial dos ovocitos (Fig. 2E), ao contrario do
normalmente observado em diversos peixes marinhos (Robillard et al., 2008; Honiji,
2006). De uma maneira geral, porém, a hidratacdo dos ovocitos durante a maturacao é

especialmente pronunciada em peixes que possuem ovos pelagicos ou flutuantes,
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ocorrendo de forma menos acentuada em espécies que apresentam ovos demersais ou
que ndo flutuam, como acontece em muitas espécies da familia balistidae, que
depositam seus ovos no substrato, entre as quais se incluem: Balistes capriscus
(Bernardes e Dias, 2000), Sufflamen chrysopterus (Kawase e Nakazono, 1992; Ishihara
e Kuwamura, 1996), Xanthichthys mento (Kawase, 2003), Rhinecanthus aculeatus
(Kuwamura, 1997), Pseudobalistes flavimarginatus (Gladstone, 1994) entre outras.
Outra razéo para a baixa frequiéncia de ovdcitos hidratados reside também na rapidez
com que a hidratacdo ocorre na iminéncia da desova, conforme descrito por Tricas e
Hiramoto (1989), para Chaetodon multicinctus.

O diametro dos ovocitos do cangulo-preto apresentou uma ampla variacao (6,09
a 354,73 um) ao longo do desenvolvimento ovocitario. Sahayak (2005) relatou para
Sufflamen fraenatus, espécie da mesma familia, uma variagdo um pouco maior, de
22,00 a 462,00 um. Ofori-Danson (1990) relatou que os ovdcitos de fémeas de Balistes
capriscus, capturadas no periodo de desova, ou seja, fémeas com ovarios maduros,
apresentavam ovocitos com valores médios de 450,00 um. Bernardes e Dias (2000),
também trabalhando com Balistes capriscus, observaram valores que variavam de 75,00
a 399,00 um. Em todas as pesquisas citadas, os valores maximos do didmetro dos
ovocitos apresentaram-se um pouco maiores que 0s encontrados no presente trabalho.
Contudo, o diametro dos ovocitos parece ser caracteristico para cada espécie, haja vista
gque a sua variacdo estd estritamente ligada ao processo vitelogénico, ou seja, ao
acumulo de vitelo no interior do citoplasma celular (Shinozaki, 2008).

Foliculos atrésicos foram observados durante o desenvolvimento ovocitario do
cangulo-preto, de forma mais fregliente nos ovarios em maturacdo final e maduros. A
observacdo de foliculos atrésicos foi registrada eventualmente, também, no inicio de

maturagdo ovariana e raramente em ovarios em repouso. Em alguns teledsteos, porém,
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os foliculos atrésicos sdo exclusivos do estagio em repouso, como no caso do Brycon
orbignyanus (Ganeco et al., 2001). Ovdcitos atrésicos, contudo, podem ocorrer em
qualquer estagio do desenvolvimento gonadal (Honji, 2006), uma vez que a
degeneracdo dos ovdcitos ou atresia folicular € um processo por meio do qual, por
algum motivo (ambiental ou fisioldgico), o ovdcito comeca a ser reabsorvido pelo
organismo, podendo tal fenbmeno ocorrer tanto antes, nos ovocitos que ndo alcangaram
a maturidade, como apds a desova, nos ovacitos que, por alguma razao, deixaram de ser
eliminados (Ganeco et al., 2001).

Foliculos pds-ovulatorios ndo foram encontrados nos ovarios do cangulo-preto
examinados. Foliculos nessa fase s&o normalmente observados em peixes com ovarios
recém-desovados ou ja em recuperacdo, ap0s uma desova recente, embora possam ser
também eventualmente encontrados em ovarios maduros (Mesa et al., 2007). A auséncia
de foliculos pos-ovulatérios no presente caso, portanto, pode ser explicada pela auséncia

de ovarios desovados entre 0s espécimes examinados.
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TABELAS

TABELA |. Didmetro (média + desvio padréo) dos ovacitos e dos seus nicleos, e a relacdo entre
as duas medidas (%) para cada estagio do desenvolvimento ovocitario dos ovarios
das fémeas de M. niger capturados no Arquipélago de S&o Pedro e Sdo Paulo, entre

janeiro de 2006 e maio de 2008.

CJ OoPV OAC oV oM

DC (um) 12,94 +4,44" 5356+1501  83,11+1346 160,48 +26,85 289,80 +30,79"
DN (um) 577+275 2481+774 3730+7,69°  6431+1400°  83,10+18,03

DN/DC (%)  44,09+9,71 46,45+7,66 44,82 + 5,43 40,19 £ 5,88 28,83 +£6,32

Asteriscos indicam diferencas significativas (Wilcox; p < 0,05).
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Fic. 1. Localizagio geografica e mapa do Arquipélago de Sdo Pedro e Séo Paulo.
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FiG. 2. Fotomicrografias dos estagios da ovogénese dos ovarios de fémeas de cangulo-preto, M. Niger,
capturadas no Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de
2008. (A) células jovens- CJ (ovogdnias- OV); (B) ovocitos pré-vitelogénicos- OPV; (C)

ovacito alvéolo-cortical- OAC; (D) ovocito vitelogénico- OV; (E) ovocito maduro- OM;

47
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(F) membrana vitelinica (radiada)- MV. ( N: nlcleo; Nc: nucléolo; CF: célula folicular;

V/L: vactolo lipidico; GV: goticula de vitelo; AC: alvéolo cortical. (Aum. 40x).

FA : ' VS

’
4 A ; B & B

FIG.3. Fotomicrografias das células germinativas e de estruturas somaticas dos ovarios de fémeas do
cangulo-preto, M. niger, capturadas no Arquipélago de Séo Pedro e S&o Paulo, entre janeiro de
2006 e maio de 2008. (A) foliculo atrésico- FA; (B) vaso sanguineo- VS; e parede ovariana-

PO. (Aum. 40x).

350 -
300 | +
250 4
200

150 - +

100 4

Didmetro do ovdcito (pm)

CJ OoPY OAC ov OM
Desenvolvimento ovocitario
FiG. 4. Didmetro médio (um) dos ovocitos, para cada estagio do desenvolvimento ovocitario dos ovarios

de fémeas de cangulo-preto, M. niger capturadas no Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo

entre janeiro de 2006 e maio de 2008.
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Diametro do nicleo (pm)

100

CJ OPY QAC oV oM

Desenvolvimento ovocitario

Fic. 5. Diametro médio (um) dos ntcleos dos ovocitos, para cada estagio do desenvolvimento ovocitario

dos ovarios de fémeas de cangulo-preto, M. niger capturadas no Arquipélago de Séo Pedro e

Séo Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de 2008.

FiG. 5. Fotomicrografia de sec¢des dos ovarios de Melichthys niger nos diferentes estagios de maturacao,

sendo (A) inicio de maturagdo; (B) maturagdo final; (C) madura e (D) repouso.
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4. Artigo cientifico

4. 2. Artigo cientifico Il

CICLO REPRODUTIVO DO CANGULO-PRETO (Melichthys niger, BLOCH, 1789)
CAPTURADO NO ARQUIPELAGO DE SAO PEDRO E SAO PAULO- BRASIL

Artigo cientifico a se encaminhado para a revista Journal of Fish Biology



1Ciclo reprodutivo do Cangulo-preto (Melichthys niger, Bloch, 1789) capturado
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no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo- Brasil
I. S. L. BRanco™, F. H. V. Hazin*, D. L. VianAf, D. P. VERAS i,
P. G. V. OLIVEIRA *

*Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Oceanografia, Cidade

Universitaria, 50670- 901 Recife, PE, Brasil e fUniversidade Federal Rural de
Pernambuco, Departamento de Pesca e Aquicultura, Av. Dom Manuel de Medeiros s/n,

Dois Irmaos, 52171- 900, Recife, PE, Brasil

O cangulo-preto, Melichthys niger, € uma espécie da familia Balistidae, a qual é constituida por 11
géneros e 40 espécies. Possuindo uma coloragdo que vai do azul marinho ao preto, com reflexos verde-
metalicos, pode chegar a até 50 cm de comprimento total, apresentando uma distribuicdo circumtropical.
No presente trabalho foram examinados exemplares de cangulo-preto, obtidos a partir da pesca comercial
no Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo- ASPSP (00°55'02" N e 29°20'42"W), no periodo de janeiro de
2006 a maio de 2008. Logo apds a captura, os espécimes foram identificados e mensurados, aferindo-se
0s seus comprimentos total (CT) e padrdo (CP). Em seguida, todos os exemplares foram dissecados para
permitir a coleta do aparelho reprodutor, os quais foram fixados em solugéo de formol a 10%, tendo sido,
entdo, acondicionados em bombonas plasticas, até a sua chegada ao laboratério. No periodo do estudo,
foram analisados 777 individuos, dos quais 367 eram fémeas e 410 eram machos. As fémeas variaram de
19,0 a 32,0 cm de comprimento total, e os machos de 21,0 a 37,4 cm. Das 294 fémeas cujos ovarios
foram analisados histologicamente, foi possivel a identificacdo de 4 estagios maturacionais: inicio de
maturacdo, maturacgdo final, maduro e em repouso. N&o foi encontrada nenhuma fémea no estagio imaturo

ou desovado.

Palavra-chave: Balistidae, maturacdo sexual, |G, tipo de desova.
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INTRODUCAO

Os peixes da familia balistidae, se caracterizam, em geral, por possuirem habitos
bentdnicos, habitando préximos a recifes de corais, na linha de costa, em profundidades
de até 100 m, embora algumas espécies sejam peldgicas, ocorrendo no oceano aberto
(Thresher, 1980).

Atualmente existem ainda poucas informacdes a respeito do comportamento e
do habito reprodutivo das espécies que constituem a familia Balistidae. De uma forma
geral, possuem uma desova demersal, produzindo um grande nimero de pequenos 0vos,
adesivos, 0s quais, em algumas espécies, possuem uma coloracdo em tons de verde.
Presumivelmente esses ovos permanecem camuflados, aderidos ao fundo, em corais e
algas (Thresher, 1980). O cuidado parental durante o desenvolvimento dos ovos é uma
caracteristica marcante do grupo (Gladstone, 1994), ja tendo sido registrada para
Balistes capriscus (Bernardes e Dias 2000), Xanthichthys mento (Kawase 2003),
Sufflamen chrysopterus (Kawase e Nakazono, 1992) dentre varias outras.

Uma das espécies menos conhecidas da familia Balistidae, em razdo do seu
habito estritamente oceanico e insular, € o Melichthys niger, conhecido popularmente
como cangulo-preto. Podendo chegar a até 50 cm de comprimento (Cervigon et al.,
1992) e apresentando uma distribuicdo circumtropical (Carvalho-Filho, 1999), o
cangulo-preto possui registros de ocorréncia na llha de Navassa, no Mar do Caribe
(Grace et al., 2000); no Arquipélago dos Monjes, na Venezuela (Farina et al., 2005); na
Ilha de Ascension (Lubbock, 1980); e no Brasil, onde ocorre na costa central (Martins et
al., 2007) e nordeste (Feitosa et al., 2005), incluindo a llha de Trindade (Gasparini,
2001), o Arquipélago de Fernando de Noronha (Sazima et al,. 2006) e o Arquipélago de

Sé&o Pedro e Sdo Paulo.
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Apesar da sua grande importancia ecologica para o0s ecossistemas insulares,
poucas informagdes existem a respeito da biologia do Melichthys niger, em especial a
respeito do seu ciclo reprodutivo, perdurando uma caréncia aguda de informacoes,
desde época, tipo e local de desova até detalhes mais especificos, como o
desenvolvimento ovariano e ovocitério. No intuito, portanto, de preencher essa lacuna, o
presente trabalho teve como objetivo estudar a biologia reprodutiva da espécie,
incluindo informacg6es sobre seu ciclo reprodutivo, fecundidade e tipo de desova, no

Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro de 2006 a maio de 2008, foram analisados 777 cangulos-preto,
capturados no Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo (ASPSP), utilizando-se como
aparelho de pesca, o puca. Logo apds o embarque, os espécimes foram identificados e
mensurados, aferindo-se os seus comprimentos total (CT) e padrdo (CP). Em seguida,
todos os exemplares foram dissecados para permitir a coleta do aparelho reprodutor, 0s
quais foram fixados em solucdo de formol a 10%, sendo, entdo, acondicionados em
bombonas plasticas, até a sua chegada ao laboratorio.

Uma vez em laboratdrio, as gbnadas foram retiradas da solucdo de formol e
transferidas para uma solucdo de alcool etilico a 70%. Em seguida, as gbnadas foram
pesadas, medidas (comprimento e largura) e analisadas macroscopicamente para
identificacdo do sexo.

Para a determinacdo precisa dos estadios de maturacdo das gbnadas, foram
realizados cortes transversais na sua porcdo mediana, para obtencdo de uma pequena
seccdo, com cerca de 1 mm?, as quais foram posteriormente desidratadas e incluidas em

parafina a 60°C (Behmer et al., 1976). Os blocos de parafina foram cortados, por sua
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vez, em laminas com 6 um de espessura, as quais foram, em seguida, coradas com
Hematoxilina- Eosina (HE) e examinadas por meio de microscopio Optico. A
classificacdo dos estadios maturacionais das gonadas das fémeas foi efetuada segundo a
escala de Hunter et al. (1986), tendo sido considerados 0s seguintes estagios: imatura,
inicio de maturacdo, média maturacdo, madura, desovada e em repouso. Das 367 fémeas
capturadas, 294 (80,1%) tiveram 0s seus ovarios examinados histologicamente. Para a
determinacdo dos estaddios de maturacdo dos machos foi usada a classificacdo de
Brown-Peterson (2002), a qual considera cinco estagios: imaturo, em maturacdo,
maduro, esvaziado e em repouso. Dos 410 machos capturados s6 foi possivel a analise
histolégica de 214 testiculos (52,2%).

A proporcdo sexual foi estimada por meio da relagdo entre machos e fémeas
para todos 0s meses amostrados, aplicando-se um teste ndo paramétrico de 2, ao nivel
de 5% de significancia (Snedecor e Cochran, 1989; Mendes, 1999), no intuito de se
identificar a existéncia de diferencas estatisticamente significantes. As diferencas entre
0 comprimento total (cm) de machos e fémeas foi analisada aplicando-se primeiramente
um teste de normalidade (Shapiro-Wilk), seguido de um teste de homogeneidade das
variancias (teste de “Bartlett”), e, por ultimo, de um teste para comparacdo de médias
(Wilcox).

Para a determinaco do indice Gonadal (IG) foi utilizada a equag&o proposta por
Schaeffer & Orange (1956), como segue: 1G= PG/ CT®x 10° onde: 1G= indice Gonadal;
PG= Peso da Gbnada (g) e CP= Comprimento Padréo (cm).

Para a analise do tipo de desova, imagens dos diferentes estdgios maturacionais
dos ovérios foram digitalizadas a fim de se permitir uma analise, através do software
Image Tool 3.0 ara Windows, do didmetro dos ovocitos ns diferentes estagios do

desenvolvimento ovariano. Foram mensurados o didametro maximo dos ovécitos
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presentes nos cortes histologicos dos ovarios de 19 fémeas, nos 4 estagios de
maturidade observados. Ap6s a obtencdo da distribuicdo relativa dos ovécitos por classe
de didmetro para cada estagio, utilizou-se a classificacdo proposta por Marza (1938)
para caracterizar o tipo de desova: sincronico em um grupo, sincrénico em dois grupos,
sincrénico em mais de dois grupos ou assincrénico.

A fecundidade relativa foi estimada a partir da contagem do numero total de
ovdcitos hidratados em amostras de 0,59 da porcdo mediana de 8 ovarios no estagio
maduro, extrapolando-se o resultado para o peso total dos ovarios (Vazzoler, 1996).

A obtencdo dos dados de temperatura da superficie do mar (TSM) foi adquirida
pelo Projeto PIRATA - Pilot Research Moored Array in the Tropical Atlantic
(http://www.pmel.noaa.gov/pirata/). Foram utilizadas médias diarias, durante o periodo

do trabalho, de uma das bdias proximas ao ASPSP, sobre o equador a 35°W.

RESULTADOS

Dos 777 individuos analisados, 367 (47,2%) eram fémeas e 410 (52,8%) eram machos,
resultando em uma proporcdo sexual proxima de 1 macho: 1 fémea, ndo tendo sido
observada diferenca estatisticamente significante entre os sexos. Contudo, quando
analisados separadamente, a cada més, machos apresentaram-se significativamente mais
freqlentes que as fémeas nos meses de fevereiro, agosto e setembro, enquanto as
fémeas mostraram-se mais numerosas que 0s machos apenas no més de abril (P< 0,05)
(Tabela 1).

O comprimento total (CT) das fémeas variou de 19,0 a 32,0 cm e o0 dos machos
entre 21,0 e 37,4 cm de CT. Os machos capturados apresentaram-se estatisticamente

maiores que as fémeas (Wilcox= 26781.5; p= <2.2e-16). A classe de maior freqiiéncia
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para as fémeas se situou entre 25,0 e 28,0 cm de CT, enquanto que para os machos esse
intervalo ficou entre 28,0 e 31,0 cm de CT (Fig. 1).

Das 294 fémeas cujos ovarios foram analisados histologicamente, foi possivel a
identificacdo de 4 estagios maturacionais, dos quais 44,2% (130) encontravam-se
maduras, com comprimento total variando entre 23,0 e 30,5 cm; 43,9% (129) estavam
em repouso (CT entre 23,4 e 32,0 cm); 9,9% (29), em maturacdo final (CT entre 20,5 e
30,0 cm), e 2,2% (6), em inicio de maturacdo (CT entre 19,0 e 30,0 cm) (Fig. 2). Nao
foi encontrada nenhuma fémea no estagio imaturo ou desovado.

A distribuicdo mensal dos estagios maturacionais (Fig. 3) indica uma maior
freqiiéncia de fémeas maduras durante o primeiro semestre do ano, entre fevereiro e
junho, e uma concentracdo de fémeas em repouso durante o segundo semestre.
Tendéncia semelhante foi observada na variacdo da média mensal do indice Gonadal
(IG) (Fig. 4) que apresentou 0s maiores valores no primeiro semestre, observando-se
um maior pico no més de marco. A frequéncia dos meses de fémeas maduras coincidiu
com 0s meses mais quentes do ano, como pode ser observado na figura 5.

Dos 214 machos cujos testiculos puderam ser examinados histologicamente,
44,4% (95) se encontravam em maturacdo, com comprimento total variando entre 24,0 e
33,0 cm; 40,7% (87) estavam maduros (CT entre 25,0 e 32,0 cm); 11,2% (24), em
repouso (CT entre 26,0 e 31,3 cm), e 3,7% (8), esvaziados (CT entre 24,0 e 30,5 cm)
(Fig. 6). N&o foram observados machos imaturos.

Foram observados machos no estagio maduro ao longo de quase todo o ano, com
excecdo dos meses de agosto e setembro. A distribuicdo mensal dos estagios
maturacionais (Fig. 7), contudo, aponta uma maior freqliiéncia de machos maduros

durante o primeiro semestre do ano, particularmente nos meses de fevereiro e margo.
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Os valores médios mensais de 1G mais altos para 0s machos, da mesma forma
que para as fémeas, também foram observados no primeiro semestre do ano, com um
pico no més de fevereiro (Fig. 4).

A média da fecundidade absoluta foi igual a 166.422 ovdcitos, para cada ovario
em estagio maduro, variando de 155.799, em um individuo com CT de 28,5cm e gbnada
pesando 26,88g, a 213.866, em um individuo com 27,5 cm de CT e peso da génada
igual a 37,86g. A distribuicdo da frequéncia dos didmetros dos ovdcitos dos ovarios
examinados apresentou uma moda em todos os estagios, entre a classe de 0 e 100 um, o
que indica a presenca constante de ovdcitos de estoque de reserva (Fig. 8). O
desenvolvimento ovocitario se deu em forma de lotes, indicando que a espécie possui

uma desova sincrdnica em dois grupos. O diametro dos ovécitos variou ente 6 e 371um.

DISCUSSAO

A amplitude de comprimento total dos individuos de Melichthys niger capturados no
Arquipélago de S&o Pedro e séo Paulo, entre 19,0 a 37,4 cm, se aproxima da observada
por Kavanagh e Olney (2006) em estudo realizado na barreira de recifes de Belize
(Ameérica Central) e na plataforma de Porto Rico, locais onde individuos acima de 21,0
cm de comprimento padrdo prevaleceram em toda a amostra. A mesma tendéncia,
contudo, ndo foi registrada para exemplares analisados no Atol de Johnston, onde o0s
mesmos raramente excediam 19,0 cm de comprimento padréo.

A tendéncia dos machos capturados se apresentarem estatisticamente maiores
que as fémeas, observada no Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo, ndo foi registrada por
Kavanagh e Olney (2006) para a mesma espécie, na América Central, local onde a

distribuicdo do comprimento padréo ndo foi significantemente diferente entre os sexos.



175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

BRANCO, I. S. L. BIOLOGIA REPRODUTIVA DO CANGULO-PRETO (Melichthys niger... 58

A proporgdo sexual registrada no presente trabalho para o Melichthys niger,
proxima de 1 macho para 1 fémea, foi semelhante aos dados obtidos em pesquisa
realizada na costa Sudeste da India, com Sufflamen fraenatus (Sahayak 2005), e em
trabalho realizado na ilha de Lizard (Australia) com Canthigaster valentini. Contudo
tais resultados diferem dos relatados por Ofori-Danson (1990) em pesquisa realizada na
costa da Africa (Gana), com Balistes capriscus. O autor relatou uma proporgdo sexual
de machos maiores que as de fémeas (1:0,87).

As fémeas de Melichthys niger examinadas no presente trabalho se encontravam
em 4 estagios de maturacdo sexual (inicio de maturacdo, em maturacao final, maduras e
em repouso), ndo tendo sido registrada a presenga de nenhum ovario em estagio imaturo
ou desovado. Corroborando com o que foi registrado por Sahayak (2005) em pesquisa
realizada na costa Sudeste da India, com Sufflamen fraenatus, o autor identificou trés
estagios de maturagdo ovariana (imaturo, em maturacdo e maduro), ndo sendo registrada
a presenca de individuos desovados em toda a amostra analisada.

A auséncia de individuos imaturos e desovados de Melichthys niger pode ser
explicada por uma possivel migracdo dos espécimes nesses estagios para locais
inaccessiveis ao aparelho de pesca utilizado (puca superficial), uma vez que varios
balistides possuem desova demersal, com ovos adesivos, e cuidado parental (Kawase e
Nakazono, 1992; Kawase, 2003; Gladstone, 1994; kuwamura, 1997).

Bernardes e Dias (2000), estudando a biologia reprodutiva do Balistes capriscus,
observaram uma tendéncia semelhante a encontrada no presente trabalho, concluindo
que a baixa frequiéncia de individuos no estagio D (ovocitos hidratados) e E (desovados)
nas amostras, provavelmente se deviam ao comportamento reprodutivo da espécie, ou

seja, em fungdo do deslocamento dos reprodutores para areas mais profundas para a
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construcdo e permanéncia nos ninhos de desova, tornando-se conseqlientemente menos
acessiveis a pesca.

A maior frequéncia de fémeas maduras durante o primeiro semestre do ano,
principalmente nos meses de margo a junho, associada a forte predominancia de fémeas
em repouso no segundo semestre, indicam uma maior atividade reprodutiva da espécie
no Arquipélago de Séo Pedro e S&o Paulo na primeira metade do ano, em especial nos
meses de margo a junho. Essa tendéncia é confirmada ainda a partir da variagdo da
média mensal do Indice Gonadal, que apresentou os maiores valores no primeiro
semestre, com um pico no més de mar¢o. Uma variagdo sazonal no ciclo reprodutivo
semelhante foi encontrada para diversas outras espéecies de peixes estudados no ASPSP,
a exemplo da Acanthocybium solandri (Viana, 2007) do Elagatis bipinnulata (Pinheiro,
2005) e do Cypselurus cyanopterus (Lessa et al., 1999) apresentando a ultima espécie
uma maior atividade reprodutiva particurlamente entre dezembro e marco.

Essa elevada atividade reprodutiva no ASPSP no primeiro semestre do ano
provavelmente esta associada a uma série de fatores abioticos e bidticos incidentes
nesse ecossistema. A temperatura da superficie do mar (TSM), por exemplo, que
costuma atuar como um gatilho para a maturacdo gonadal de muitos peixes, apresentou
seus maiores valores no ASPSP, no periodo do trabalho, nos meses de fevereiro a junho,
com um pico nos meses de abril e maio, coincidindo, portanto com o periodo de maior
atividade reprodutiva da maior parte das espécies que se reproduzem no entorno do
ASPSP. Esta tendéncia também foi registrada para Balistes capriscus na costa da
Africa, onde o periodo de desova coincidiu com os meses mais quentes do ano da regido
(Ofori-Danson 1990).

Outro aspecto relevante é a maior abundancia de peixes pelagicos filtradores no

ASPSP, durante o primeiro semestre do ano, como no caso do tubardo-baleia,
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Rhincodon typus (Hazin, 2008) e da raia manta, Mobula tarapacana, espécies que
costumam se concentrar em areas com elevada abundancia de organismos forrageiros,
como no caso de ovos e larvas das espécies que se reproduzem no entorno do
arquipélago, nesse periodo.

Estimativas de fecundidade ndo foram encontradas para a espécie M. niger na
literatura. A fecundidade ovariana encontrada no presente trabalho, entre 155.799 e
166.422, com média de 166.422 ovocitos hidratados, aproxima-se dos valores
encontrados para outras espécies da familia balistidae (Lobel e Johannes, 1980), com
tamanho corporal proximo ao M. niger, como no caso do Sufflamen chrysopterus
(132.800 ovacitos; Kawase e Nakazono, 1992). Em um contexto geral segundo Sahayak
(2005) os peixes da familia balistidae possuem uma elevada fecundidade.

O desenvolvimento ovocitario em forma de lotes, sendo o primeiro lote formado
pelos ovaécitos de estoque de reserva e 0 segundo pelos ovocitos que vdo maturar
sincronicamente e serdo eliminados no periodo da desova, caracteriza um
desenvolvimento sincrénico em dois grupos e uma desova do tipo total, os quais foram
registrados para o M. niger no presente caso. Tais resultados sdo semelhantes aos que
foram registrados por Bernardes e Dias (2000) para Balistes capriscus, apresentando a
espécie também um desenvolvimento ovocitario sincrénico, com uma desova total.
Sahayak (2005), entretanto, relatou a presenca de multiplas modas nos ovarios maduros
de Sufflamen fraenatus, sugerindo que a espécie desova em lotes.

As informac6es apresentadas no presente trabalho sdo importantissimas para um
melhor entendimento da biologia e ecologia da espécie, haja vista que sdo poucas as
informacGes na literatura a respeito, em especial, das fases iniciais de vida do M. niger
(Kavanagh e Olney, 2006), contudo a extrema abundancia da espécie em ilhas isoladas

e remotas como € o caso do Atol de Johnston, sugere que a mesma apresente realmente
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um grande sucesso na colonizacdo desses ambientes. Deste modo sdo necessarios
maiores esforcos no intuito de se obter informacdes a respeito de individuos de tamanho
reduzido, que ainda ndo atingiram sua maturidade sexual. Tais resultados podem ser
obtidos através da elaboracdo de estudos relacionados a densidade populacional e ao

comportamento reprodutivo da espécie em questdo, no ASPSP.
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TABELAS

TABELA |. Distribuicdo mensal de machos e fémeas do cangulo-preto, Melichthys niger,

capturados no Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de 2008.

2006 2007 2008 Total Proporgao Sexual X2 Pr(chi)
Meses ¢ & @ & ¢ 4 ¢ 4
Jan 15 13 29 32 44 45 1:0.9 0,0112 0,9156
Fev 8 23 30 36 38 59 1:0.6 4,5464 0.03299*
Mar 6 4 34 26 40 30 1:0.7 1,4286 0,232
Abr 20 9 31 12 51 21 1:.0.4 12,5 0.000407*
Mai 17 8 3 15 30 17 50 40 1:0.8 1,1111 0,2918
Jun 8 8 6 18 14 26 1:.0.5 3,6 0,05778
Jul 23 32 23 32 1:.0.7 1,4727 0,2249
Ago 19 37 19 37 1:.0.5 5,7857 0.01616*
Set 8 34 8 34 1:0.2 16,0952 0.00006024*
Out 25 34 25 34 1:.0.7 1,3729 0,2413
Nov 36 34 36 34 1:0.9 0,0571 0,811
Dez 19 18 19 18 1:0.9 0,027 0,8694
Total 54 56 159 231 154 123 367 410 1:0.9 2,3797 0,1229

*Valores estatisticamente significantes com 95% de confianga.
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FiG. 1. Distribuicdo de freqiiéncia de comprimento total para machos e fémeas de cangulo-preto,

Melichthys niger, capturados no Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo, entre janeiro de 2006 e

maio de 2008.
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FIG. 2. Relagdo entre o comprimento total e 0 peso do ovario de fémeas de cangulo-preto,

Melichthys niger, capturados no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo, entre janeiro de

2006 e maio de 2008.
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FiG. 3. Distribuicio mensal dos estagios maturacionais de fémeas de cangulo-preto, Melichthys

niger, capturadas no Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de

2008.
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FIG. 4. Média mensal do indice gonadal (IG) de exemplares de Melichthys niger, capturados no

Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de 2008.
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FIG. 5. Média mensal da variagdo de temperatura da superficie do mar no Arquipélago de S&o

Pedro e S&o Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de 2008.
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FIG. 6. Relagdo entre o comprimento total e 0 peso do testiculo de machos de cangulo-preto,

Melichthys niger, capturados no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo, entre janeiro de

2006 e maio de 2008.
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FIG. 7. Distribuicdo mensal dos estagios maturacionais de machos de cangulo-preto, ~ Melichthys

niger, capturados no Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo, entre janeiro de 2006 e maio de

2008.
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2006 e maio de 2008 (inicio de maturacdo 4 fémeas, os outros estagios 5 fémeas).
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5. Considerac0es Finais

A escala macroscopica proposta foi considerada adequada para a caracterizagdo
do desenvolvimento reprodutivo da espécie, apesar da mesma apresentar um tipo de
desova total, sincrénica em dois grupos.

As analises histoldgicas realizadas nas gbnadas examinadas permitiram
identificar claramente cinco estagios do desenvolvimento ovocitario seguindo um
padrdo semelhante ao descrito para outras espécies de peixes marinhos

Foliculos pds-ovulatorios ndo foram encontrados nos ovarios do cangulo-preto
examinados em funcdo provavelmente da auséncia de ovarios desovados entre 0s
espécimes examinados.

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuiram intensamente para um
melhor entendimento de aspectos bioldgicos do M. niger, haja vista a quase inexisténcia
de informacdes a respeito da espécie, em especial no Arquipélago de Séo Pedro e S&o
Paulo. E importante destacar a necessidade de novos estudos no intuito de
complementar as informacGes descritas na presente pesquisa. Estudos relacionados a
densidade populacional e ecologia comportamental, migracdo reprodutiva, entre outros,
sdo essenciais para um apropriado entendimento da dindmica reprodutiva da espécie em
uma ambiente de alta produtividade biolégica, como se caracteriza o Arquipélago Séao

Pedro e Séao Paulo.
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Words, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion (a combined
Results and Discussion is not hormally acceptable), Acknowledgements, References,
Tables and Figures. Within sections, subdivisions should not normally exceed two
grades; decimal number classification of headings and subheadings should not be
used. All pages should be numbered. Footnotes should not be used except in
Tables. Names of fishes should be given in full, i.,e. common name and Latin name
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first time they appear in the text, e.g. Cyprinus carpio L. and Oncorhynchus mykiss
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separate file should be supplied for illustrations; Encapsulated PostScript (EPS) files
are preferred.

4. Abstracts. An abstract, which should be concise and summarize only the
significant findings of the paper (i.e. not the background or methods), should
accompany each manuscript. It should be followed by a list of not more than six
key words.

5. Illustrations. Photographs should be selected only to illustrate something that
cannot adequately be displayed in any other manner. Magnification should be given
in actual terms and all stains used should be described in full. Colour photographs
can be included; the first two figures will be produced free of charge, additional
figures will be at the author's expense (see 6). Figures should be numbered
consecutively using Arabic numerals (Fig. 1, 2, etc.), in order of their mention in
the text. A fully descriptive caption should be provided for every figure and the
complete list of captions typed together on a separate page. All relevant
information, e.g. keys to the symbols and formulae, should be included in the
caption. The minimum reduction for the figures may be indicated. Artwork should
be received in digital format. Line artwork (vector graphics) should be saved as
Encapsulated PostScript (EPS) and bitmap files (half-tones or photographic images)
as Tagged Image Format (TIFF). Native file formats should not be submitted. More
detailed information on the submission of electronic artwork can be found at
http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp

6. Colour. Authors must complete a Colour Work Agreement Form for any colour
figures requiring payment. This will be indicated on acceptance. The form can be
downloaded as a PDF* (portable document format) file from the home page at
http://jfb.edmgr.com

Completed forms should be sent to the Production Editor, Journal of Fish Biology,
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101 George  Street, Edinburgh EH2 3ES, U.K. (or by email:
jffb@oxon.blackwellpublishing.com).
*To read PDF files, you must have Acrobat Reader installed.

7. Tables. These should be numbered in Roman numerals (Table I, II, etc.), in the
order of their mention in the text. A brief title should be typed directly above
each table, not on a separate page. Footnotes to tables should be indicated by
superscripts and typed at the bottom of the tables.

8. Units and symbols. Metric units should be used. Physical measurements should
be in accordance with the Systéme International d'Unités (SI), e.g. mm, mm3 , s,
g, Mg, m s-1(superscript), g I-1(superscript). Use joules not calories. Authors will
find the following two publications helpful: British Standard 1991: Part I: 1967
Recommendations for Letter Symbols, Signs and Abbreviations, and Units, Symbols
and Abbreviations. A Guide for Biological and Medical Editors and Authors (Baron,
D.N., ed.) published by the Royal Society of Medicine, London. In mathematical
expressions, single letters should be used for variables, qualifying them with
subscripts if required, e.g. length L, fork length LF(subscript F), standard length
LS(subscript S), index I, gonado-somatic index IG(subscript G), hepato-somatic
index IH(subscript H), etc. The 24 hour clock should be used for time of day, e.g.
1435 hours, not 2.35 p.m. Calendar dates should be as, e.g. 15 June 1998. In the
text, one-digit numbers should be spelt out unless they are used with units of
measure (in which case they should not be hyphenated), e.g. five boxes, 5 cm.
Numerals should be used for all numbers of two or more digits, e.g. 34 boxes. Use
mass(es) rather than weight(s). Means and error (S.D., S.E., 95% CL, etc.), should
be to the same number of decimal places. Salinity is dimensionless with no units;
psu, %o or similar should not be used.

9. Statistics. Statistics should be presented as follows: name of test, number of
observations or degree of freedom, and probability level (P > 0.05, P < 0.05, P <
0.01 and P < 0.001). Values of test statistics are not required.

10. Name-bearing type specimens of taxa that are described in the Journal of Fish
Biology as new to science should be deposited in recognized national or
international institutions that can meet Recommendations 72F.1-5 of the
International Code of Zoological Nomenclature (ICZN, 1999; available from
http://www.iczn.org/iczn/index.jsp) for Institutional responsibility. The chosen
institute for deposition of name-bearing type specimens should be able to meet
these responsibilities into the foreseeable future. A paratype series may be
distributed among more than one recognized national or international institution at
the discretion of the authors. This is encouraged for paratype series that include
numerous specimens, where the paratype series can be split into two or more
representative samples, comprising several specimens that are deposited at
different institutions. For examples of recognized national or international
institutions see earlier taxonomic publications in the Journal of Fish Biology, or
check institutions listed in Eschmeyer's Catalog of Fishes Online (available at
http://www.calacademy.org/RESEARCH/ichthyology/catalog/abtabr.html), and see
Poss & Collette, Copeia 1995, 48-70, for U.S. and Canadian institutions.
Institutional abbreviations used in manuscripts should follow standard code
designations as given in Eschmeyer's Catalog of Fishes Online (see URL above).

11. Genetic nomenclature. Gene nomenclature for protein-coding loci for fishes
should follow the standard recommended by Shaklee et al. in the Transactions of
the American Fisheries Society 119, 2-15 (1990).

12. Sequence data. Manuscripts containing novel amino acid sequences of proteins
or novel nucleotide sequences (e.g. primer sequences) will only be accepted if
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they carry a statement that all the data have been deposited with an appropriate
data bank, e.g. the European Molecular Biology Laboratory (EMBL) or GenBank
Data Libraries. The data base accession number must be given in the Materials and
Methods section of the manuscript. Lengthy nucleotide sequences will only be
published if, in the judgement of the Editor, these results are of general interest
and importance. Where sequences are already published, reference to the
original source will suffice.

13. RAPD. In the opinion of the Editors, data derived by RAPDs (randomly amplified
polymorphic DNAs) technology are frequently not satisfactory and conclusions
derived from them unreliable. Papers submitted to the Journal should not include
data generated by this technique.

14. Acknowledgement of copyright. Authors should obtain permission from the
copyright owner (usually this is the publisher) to use any figure, table or extended
quotation from material that has previously been published. Acknowledgement,
however, should cite the author: 'Reproduced with permission from Einstein
(1975)'.

15. Digital object identifier. Blackwell Publishing assigns a unique digital object
identifier (DOI) to every article it publishes. The DOI appears on the title page of
the article. It is assigned after the article has been accepted for publication and
persists throughout the lifetime of the article. Due to its persistence, it can be
used to find the article on the Internet through various web sites, including
Blackwell Synergy, and to cite the article in academic references. When using a
Blackwell Publishing article in the reference section, it is important to include the
article's DOI in the reference as volume and page information is not always
available for articles published online. Section 16 shows samples of DOI included in
references. All articles on Blackwell Synergy (www.blackwell-synergy.com) include
full details on how to cite the article.

16. References. The use of a tool such as EndNote or Reference Manager for
reference management and formatting is recommended.
EndNote reference styles can be searched for here:
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp

Reference Manager styles can be searched for here:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp

The list of references should be arranged alphabetically according to the surname of
the first author and set out as follows:

Pickford, G. E. (1959). The nature and physiology of the pituitary hormones of
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behaviour of Japanese eels. Journal of Fish Biology 62, 1-12. doi: 10.1046/j.0022-
1112.2003.00002.x

The order in the list should be:

(i). Single authors. Where more than one reference is given for a single author the
publications should be listed chronologically.

(ii). Two authors. These should be arranged first alphabetically, then
chronologically. For text citations, use the names of both authors and the year. Do
not use et al. for two-author references.

(iii). Three or more authors. These should be arranged chronologically. For all text
citations use the surname of the first author only, followed by et al. and the date.

If more than one reference by the same author(s) published in the same year is
cited, use a, b, etc. after the year in both text and list, e.g. (1963a). Text citations
can be given in either of two ways: (a) with date in parentheses, 'as demonstrated
by Jones (1956)'; (b) with names and date in parentheses, 'according to recent
findings (Jones, 1956)'. Where more than one reference is cited in the text
these should be in chronological order, e.g. Smith, 1975; Arnold, 1981; Jones,
1988. Journal titles should be given in full. The full title of the paper, the
volume number and the page numbers should be given. Authors should check
that all citations in the text are in the list of references and vice versa, and
that their dates match. Journal titles, book titles and any other material within the
reference list which will be italicized in print should be italicized or underlined in the
manuscript.

References must be available in the public domain, e.g. 'grey' literature should not
be included.

17. Ethics. Contributors to the Journal of Fish Biology must read the Editorial in
Journal of Fish Biology 68, 1-2 (2006), available here. They will be required to
complete a questionnaire on submission of their paper, available for download here.

18. Reviews. The Journal of Fish Biology plans to include one review paper with
each issue. These reviews should be concise (up to 30 printed pages of the
Journal), critical and creative. They should seek to stimulate topical debate and new
research initiatives. Prospective authors are asked to submit a synopsis (two pages
maximum) of their paper to the Reviews Editor, Dr M. J. Kaiser, University of Wales
- Bangor, School of Ocean Sciences, Menai Bridge, Gwynedd LL59 5EY, U.K. (or by
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topical, its main points and objectives, and how it will stimulate debate and
research. When the proposal has been accepted by the Reviews Editor, he will
invite the author to submit a manuscript within an agreed time limit and following
the general guidelines for submission of standard papers. A modest honorarium will
be paid on publication of reviews.

19. Brief Communications. A Brief Communication may be concerned with any
subject within the scope of the Journal of Fish Biology but should be confined to a
single point or issue of progress, such as an unusual occurrence, an interesting
observation, or a topical and timely finding. The manuscript must, however, have
some relevance beyond the species or locality under consideration. To qualify for
inclusion as a Brief Communication a paper must be short. An abstract of not
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included, in other respects submitted manuscripts should comply with the
instructions given above.
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more outside experts in the relevant discipline and evaluated for publication by the
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24. Proofs and offprints. Proofs should be downloaded as a PDF file from a
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should be emailed to: offprint@cosprinters.com. Offprints are normally dispatched
within 3 weeks of publication of the issue in which the paper appears. Please
contact the publishers if offprints do not arrive: however, please note that offprints
are sent by surface mail, so overseas orders may take up to 6 weeks to arrive.
Electronic offprints are sent to the first author at his or her first email address on
the title page of the paper, unless advised otherwise; therefore please ensure that
the name, address and email of the receiving author are clearly indicated on the
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25. NEW: Online production tracking is nhow available through Blackwell's
Author Services.
Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted -
through the production process to publication online and in print. Authors can
check the status of their articles online and choose to receive automated emails at
key stages of production. The author will receive an e-mail with a unique link that
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article preparation, submission and more.
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Blackwell Publishing will dispose of all hard copy or electronic material 2 months
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Ten of the most common faults in papers submitted to the Journal of Fish
Biology:

1. Title page layout. Authors should consult past published papers.

2. Abstract contains information other than main findings.

3. Headings. Authors should consult past published papers.

4. Naming of fishes, e.g. no authority given on first mention.

5. Use of active voice (usually the first person). The passive voice should be
used.

6. References, e.g. lack of match between text and list and wrong format.

7. Figure and caption, e.g. keys should be on the caption, not on the figure.

8. Variables not defined correctly. Normally these should be single letters
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