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Abstract

Reproduction, age and growth of three species of family Epinephelidae in

Pernambuco coast

The family Epinephelidae is composed of several species of reef fishes exploited by fishing
in tropical and subtropical regions. Due to late maturation and slow growth observed for
many epinephelids, stocks of species of this family are quite vulnerable to overfishing and
their populations have been strongly affected. In Brazil, large epinephelids are a target
group for fisheries occurring from North to South. Smaller sized species of epinephelids are
not main targets, however are also largely exploited by multispecies fisheries both
commercial and artisanal. In northeast Brazil, the mutton hamlet Alphestes afer, the coney
Cephalopholis fulva and the rock hind Epinephelus adscensionis are the small species of
groupers most captured by artisanal fishing. Recently, with expansion of trap fisheries for
fishes in this region, these species have became the target of this multispecies fishing, with
catches exported to Europe and United States. This research aimed to study the population
structure of these three species of epinephelids from samples collected in artisanal fisheries
landings on the coast of Pernambuco. To assess the population structure of these species the
reproductive cycle; the age and growth and the mortality of each species were studied.

Most groupers present sexual development as monandric protogynous hermaphrodite,
where males develop from mature females. Some species of epinephelids have also showed
a pattern of diandric protogynous hermaphroditism in which males can been originated
from immature females (primary males) or from mature females (secondary males). Here,
the study of reproductive biology of three species indicated two patterns of sexual
development, in which C. fulva and E. adscensionis developed as monandric protogynous
hermaphrodite and A. afer developed as diandric protogynous hermaphrodite. The period of
spawning of these species occurred between the end of winter (July-August) and beginning
of spring (September-October). Spawning individuals with high gonadossomatic index
were captured within the fishing area.

Males of C. fulva and E. adscensionis (C. fulva - 26 cm TL/8 years; E. adscensionis - 32

cm TL/8 years) were larger and older than females (C. fulva — 22;24 cm TL/6 years; E.



adscensionis - 26 cm TL/6 years). In populations of A. afer males (18 cm LT/6 years) were
smaller and younger than females (22 cm TL/8 years).

The size of first maturation (Lso) observed in females of the three species were equal for A.
afer and C. fulva (Ls0o=18 cm TL) while the Lso observed for E. adscensionis was 20 cm TL.
The sizes class observed in mature females in phase of sex change (transitional individuals)
were different between the species: A. afer — 18-21.7 cm TL,; C. fulva — 20-27.1 cm TL; E.
adscensionis — 26-33 cm TL. Only A. afer presented one immature female (16 cm TL) with
spermatic cripts, indicating that the smaller males of the population were primary males.
The von Bertalanffy growth model applied to the three species indicated fast initial growth
in the first years of life. The population structure of C. fulva and E. adscensionis indicated
that the oldest individuals of population were males while the population of A. afer the
oldest individuals were females. The species that presented highest longevity was E.
adscensionis reaching 15 years, followed by A. afer with 13 years and C. fulva with 11
years. Chemical labelling of otoliths with tetracycline for the three species was a succesful
method to validate the age, indicating that one growth ring was formed each year in
otholits.

The total mortality rate (Z) obtained for the three species of A. afer (Z=0.58. year-1) and C.
fulva (Z=0.46. year-1) were higher than the mortality rate obtained for E. adscensionis
(Z=0.28. year-1) suggesting that their populations are may be under less fishing pressure in
the coast of Pernambuco.

The results obtained in this thesis were fundamental to understand the patterns of sexual
development and the age structure in the populations of A. afer, C. fulva and E.
adscensionis exploited by fishing in the coast of Pernambuco. These informations can be

applied in management and conservation plans for the coast of northeast of Brazil.

KEYWORDS: reproduction; protogynous hermaphrodite; Epinephelidae; age; otolith; sex change



Resumo Geral

Reproducdo, Idade e Crescimento de trés espécies da familia Epinephelidae no litoral
de Pernambuco

A familia Epinephelidae é constituida de varias espécies de peixes recifais exploradas pela

pesca nas regides tropicais e subtropicais. Os estoques das espécies dessa familia séo
bastante vulneraveis a sobrepesca e conseqlientemente suas estruturas populacionais tém
sido fortemente afetadas devido & maturacgéo tardia e crescimento lento da maioria de suas
espécies. No Brasil, os grandes epinephelideos s&o os principais grupos-alvo da pesca de
Norte a Sul. Ja espécies de epinephelideos de médio a pequeno porte ndo sdo alvo
principais das pescarias, sendo no entanto amplamente exploradas tanto como fauna
acompanhante de varias modalidades da pesca comercial, como em pescarias artesanais
multiespecificas. No nordeste brasileiro as espécies sapé Alphestes afer, piralna
Cephalopholis fulva e gato Epinephelus adscencionis sdo as pequenas garoupas mais
capturadas pela pesca artesanal. Recentemente, com a expansdo das pescarias com covos
para peixes na regiao, estas espécies passaram a figurar entre espécies alvo desta pescaria
mista, destinadas a exportacdo para a Europa e EUA. Este trabalho teve como objetivo
principal estudar a estrutura populacional dessas trés espécies de epinephelideos a partir de
amostras coletadas em desembarques da pesca artesanal no litoral de Pernambuco. Para
avaliar a estrutura populacional dessas espécies foram investigados os ciclos reprodutivos, a
idade, o crescimento e a mortalidade de cada espécie.

A maioria das garoupas apresenta desenvolvimento sexual como hermafroditas
protoginicas monandricas, em que 0s machos sdo provenientes de fémeas sexualmente
maduras. No entanto, algumas espécies de epinefelideos tém apresentado um padrdo de
hermafroditismo protoginico diandrico no qual os machos podem ser originados de fémeas
imaturas (machos primarios) ou de fémeas maduras (machos secundarios). O estudo da
biologia reprodutiva das trés espécies de epinefelideos indicou dois padrbes de
desenvolvimento sexual, com C. fulva e E. adscensionis desenvolvendo-se
predominantemente como hermafroditas protoginicas monandricas e A. afer
desenvolvendo-se predominantemente como hermafrodita protoginica diandrica. O periodo
de desova das trés espécies ocorreu entre o final do inverno (julho-agosto) e inicio da
primavera (setembro-outubro) nos dois anos de estudo. Individuos desovantes, com altos

indices gonadossomaticos, foram capturados em areas de pesca.



Nas populagdes de C. fulva e E. adscensionis os machos (C. fulva - 26 cm CT/8 anos; E.
adscensionis - 32 cm CT/8 anos) foram maiores e mais velhos que as fémeas (C. fulva —
22;24 cm CT/6 anos; E. adscensionis - 26 cm CT/6 anos). Nas populacdes de A. afer os
machos (18 cm CT/6 anos) apresentaram tamanho e idade menores que as fémeas (22 cm
CT/8 anos). Os tamanhos de primeira maturagdo (Lso) observados nas fémeas das trés
espécies foram iguais para A. afer e C. fulva (Ls0=18 cm CT) enquanto que o Lso observado
para E. adscensionis foi maior com 20 cm CT. As classes de tamanho observadas em
fémeas maduras na fase de mudanca de sexo (individuos transicionais) foram diferentes
entre as espécies: A. afer — 18-21.7 cm CT; C. fulva — 20-27.1 cm CT; E. adscensionis —
26-33 cm CT. Somente A. afer apresentou uma fémea imatura (16 cm CT) apresentando
criptas espermaticas indicando que os machos menores da populagdo foram primarios.

O modelo de crescimento de von Bertalanffy aplicado para as trés espécies indicou
crescimento inicial rapido nos primeiros anos de vida e posteriormente lento. A estrutura
populacional de C. fulva e E. adscensionis indicou que os individuos mais velhos da
populacdo foram machos enquanto que a populagédo de A. afer os individuos mais velhos
foram fémeas. A espécie que apresentou maior longevidade foi E. adscensionis atingindo
15 anos seguido de A. afer com 13 anos e C. fulva com 11 anos. A marcag¢ao quimica com
tetraciclina das trés espécies para validacdo da idade obteve sucesso nesse trabalho
indicando que cada anel de crescimento nos otdlitos formou-se uma vez ao ano.

As taxas de mortalidade (Z) obtidas para as trés espécies estudadas indicaram que as
populacdes de A. afer (Z=0.58. ano-1) e C. fulva (Z=0.46. ano-1) apresentaram maior presséo
nos seus estoques principalmente pela pesca de armadilhas. A taxa de mortalidade obtida
para as populacbes de E. adscensionis (Z=0.28. ano-1) mostrou que suas populacdes
encontram-se menos exploradas pela pesca no litoral de Pernambuco. Os resultados obtidos
nessa tese foram fundamentais para compreender os padrdes de desenvolvimento sexual
bem como a estrutura etaria das populacbes de A. afer, C. fulva e E. adscensionis
exploradas pela pesca no litoral de Pernambuco. Essas informag6es podem ser aplicadas em

planos de manejo, conservacgédo e ordenamento pesqueiro na costa nordeste do Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: reproduc¢do; hermafrodita protoginico; Epinephelidae; idade¢ otélito; mudanca

de sexo
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Introducédo Geral

A importancia dos recifes brasileiros, que ocupam uma area de 3.000 km ao
longo da costa e constituem os Unicos recifes de coral do Atlantico Sul, é tdo grande
quanto as ameagas que esses ecossistemas vém sofrendo. A maioria dos recifes
costeiros vem sendo explorada intensamente pela pesca artesanal e comercial devido a
dependéncia em grande escala da populagdo costeira desses recursos (Ferreira &
Maida, 2006).

A atividade pesqueira em grande escala nos oceanos tem interferido nos
ecossistemas marinhos, gerando grandes alteracdes ecoldgicas e reduzindo muitos
estoques de peixes nos ultimos 50 anos (Myers & Worms, 2005). Tal fato é
conseqiiéncia indireta do crescimento demografico humano desordenado e o aumento
da captura através do avanco da tecnologia da pesca (Coleman et al., 2000). Nas
ultimas décadas, a preocupacd0 com a conservacdo dos peixes marinhos tem
aumentado devido a ameaca dos estoques com a exploracdo da pesca (Sadovy, 2005).
A Sociedade Americana de Pesca (American Fisheries Society - AFS) reconhece que
0s peixes recifais devem ser explorados de forma conservadora para se evitar o
colapso nos estogues, pois muitas espécies, principalmente as que possuem
crescimento lento e maturacdo tardia encontram-se vulneraveis a sobrexploragdo
(Coleman et al., 2000).

As garoupas (Teleostei: Epinephelidae: Epinephelini) compreendem cerca de
160 espécies de peixes que ocorrem em regides tropicais e subtropicais (Craig &
Hastings, 2007; Erisman et al., 2009). A maioria dos epinefelideos apresenta o
desenvolvimento sexual como hermafroditas protoginicas (Sadovy de Michetson &
Liu, 2008), nascendo fémeas e revertendo para machos quando atingem um
determinado tamanho e/ ou pela presséo social de suas popula¢bes (Shapiro, 1987). No
entanto, ha registros de outros padrfes sexuais para essa familia em que as garoupas
podem apresentar estratégias reprodutivas como gonocoristas (Colin, 1992) ou até
mesmo apresentar mudancga de sexo bidirecional (Liu & Sadovy, 2004). De acordo
com a ampla variedade de padrbes de desenvolvimento sexual das espécies de

epinefelideos (Erisman et al., 2009), alguns estudos t¢m mostrado que a plasticidade
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sexual de algumas espécies tem provocado ddvidas no modo reprodutivo protoginico
(Sadovy & Domeier, 2005).

Varios estudos indicam que garoupas possuem vida longa com crescimento lento
(Manooch, 1987) e geralmente os machos s&o maiores e mais velhos que as fémeas
(Choat & Robertson, 2002). A histéria de vida das garoupas hermafroditas
protoginicas pode ser afetada quando peixes maiores e mais velhos sdo mais
explorados pela pesca reduzindo assim o0s estoques das fémeas maiores e
conseqiientemente dos futuros machos de suas populacbes tornando-as assim mais
vulneraveis (Petersen & Warner, 2002). Entre as espécies de peixes marinhos mais
pescadas, os grandes epinephelideos (garoupas, badejos, meros e chernes) tém sido
alvos principais da pesca na regido dos oceanos Atlantico (Tuya et al., 2006), Indo-
Pacifico (Colin et al., 2003), Mar Mediterraneo (Marino et al., 2001) e Mar do Caribe
(Sala et al., 2001). No Brasil, os grandes epinephelideos também tém sido um dos
principais grupos-alvo da pesca na regido nordeste (Ferreira & Maida, 2006), sudeste e
sul (Andrade et al., 2003; Costa et al., 2005). Espécies de epinephelideos de médio a
pequeno porte (badejinhos, garoupinhas, piralnas, catuds), por outro lado, com
tamanho corporal menor ou igual a 60 cm, geralmente ndo sdo alvo principais das
pescarias, mas sdo amplamente exploradas tanto como fauna acompanhante de varias
modalidades da pesca comercial, como em pescarias artesanais multiespecificas
(Ribeiro, 2004).

Pequenas garoupas do Nordeste

No nordeste brasileiro garoupas de pequeno e médio porte, como 0 sapé
Alphestes afer, a piralna Cephalopholis fulva, e a garoupa-gato Epinephelus
adscencionis séo frequentemente capturadas pela pesca artesanal. Informacoes sobre a
exploracdo econdmica dessas espécies ndo aparecem nos desembarques do nordeste
controlados pelo IBAMA através da Estatistica Pesqueira (ESTATPESCA) (IBAMA,
2005), pois sdo classificadas em outras categorias das pescarias multiespecificas como

fauna acompanhante.

A pirauna Cephalopholis fulva (Linnaeus, 1758), também conhecida como

garoupinha ou catua, € comum entre 1 e 40 metros em costdes rochosos e recifes e



Capitulo 1.

Introducédo Geral

atinge o comprimento maximo de 40 cm; ocorre no Atlantico ocidental em regides
recifais tropicais e subtropicais das Bermudas e Florida até a regido sudeste do Brasil
(Carvalho-Filho, 1999). Estudos de idade e crescimento dessa espécie entre Salvador
(BA) e Cabo de Sdo Tomé (RJ), regido central da Zona Econdmica Exclusiva, revelam

que essa espécie encontra-se sensivel a exploracdo pesqueira (Leite Jr. et al., 2005).

A garoupa sapé Alphestes afer (Bloch, 1793) atinge até 30 cm de tamanho e
também é comum entre 2 e 50 metros de profundidade; ocorre das Bermudas e Florida
até o sudeste do Brasil (Carvalho-Filho, 1999) e no Golfo da Guiné, oeste da Africa
(Craig et al., 2006). Na costa brasileira, essa espécie é considerada comum no litoral

norte e rara entre Rio de Janeiro e Bahia (Ferreira et al., 2008).

A garoupa gato Epinephelus adscensionis (Osbeck, 1765) também comum em
costdes rochosos e recifes entre 2 e 50 metros, atinge cerca de 61 cm (Hostim-Silva et
al., 2006; Heemestra & Randall, 1993), ocorre no Atlantico no Ocidental de
Massachusetts até o sul do Brasil (Hostim-Silva et al., 2006) e no Atlantico Oriental
ocorre também nas llhas de Ascensdo e Santa Helena (Choat & Robertson, 2008) e na
Ilha de S&o Tomeé (Golfo da Guiné) (Afonso et al., 1999).

No Brasil somente C. fulva apresenta estudos sobre a biologia reprodutiva
(Coelho, 2001) e sobre a idade e crescimento na costa Central (Aratjo & Martins, 2009;
Araljo & Martins, 2006). Ja informacGes sobre os padrdes de desenvolvimento sexual,
idade e crescimento de A. afer e E. adscensionis ndo existem para o Brasil e séo
escassos nas outras regides de ocorréncia. Com isso, a avaliagdo dos parametros
biolégicos das populacBes dessas espécies é fundamental para avaliar os estoques

explorados pela pesca.

A costa do estado de Pernambuco é caracterizada pela presenca de mangues,
estudrios e recifes costeiros (Laborel, 1965). As areas marinhas do litoral de
Pernambuco consistem de ecossistemas altamente produtivos, aos quais esta associada
grande parte dos peixes explorados. Com uma extensdo de 187 km, representa apenas
1,6% de todo o litoral brasileiro. A producdo de pescado em todo o litoral de
Pernambuco é basicamente artesanal (IBAMA, 2005). Apesar do esforco de pesca ter
sido historicamente dirigido para as espécies de maior porte, € urgente avaliar as

espécies de pequeno a médio porte que também estdo sendo amplamente capturadas nas
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pescarias do nordeste brasileiro. Através de estudos populacionais e planos de
monitoramento dos estoques explorados dessas espécies, sera possivel ampliar

estratégias de conservagdo e manejo de suas populagdes nos recifes brasileiros.
Objetivos da tese

Este trabalho teve como objetivo principal estudar a estrutura populacional de
trés espécies de epinephelideos frequentemente exploradas pela pesca artesanal no
litoral de Pernambuco: Alphestes afer, Cephalopholis fulva e Epinephelus adscencionis.
Para caracterizar a pesca dessas espécies e avaliar a estrutura de suas populagées, 0s

objetivos especificos foram:

o Biologia reprodutiva das espécies;

o Idade e crescimento das espécies com validacdo da formacdo do anel de
crescimento;

o Mortalidade das espécies; e

. Estrutura populacional por tamanho, idade e sexo das espécies.
Estruturacao da tese

Essa tese foi baseada em dados provenientes de amostras bioldgicas coletadas no
litoral de Pernambuco nos principais municipios com desembarque da pesca comercial
e artesanal (Fig. 1) entre 2008 e 2009. Nesses acompanhamentos foram diagnosticados
0s métodos da pesca, os artefatos (linha, arpdo, armadilhas) utilizados na captura das

espécies alvo.
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Fig. 1. Principais pontos de desembarque da pesca no litoral de Pernambuco.

De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos ao longo da
realizacdo desse trabalho, a tese foi dividida entre seis capitulos descritos a seguir:

e Capitulo 1: Introducdo geral;
e Capitulo 2: Desenvolvimento sexual e padrdo reprodutivo do sapé, Alphestes
afer (Teleostei: Epinephelidae): um peixe recifal hermafrodita didndrico;
e Capitulo 3: Idade, validacdo e crescimento de uma pequena garoupa, O Sapé
Alphestes afer (Teleostei: Epinephelidae);
e Capitulo 4: Reproducéo, idade e crescimento da piratina Cephalopholis fulva
(Teleostei: Epinephelidae) do litoral de Pernambuco;
e Capitulo 5: Padrdo de desenvolvimento sexual, idade e crescimento da garoupa
gato Epinephelus adscensionis (Teleostei: Epinephelidae) do litoral de
Pernambuco, Brasil;

o Capitulo 6: Consideracgdes Finais.

Os capitulos 2 e 3 abrangem a biologia reprodutiva e a idade da garoupa sapé
A. afer que apresentou peculiaridades no desenvolvimento sexual e distribuicdo de
machos e fémeas dentro da populacdo estudada. O capitulo 2 foi defendido no
exame de qualificagdo em Dezembro 2009. Apds revisdes e estudos adicionais, o

capitulo 2 foi submetido a revista Neotropical Ichthyology em Outubro 2010 e
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posteriormente foiaceito em Marco 2011. O capitulo 3 encontra-se em revisao para
breve submissdo em revista internacional de maior impacto. Esses dois capitulos

estdo apresentados em inglés.

Os capitulos 4 e 5 abrangem a reproducéo, idade e crescimento de C. fulva e E.
adscencionis respectivamente. A estrutura desses capitulos foi semelhante de modo
que as metodologias usadas foram as mesmas ao longo dos estudos da biologia

reprodutiva, da validacdo da idade e do crescimento dessas especies.

Os capitulos 3, 4 e 5 foram estruturados para futuras publicagGes. O capitulo 2 ja

se encontra adequado as normas da revista a que foi submetido.
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Resumo

Ha pouco conhecimento sobre a reproducdo do género Alphestes. A reproducdo do sapé
Alphestes afer coletado nos recifes de Pernambuco (Brasil) foi estudada baseada em
analises macroscopicas durante o periodo reprodutivo e andlises histoldgicas das
gonadas de Marco de 2008 a Outubro de 2009. Esse estudo mostrou que Alphestes afer
é uma espécie hermafrodita didndrica. A mudanca de sexo seguiu 0 modo protoginico
em dois caminhos: machos primarios transformados de fémeas imaturas ou machos
secundarios transformados de fémeas em repouso, maduras ou esgotados. A distribuicdo
numeérica por classe de tamanho indicou que fémeas de 11-18 cm Ly foram imaturas;
fémeas de 16-25 cm Lt e machos de 12-22 cm Ly foram de varios estadios de
desenvolvimento gonadal. Individuos identificados como imaturos bissexuais e
transicionais (ambos apresentando tecido ovariano e esperméatico) foram de 16-24 cm Ly
de comprimento. O tamanho de primeira maturagdo da fémea foi 18 cm Ly e do macho
foi 12 cm Lt. Alphestes afer mostrou desova mdltipla, com periodo de desova de
Agosto a Dezembro de 2008 e de Agosto a Outubro de 2009. A propor¢do sexual
(fémeas: machos) em 2008 e 2009 foi 0.94:1 durante os meses de desova. Machos
foram menores que as fémeas, alcancando o tamanho maximo de 18 cm Lt comparados
ao tamanho maximo de 22 cm Lt das fémeas observadas. Machos tiveram o rank de
competicdo espermatica alto (3.8) sugerindo intensa competicdo espermatica, o que é
uma possivel indicagdo da mudanca na estrutura do grupo de acasalamento de desova
em pares para desova em grupo. A presenca de machos pequenos com alto indice de
competicdo espermatica sugere que esta espécie, enquanto retém o padrdo protoginico,

possui uma estratégia reprodutiva similar aos epinefelideos gonocoristas.

Sexual development and reproductive pattern of the Mutton hamlet, Alphestes afer,

(Teleostei: Epinephelidae): a dyandric, hermaphroditic reef fish
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Sexual devolpment and reproductive pattern of the Mutton hamlet, Alphestes afer,

(Teleostei: Epinephelidae): a dyandric, hermaphroditic reef fish
Abstract

There is little knowledge on the reproduction of the genus Alphestes. The reproduction
of the Mutton hamlet, Alphestes afer, sampled in Pernambuco reefs (Brazil) was studied
based on macroscopic analysis during reproductive period and histological analysis of
gonad material from March 2008 to October 2009. This study showed that A. afer is a
diandric, protogynous hermaphrodite. Sex change followed a protogynous mode in two
pathways: primary males formed from immature female individuals or secondary males
formed from resting, ripe or spent female individuals. The numerical distribution of
gonad classes by size indicated that females from 11-18 cm Ly were immature while
females from 16-25 cm Lt and males from 12-22 cm Lt were in various stages of
gonadal development. Individuals identified as immature bisexual and transitional
(presenting both ovarian and sperm tissue) were sized from 16-24 cm Ly. Size of first
reproduction for females was 18 cm Ly and for males was 12 cm Lt. Alphestes afer
showed multiple spawning, with spawning season period from August to December
2008 and from August to October 2009. The sex-ratio (females: males) in 2008 and
2009 was 0.94:1 during the months of spawning season. Males were smaller than
females, reaching maximum size of 18 cm compared to 22 cm observed for females.
Males showed a high sperm competition rank (3.8), suggesting intense sperm
competition. This latter is a possible indication of a shift in the mating group structure
from paired to group spawning. The presence of small males added to high sperm
competition index, suggest that this species, while retaining the protogynous pattern,

has a reproductive strategy similar to gonochorist epinephelids.
Key Words: Reproduction; protogynous hermaphrodite; Epinephelidae

Introduction

The groupers (now Epinephelidae, reclassification of Serranidae by Smith &
Craig, 2007) exhibit at least three different sexual patterns: protogynous

hermaphroditism, gonochorism and bi-directional sex change (Sadovy de Mitcheson &
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Liu, 2008). Although it is often assumed that most of groupers present reproductive
strategy of protogynous hermaphroditism, a number of reports have yet to be
substantiated and confirmation of sexual pattern is still lacking for many species
(Sadovy & Colin, 1995, Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008). The criteria to diagnose
hermaphroditism in fishes in different survey areas have varied widely, but need care to
not generate misinterpretations (Sadovy & Shapiro, 1987). The growing number of
reports of hermaphroditic species over the last decade, new perspectives on phylogeny
in some groups emerging from molecular studies and clearer criteria for distinguishing
functional from non-functional, invite a re-examination of hermaphroditic sexual
patterns in teleosts (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

Hermaphroditic fishes could be defined in two categories: i) simultaneous, when
the male and female sex cells ripen at the same time; and ii) sequential, which could be
protogynous hermaphrodite that function first as females and them transform to males,
or protandrous hermaphrodite that transform males into females (Smith, 1959;
Yamamoto, 1969; Chan & Yeung, 1983). The protogynous mode of reproduction is
complicated in certain species by the occurrence of some large females that do not
change sex and some small males that are mature at the same size as the smallest
females (Heemstra & Randall, 1993, Liu & Sadovy, 2004).

Many protogynous groupers could exhibit either the monandric or diandric form
of protogyny. The first occurs when males develop via only adult sex change
(secondary male), while the diandric form is when males develop directly from juvenile
sex change (primary male) (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

The importance of determining the mode of reproduction of a species is
enhanced by the fact that fishery management is considerably complicated by sequential
hermaphroditism (Shapiro, 1987). Since males in protogynous species tend to be larger,
older and less numerous than females, fishing may remove more males than females
(Ferreira, 1993). There is little knowledge of sexual behavior of small groupers
hermaphrodites exploited in fisheries.

The Mutton hamlet, Alphestes afer (Bloch, 1973), is a small grouper
(Epinephelidae), shallow-water, cryptically colored fish that is easily overlooked in their

typical seagrass habitat (Heemstra & Randall, 1993). They rarely reach 30 cm in size
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and are common in waters between 2 and 50 meters deep (Craig et al., 2006). This
small grouper has been recorded from Bermuda, south Florida to southern Brazil
(Carvalho-Filho, 1999) and in the Gulf of Guinea, western Africa (Craig et al., 2006).

Apart from the work by Smith (1959) which considered A. afer as protogynous
hermaphrodite, based in histological analysis of only 8 individuals, there is little
knowledge on the reproduction of the genus Alphestes.

The purpose of this work was to assess the reproductive biology of A. afer,
including description of size distribution of individuals, seasonality of reproduction, sex

ratio and occurrence of sex-change in Brazilian reefs.
Materials and methods
Sampling

The coast of Pernambuco State, in the Brazilian Northeast, is 187 km long and
characterized by the presence of mangroves, coral reefs and seagrass beds. This coast
represents a highly productive system that supports intense artisanal fisheries (Ferreira
& Maida, 2006). In Pernambuco State, the Mutton hamlet, Alphestes afer, is caught
frequently by traps and hook and line in costal reefs and over the continental shelf.

Alphestes afer was sampled monthly in four localities on the coast of
Pernambuco State: 1) Itamaraca (7°44°S, 34°49°W), 2) Recife (8°04°S, 34°52°W), 3)
Tamandaré (8°45°S, 35°05°W) and 4) Sdo José da Coroa Grande (8°53’S, 35°08°W)
between March 2008 and October 2009. Most samples were obtained during landings
from trap fisheries operating over the continental shelf in depths between 30 to 50 m. A
smaller percentage of the sample (13%) was obtained from landings from hook and line
fisheries and spear fisheries operating in shallow reefs between depths of 3to 5 m.

Each fish was measured and weighted. Total length (Lt) was measured in
centimeters (cm) and total weight (Wt) in grams (g). Gonads for each individual were
removed, weighed (in grams), and fixed in FAAC (formaldehyde 4%, acetic acid 5%,
calcium chloride 1.3%) (Ferreira, 1993). Alternatively, inspection of fresh gonads was
conducted macroscopically in order to determine the sex. In this latter case, individuals

were classified as either ripe female or male.
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After fixation in FAAC, each gonad sample was rinsed with fresh water and then
preserved with alcohol 70°. Gonadal tissue was cut from the middle part of the gonadal
lobe. After the dehydration process, the gonads were embedded in paraffin, sectioned
transversally at 4-5 pum and stained with haematoxylin-eosin (Becak & Paulete, 1976).

Maturity stages were determined from histological observations to assess the
development of the ovary and testis. Oogenesis and spermatogenesis stages
classification followed Nagahama (1983) and Ferreira (1993, 1995); and developmental
stages classification followed Chan & Sadovy (2002) and Liu & Sadovy (2004).

The spawning season was determined through histological analyses.
Gonadosomatic index (lg) was calculated as I = Wgo /W; x 100, where Wg, = gonadal
weight, and W; = total weight.

The amount of fat deposited in the mesenteries was estimated following a
relative scale from 1 to 3, which indicated the proportion of fat covering the viscera (1:
no visible fat; 2: increasing amounts of fat, and 3: fat completely covering the viscera).
This scale was chosen after an observation of the variation in the amounts of mesenteric
fat during reproductive cycle. The estimation was always made by the same observer.
This scale was transformed in percentage to compare with Ic.

The size (Lt cm) of first spawning was determined when 50% (Lts0) of females
and males have begun their reproductive cycle. The individuals in each size class from
12 to 26 cm Lt were either in ripening or ripe gonad stage, thus were grouped per sex.
Size distribution of females and males was compared between gonadal stages among
reproductive period. Mature females and males were included to calculate the sex-ratio
only when reproductively active.

The I (gonadosomatic index) of reproductive active males was used as a proxy
of sperm competition intensity following a review by Erisman et al. (2009). Mean I of
breeding males was used to score the intensity of sperm competition, separated in four

groups of increasing levels of sperm competition ranks (Sg) (Table 1).
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Table 1. I of breeding males, sperm competition ranks (Sg) and sexual pattern of groupers
species according to review by Erisman et al. (2009).

Mean Ig Sk Sex Pattern

0.2-05 1 protogynous

0.6-2.0 2 protogynous

2.0-4.0 3 Protogynous or unconfirmed gonochorism
>4 4 gonochorism

Sr (1), non aggregating species that spawn in pairs; Sg (2), aggregating species that spawn in pairs;
Sk (3), aggregating species that spawn in pairs or groups; Sg (4), aggregating species that spawn
only in groups.

A nonparametric Kruskal-Wallis ANOVA (P<0.05) was used to examine
differences in some analysis among gonadal stages of females and males (Ig, mesenteric
fat, sizes distribution of gonadal stages). Spearman Rank correlation was used to
analyze the relationship between I and mesenteric fat for mature females and males,
and between I and size. A Chi-Square test (X?) was used to compare sex ratio (mature

females:mature males) between months of reproductive period.

Results

The total number of individuals collected from landings was 249, ranging from
12.2 to 25.8 cm Lt. The number of individuals analyzed per month varied between 9
and 22, depending on availability and period of the year. Anadditional sample of eight
small juveniles (11.6 to 15.4 cm Lt) was collected in shallow reefs (3 m) of Tamandaré
using fence nets between March 2009 and February 2010.

Sex determination was attempted from macroscopic observations only during the
reproductive period. All gonads of females and males had an ovarian structure with a
lumen and numerous lamellae protruding into the lumen from the dorsal and lateral
walls. Six gonadal stages were histologically recognized in ovaries and four in the
testes. Sex change was determined in juvenile and adult females presenting four stages,
so the species was considered a protogynous hermaphrodite. Each gonad was assigned
in one of the following phases: immature female; ovarian phase of resting, ripening, ripe

and spent female; immature bisexual phase of females; transitional phase of resting, ripe
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and spent female; testicular phase of ripening, ripe, spent and resting male. Table 2 lists

these phases and their corresponding macroscopic and histological characteristics.

Table 2. Description of gonadal stages of Alphestes afer

Gonadal M acroscopic appearance Histological appearance

Stages

F(Im) The ovaries in this stage were ~ Ovaries were small in diameter and showed no evidence of

Immature  pink-translucent and small. prior spawning; the gonad wall was relatively thick; the

lamellae was packed and filled with oocytes in early
perinucleolus stage. Gonia and chromatin nucleus stage
oocytes were abundant (Fig. 1a).

F

Resting Ovaries were larger than The lamellae presented oocytes in early and late perinucleolus
immature females and usually ~ stages; the presence of yellow-brown bodies was common. Also
pale pink-yellow. the presence of muscle bundles in this phase was used as an

indicator for determining previous female function.

Ripening  Ovaries were pink yellow and  Oocytes in vitellogenic stage, from yolk vesicle stage to the
larger than resting females. beginning of yolk globule stage.

Ripe The ovaries were large, Ovaries presented oocytes in several stages of development,
yellowish and had a granular from yolk globule stages to hydrating stages (Fig. 1b).
appearance due to the
presence of mature oocytes.

Spent The ovaries were flaccid, Lamellae were disrupted and follicular cells, remnants of
bloody, and pale yellow. pos-ovulatory follicles, were present throughout the gonad;

vitellogenic oocytes were in several stages of atresia.

Fbi(Im) Ovaries was similar to F(Im).  Ovaries presented both previtelloginic
Ovarian wall was thinner. oocytes and spermatogenic tissue. There was no evidence of

prior spawning.(Fig. 4a).

Tr(Re), Macroscopic sex assignment Ovary showed degeneration of ovarian tissue and

(Rp), was not possible in this phase.  proliferation of testicular tissue (small crypts or group

(Sp) of spermatozoa) in females in resting, ripe and spent stage.

(Fig. 4b, c).

M

Resting M acroscopic sex assignment Early stage of spermatogenesis with crypts of spermatogonia,
was not possible in this phase.  and spermatocytes in first stage; dorsal sinus was present and

filled with some spermatozoa.

Ripening M acroscopic sex assignment Presence of crypts containing secondary spermatocytes,
was not possible in this phase.  spermatides and spermatozoa; dorsal sinus was present and

filled with spermatozoa.

Ripe The testis was large, milky Crypts of spermatides and spermatozoa, ruptured and joined
white due to the presence of within the testicular lobules, forming large intralobular sinuses;
milt filled with spermatozoa. dorsal sinuses developed and filled with abundant spermatozoa

(Fig. 2a, b).

Spent M acroscopic sex assignment Crypts of spermatogonia and spermatocytes in first stage
was not possible in this phase.  beginningto appear, spermatozoapresence reduced to small

amounts in intralobular and dorsal sinuses.

Mro Macroscopic sex assignment Testicular phase of resting, ripening ripe and spent males with

was not possible to identify
this phase.

residual primary oocytes sometimes showing degeneration
(Fig. 2c).

F (Im): immature female; F: female; Fbi(Im): immature bisexual phase of female; T r(Re): transitional reging; Tr(Rp): transitional
ripe; Tr(Sp):transitional gpent; M: male; Mro: male with residual oocytes.
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Fig.1. Photomicrographs of histological sections from females
Alphestes afer gonads. (a) Section from a immature female (bar =
100pum) (11.6 cm T ; February 2010). (b) Section from a ripe
female (bar = 500um) (19.6 cm T ; October 2009). og = oogonium,
eps = early perinucleolus stage, ygs = yolk vesicle stage, hs =
hydrated stage, O; = primary growth stage oocyte.
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Fig.2. Photomicrographs of histological
sections from males Alphestes afer
gonads. (a), (b) Section from a ripe male
(@ - bar = 300pm, 151 cm T;
September 2008; b - bar = 37 um, 19.0
cm T ; August 2009). (c) Section from a
ripening male with residual
previtellogenic oocytes (bar = 50um; 21
cm T; June 2009). lu = lumen, spz =
spermatozoa; ro = residual oocytes.
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Fig.3. Photomicrographs of a histological section from male Alphestes afer spermatogenesis stages.
(@), go = spermatogonias, (b), spcl = spermatocytes in first stage (bar = 5um); (c),spcll = secondary
spermatocytes (bar = 2.5um); (d), spd = spermatides (bar = 2pum); (e), spz = spermatozoa (bar = 2um)
(18.6 cm Ty ; September 2009).
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Fig.4. Females with bisexual
and transitional phases in
Alphestes afer. (a) Section
showing a gonad in bisexual
phase of immature female (bar
=50 pym) (16.1 cm T.; May
2008). (a*) Detail of
spermatic crypt in  major
magnification of same
specimen (1000x; bar = 20
pm). (b) Section showing a
gonad in transitional phase of
resting female with sperm
crypts spread among ovarian
tissue (bar = 50um) (19.8 cm
T.; May 2009). (b*) Detail of
spermatic crypt (1000x; bar =
2um). (c) Section of ovary
showing transitional phase of
spent female with sperm
crypts around vitellogenic
stage oocyte (bar = 50 um)
(21.1 cm T; October 2009).
(c*) Detail of spermatic crypt
(1000, bar = 2 ym) O; =
primary growth stage oocyte;
dot = degenerating ovarian
tissue, scr = sperm crypts; mb
= muscle boundle; O3 =
vitellogenic stage oocyte; atr
= atretic vitellogenic oocytes;
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Table 3. Gonads of Alphestes afer in bisexual phases according to histological criteria

Gonad phase 01 02 03 MB ST SS oD
F(Im) + - - - - - -
F + + + +/- - - +
Fbi(Im) + - - - + - +
Tr(Re) + - - +- + +- +
Tr(Rp) - + + - + - +
Tr(Sp) - - + + + - +
M - - - - + + -

F(Im), immature female; F, ovarian phase of resting, ripening, ripe and spent female; Fbi(Im), immature
bisexual phase of female; Tr(Re), transitional phase of resting female; Tr(Rp), transitional phase of ripe
female; Tr(Sp), transitional phase of spent female; M, testicular phase of ripening, ripe, spent and resting
male; O1, primary growth stage oocyte; O2, cortical alveolus stage oocyte; O3, vitellogenic stage oocyte;
MB, muscle bundle; ST, spermatogenic issue; SS, sperm sinus; OD, degenarating ovarian tissue. +,
present; - absent, +/-, present or absent.

During histological analysis, sex changing gonads were identified when sperm
crypts appeared. These sperm crypts were confirmed comparing with the
spermatogenesis stages of male A. afer (Fig. 3). Individuals with gonads containing
previtellogenic oocytes and spermatogenic tissue without signs of previous female
function were classified as immature bisexual (Table 2). Mature individuals showing
both proliferation of testicular tissue and degeneration of ovarian tissue were considered
transitional. Sex changing gonads presented spermatic crypts or groups with
spermatides or spermatozoa, located near the edge of gonad wall and spread among
ovarian tissue. Also oocytes (O1, O2 or O3) in these gonads showed signs of
degeneration (Table 3). Muscle bundles (MB) were evident (Table 3; Fig. 4b). The
presence of MB, surrounding the blood vessels, was most prominent after spawning in
spent females and at the beginning of resting period of females. Sperm sinuses were
observed only in transitional individuals on resting stage, and in those individuals larger
proliferation of sperm crypts was also observed. Transitional individuals in other stages

presented only few sparse sperm crypts (Table 3 and 4).

29



Capitulo2.

Desenvolvimento sexual e padrédo reprodutivo do sapé, Alphestes afer (Teleostei:

Epinephelidae): um peixe recifal hermafrodita didndrico

Table 4. Classification of A. afer by gonad class and size from March 2008 until February 2010.

LT (cm) F(Im) F Fbi(Im) Tr(Re) Tr(Rp) Tr(Sp) M
11}-12 2

12]-13 2 3
13|-14 3

14-15 2 1
151-16 4
16}-17 7 1 1 4
17}-18 1 1(1%) 8
18}-19 3 17 5 (1*; 3*%) 1 11
191-20 34 4.(1%; 4*%) 10
20]-21 46 9
21-22 28 1 1 6
22|-23 19 1 1
23-24 8 1

24]-25 7 1

25|-26 3

Total 20 163 1 11 2 3 57

Fbi(Im), bisexual phase of immature female; F, ovarian phase of resting, ripe and spent female; Tr(Re), transitional
phase of resting female; Tr(Rp), transitional phase of ripe female; Tr(Sp), transitional phase of spent female; M,
testicular phase of ripe, spent and resting male; (*) individuals without M B; (**) individuals with spermatic sinus
(Total = 257).

Only ten males (21% of all examined individuals) presented residuals
previtellogenic oocytes intermingled with testicular tissue (Fig. 2c). These residual
oocytes were probably remains from the juvenile bisexual phase with no functional

significance.
Size distribution of males and fe males and size of first maturity

Immature females measured from 11 to 18 cm Ly while mature females
measured from 16 to 25 cm Ly. Immature bisexual present showed a size range of 16 to
17cm Lt. Males, including the ones which had residual ovarian tissue, ranged from 12
to 22 cmLy (Table 4).

A single small specimen of immature bisexual female Fbi(lm) was identified
during May 2008 (Fig. 4a). This specimen did not exhibit any sign of previous female

function, such as muscle bundles or later stage oocytes (02, O3) (Tables 3, 4). Smaller
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males (12 tol7cm Ly) did not show evidence of first reproduction as previous females
function. Among twelve resting transitional female Tr (Re), only two individuals (18

t019 c¢m Lt; June 2008 and June 2009) did not show presence of muscle bundle as

evidence of previous female function (Table 4). Five individuals between 18 and 24 cm
Lt of ripe and spent transitional females Tr(Rp) and Tr(Sp) showed ovarian tissue with

evidences of previous female function (Table 3, Fig. 5). These transitionals ind ividuals

represented 2.7% of all females observed.
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Fig. 5. Monthly distribution of number (N) of females of Alphestes afer in sex change during
reproductive cycle (from March 2008 up to October 2009); Ig, gonadosomatic index. Fbi (Im), inactive
bisexual phase of female; Tr(Re), transitional phase of resting; Tr(Rp), transitional phase of ripe; Tr(Sp),

transitional phase of spent female; Rc, reproductive cycle (n=17).

The size of first reproduction (considered as the size in which 50% of
individuals are reproductively active) was 18 cm Ly for females and 12 cm Ly for
males, showing that reproductive males were smaller than females. The modal size
of females was 22 cm Ly while for males was 20 cm Lt (Fig. 6). Average size of

males and females was significantly different (t-test, df = 62, P < 0.05).
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Fig. 6. Size distribution of mature females and males of A. afer during the reproductive period of
2008 and 2009. (Males, n=33; Females, n=31).

Seasonality and periodicity of spawning

Spawning period was evident from August to December 2008 and from August
to October 2009 gonadal stages and Is. The reproductive peak in August 2009 was more
intense than that in August 2008 (Kruskal-Wallis Test, df =1; P<0.05). There were
significant differences between I of months of resting period and months of
reproductive period of 2008 and 2009 (Kruskal-Wallis Test, df = 19; P<0.05). There
were no significant differences between Ig values of mature females and males
(Kruskal-Wallis, df =1; P = 0.0554). Significant differences were identified in I values
between months of reproductive peak of 2008 and 2009 (Kruskal-Wallis, df =5; P <
0.05) (Fig. 7).

The amount of fat deposited in the mesenteries of males and females had
significant differences between months (Kruskal-Wallis; df =19; P < 0.05). From
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January to June 2009, there was an increase in the amount of fat before the
reproductive peak. The amount of mesenteric fat observed in September 2008 dropped
to zero and remained so until December 2008, after the end of the reproductive period.
The decrease of fat was also observed in September 2009 (Fig. 7). The variation in the
amount of mesenteric fat was antiphasic to the variation observed in the Ig for males
and females (Fig. 7), and the amount of fat was inversely correlated with gonad weight

for mature females and males (Spearmanrank Rs=-0.254; P < 0.05).
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Fig.7. Monthly variation analysis of the gonasosomatic index (lg) of Females (Ig F; n=200) Males (Ig M;
n=57); and fat deposited in the mesenteries (Mesenteric fat — Mf F; Mf M) of Alphestes afer from

Pernambuco coast. Error bars show standard deviation of orig inal data.
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Ripe females were found from August to December in 2008 and from July to
October in 2009 (Fig. 8). Ovaries in this stage showed oocytes in maturation, mature
and hydrated; previtellogenic oocytes in ripe female were also present (Fig. 1b).

Ripe males were found from July 2008 to February 2009 and from June to October
2009 (Fig. 8). Intense spermiogenesis and the presence of spermatozoa filled sinuses
indicated that males could spawn several times. Since the end of reproductive period
(December 2008) some mature males showed the beginning of spermatogenesis with
emergence of spermatogonias and primary spermatocytes. During resting period of
females, males were not found (March-June 2008; March-May 2009). Resting males
were found only during January, February and June 2009 (Fig. 8). Immature males were

not observed during the study.
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Fig. 8. Monthly distribution percentages of gonadal stages per females (h = 183), immature bisexual
female (Fbi) (n = 1), transitionals (Tr) (n = 16) and males (n = 57) from Pernambuco coast.

The I was positively related to size for mature males (Spearmanrank Rs= 0.51;

P < 0.05) and was inversely and weakly related to size for mature females (Spearman

rank Rs = -0.14; P = 0.43), during reproductive period from August to October in both
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years. Some males were mature at 12 cm Ly but Ig started to increase after 15 cm Lt
(Fig. 9).

There were significant differences among size classes in gonadal stages of
females, males (immature, ripening, ripe, spent and resting), bisexuals females
(immature) and transitional females (resting, ripe and spent) (Kruskal-Wallis, P<0.05;
df=9).

Sex-ratio (females:males) was 0.94:1 during the spawning season period
(August to October) and frequency distribution of males and females did not vary
between 2008 and 2009 (X% P = 0.589). Sex ratio per size classes showed the trend
observed in size frequency distribuition (Fig. 6), with a clear tendency for males in
smaller size classes and females in larger classes. Frequency of mature females and

mature males also did not vary between classes where overlap occurred (18-23 cm Ly)
(X?; P =0.06) (Table 5).
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Fig. 9. Relationship between gonasosomatic index (lg) and total length (T, ) of ripe females (n = 31) and
males (n = 33) of Alphestes afer during the reproductive peak (August up to September 2008, 2009).
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The I mean of breeding males was 3.8 and the Alphestes afer sperm
competition rank was (3) indicating that it is an aggregating species that spawn in pair
or groups. The category of sexual pattern was protogynous or unconfirmed

gonochorism (Table 1).

Table 5. Number of females and males sampled and sex ratio (female : male) by size for A. afer
during reproductive period in 2008 and 2009.

Lr(cm) Females Males Sex Ratio Females Males Sex Ratio
2008 2008 2008 2009 2009 2009

12]-13 3

13-14

14}-15

15]-16

16]-17

17]-18

18]-19 2
19]-20
20]-21
21}-22
22]-23
23|-24
24]-25
25]-26 1
Total 13 17 0.76:1 18 16 112:1

N N W w N -

0.66:1
1.25:1
2:1
2:1

P N B WP~

P N O -
P P w NN

Discussion

In low latitudes, grouper species spawn between early spring and summer
(Shapiro, 1987; Ferreira, 1993; Heemstra & Randall, 1993). Gonadal stages and Ig of
Alphestes afer in Brazilian reefs indicated that spawning activity occurred earlier,
between late winter and spring. This periodicity was confirmed by histological evidence
as well as Ig analysis. Multiple-spawning during this period was indicated by
asynchronous oocyte development in females and continuous spermiogenesis in males,

a pattern often observed in other epinephelids (Ferreira, 1995).
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During the reproductive period in Brazilian reefs, running ripe A. afer females
and males were observed, indicating that spawning occurred within the fishing area.
Males were absent in samples collected from March to June 2008 and from March to
May 20009, a period during which they were most likely in the resting phase as observed
for females and males collected during June 2009. The absence of males may be the
result of a spatial segregation of sexes during non active reproductive periods.
Robertson & Choat (1974) noted that temporary territorial males of Thalassoma lunare
(protogynous hermaphrodite) appeared only during the spawning season. Some species
of groupers have also shown co-occurrence of males and females only during the
reproductive period indicating spatial segregation with females in shallow water and
males in deeper areas during the resting period (Coleman et al. 1996; Sadovy, 1994;
Shapiro, 1987). However, the fishing area covered in this study was broad and reached
the deeper limits of the species known depth distribution, if this movement occurs, it
should be to shallower areas as traps start to be deployed at 30 m depth. It was observed
that A. afer disappeared altogether from shallow reefs (3 mdeep) located in Tamandaré
(Pernambuco Coast, Brazil), during the spawning season but individuals were observed
during remaining periods of the year. As their sex was not determined it is not possible

to conclude if those individuals belonged to one or both sexes.
Pathways of protogynous he rmaphroditism

A single previous, available study for A. afer is that of Smith (1959) who
classified it as a protogynous hermaphrodite and reported females ranging from 13.2 to
23.5 cm Lt and a single male of 21.3 cm Lt. Our study from Brazilian reefs showed
mature males from 12 to 22 cm Ly and mature females from 16 to 25 cm Ly, indicating
that males are in average smaller than females. Also, first maturity size of males at 12
cm Lt was inferior to the size of first maturity of females at 18 cm L. Males smaller
than 17 cm Ly were considered primary males because they did not show any signs of
previous reproduction as females. The suggested reproductive pathways for A. afer are
shown in Fig. 10. Reports of species, in which males are consistently smaller than
females, have been related to the development of primary males that do not pass

through a stage of functional, adult female, and develop through juvenile phase
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(Munday et al., 2006). This process, called juvenile sex inversion, has been previously
reported for sparids (Francis & Pankhurst, 1988) as well as for serranids (Ferreira, 1995;
Bhandari et al., 2004; Liu & Sadovy, 2004). These males function only as one sex
during their lifetime and are not functional sex-changers according to Sadovy & Shapiro
(1987). They also exhibit the same testicular morphology as large males of the genera
Cephalopholis and Plectropomus (Ferreira, 1993; Chan & Sadovy, 2002; Liu &
Sadovy, 2004). One individual of A. afer presented degenerating tissue of primary
oocytes as well as proliferation of spermatogenic tissue, and was considered an
immature bisexual female (Fig. 10). This term has been used by several authors (Smith,
1965; Chan & Sadovy, 2002; Liu & Sadovy, 2004) when gonads present a combination
of immature testicular tissue and immature ovarian tissue (Sadovy de Michetson & Liu,
2008).

Alphestes afer in Brazilian reefs showed functional sex change, that is, from
functional female to male. Individuals considered to be secondary males presented
developing sperm crypts in ovarian tissue classified as resting, ripe and spent, this last
two showing evidences of previous vitellogenic activity. The transitional females
showed degeneration of vitellogenic stage oocytes, the proliferation of testicular tissue
and muscle bundles (Table 3). The presence of muscle bundle was also observed, what
could be an additional evidence as those structures have been considered a reliable
indicator for determining previous female function in Cephalopholis boenak (Liu &
Sadovy, 2004). Males were always smaller than females, but some of the transitionals
individuals presented sizes close to the maximum size observed for males. It was noted
however, that those were apparently in early stages of transition, with few sparse sperm
crypts (Nakamura et al., 2007). A flexible mechanism that incorporates social signs
about the size and abundance of conspecifics, as well as state-dependent information
about the individual to achieve timing of sex change, has been proposed for
hermaphroditic species as an adaptive advantage (Sattar et al., 2008). This mechanism
could also explain the wide range at which A. afer individuals may change sex from

female to male.
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Fig. 10. Pathways of the reproductive cycle of Alphestes afer showing the steps of protogynous
hermaphroditism according to histological evidences observed. The schematic figures represent a portion
of the histological section observed in microscopic (magnification of 400x). Fbi (Im), immature bisexual
female; Tr(Rp), transitional ripe; TR(Sp), transitional spent; TR(Re), transitional resting; PM, primary
male; SM, secondary male.

Population structure and mechanisms of sex change

Size-advantage model proposes that selection for sex change exists when
reproductive success increases with size or age more rapidly for one sex than for the
other (Avise & Mank, 2009; Erisman et al., 2009). Also, sex change is favored whenan
individual reproduces most efficiently as one sex when young or small, and most
efficiently as the opposite sex when it gets older or larger (Shapiro, 1988; Munday et
al., 2006). The intensity of sexual selection for protogyny varies inversely with local
population size and the ability of small males to access females in matings (Warner,
1982).

In mating with random pairing, it should be advantageous to be a male when
small (thus mating with larger individuals) and female when large (high capacity for

egg production) (Warner, 1984). Moreover, small males increase their reproductive
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success by accessing females via group spawning (Erisman et al., 2009). The mating
pattern for A. afer is not known, but for the congener A. immaculatus, pair spawning has
been reported by Erisman et al. (2009).

Erisman et al. (2009) proposed the sperm rank competition index (Sgr) to
evaluate intensity of sperm competition in groupers. They also suggested that higher
indexes were observed for species with higher sperm competition, where gonochorism
was progressively favoured against protogyny. For A. afer, Sg determined by the
relative testes weights, was 3.8; this is an index considered high and related to species
that were protogynous or uncorfirmed gonochorist (Table 1). Indexes higher than 4.0
have been found in gonochoristic species. According to this model, species with intense
sperm competition have large testes and losses of sex change (shifts in sexual pattern
from protogyny to gonochorism) are related to shift in the mating group structure from
paired to group spawning (Erisman et al., 2009).

For A. afer, the development of both primary and secondary males was found.
However, males were consistently smaller than females and matured at smaller sizes.
These characteristics, added to the high sperm competition index, suggest that this
species, while retaining the option of a protogynous pattern, has a reproductive strategy
similar to gonochorist epinephelids.

Genrerally, in protogynous hermaphrodites’s populations bigger males represent
older individuals while smaller females represent the youngest (Choat & Robertson,
2002; Shapiro, 1987). Sex related differences in growth rates have been reported for
several species, and so it is possible that growth rates are reduced after sex change from
female to male in A. afer. In this case, smaller males could represent older individuals
for their size classes than females of the same size. Effects of fishing, truncating the
size distribution, could also operate to reducing the maximum size of individuals in the
population and also the size of sex transition, and thus increasing the size overlap of
sexes (Sattar et al., 2008).

Variants of developmental pathways within the same species are common
among protogynous hermaphrodites (Mufioz & Warner, 2004; Rogers, 2003). This work
showed that A. afer is a diandric protogynous hermaphrodite with two pathways,

according to which male could have juvenile sex inversion (primary male) or sex

41



Capitulo2.

Desenvolvimento sexual e padrédo reprodutivo do sapé, Alphestes afer (Teleostei:

Epinephelidae): um peixe recifal hermafrodita didndrico

inversion by functional female to secondary male. Further studies of age structure as
well as social and mating systems of A. afer could provide more insights on the

strategies of reproduction and consequences of fishing on populations.
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Resumo

A idade e o crescimento da garoupa sapé Alphestes afer foi estudada a partir de
amostras coletadas no litoral de Pernambuco entre Marco 2008 e Fevereiro 2009.
Otdlitos sagittae inteiros e seccionados apresentaram um padrdo alternado de bandas
opacas e translucidas. As leituras dos otolitos inteiros tenderam a subestimativa da idade
dos peixes mais velhos quando comparados com as leituras dos ot6litos seccionados. A
periodicidade da formacéo do anel foi validada através da marcacdo com tetraciclina de
peixes mantidos em cativeiro. A analise dos otdlitos dos peixes marcados mostrou que
uma banda opaca, ou anel de crescimento, é formada por ano, depositada entre 0s meses
de Maio e Dezembro. O individuo mais velho examinado foi uma fémea de 13 anos. O
modelo de crescimento de von Bertalanffy (VGBF) foi ajustado para os dados de
comprimento e idade para f€meas e machos e os melhores resultados foram obtidos
guando o valor de t, foi fixado em zero. Os resultados dos parametros do VGBF foram:
para fémeas L., = 21.48 cm Ly, K = 0.50 e para machos L., = 20.83 cm Ly, K = 0.42.
Distribuicbes de tamanho e idade por sexo apresentaram machos em média menores que
as fémeas de mesma idade. O tamanho (Lmso) € idade (Amso) de primeira maturagdo para
fémeas foi 21 cm T e 7 anos. A variacdo da idade e tamanho para a mudancga de sexo
foi 16 — 24.9 cm Ly e 4-12 anos. ApOs a mudanca de sexo, o crescimento dos machos
foi reduzido, e sua idade méaxima registrada foi 10 anos. A taxa de mortalidade total (2)
foi estimada em 0.58. A combinagdo da mudanca de sexo e também a distribuicdo dos
sexos também pode estar relacionada com a exposicdo a pesca ou a predacdo. Este
estudo mostrou que embora a espéecie seja protoginica didndrica, os machos atingiram
menores tamanhos com menores taxas de crescimento, um padrdo observado para
epinefelideos que desovam em grupo. Cuidados especiais devem ser atendidos para as

conseqéncias da exploracdo da pesca em populacGes com estas caracteristicas.
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Age validation and growth of a small grouper, the Mutton hamlet Alphestes afer

(Teleostei: Epinephelidae)

Abstract

The age and growth of mutton hamlet Alphestes afer was studied from samples
collected in the Pernambuco Coast (Brazil) between March 2008 and February 2009.
Sagittae otoliths presented alternated pattern of opaque and translucent bands and were
used whole and sectioned to determine fish age. Whole otoliths readings tended to
underestimate age of older fishes when compared with sectioned otoliths. The
periodicity of formation of the annulus was validated through tetracycline labeling of
fishes kept in captivity. Otoliths of marked fishes showed that one opaque band, or
annulus, is formed per year, and that annulus was most probably laid between May and
December. The oldest individual examined was a 13 years old female. The von
Bertalanffy growth (VBGF) model was adjusted to length at age data for females and
males and best results were obtained when to value was fixed to zero. The resulting
from VBGF parameters were: for females L, =21.48 cm Ly, K=0.50 and for males L
= 20.83 cm Ly, K = 0.42. Size and age distributions by sex presented males reaching
smaller sizes than females and also at the same age of larger females. The size (Lmso)
and age (Amso) at sexual maturity for females was 21 ¢cm T and 7 years. The size and
age range for sex change was 16 —24.9 cm Lt and 4 -12 years. Males showed slower
growth after sex change, and maximum age registered for them was 10 years. The total
rate of mortality (Z) was estimated to be 0.58. The combination of sex change and also
possibly sex may be related with higher exposition to fisheries or predation. This study
shows that although the species is a protogynous diandric, males reach smaller sizes at
slower growth rates, a pattern observed for gonochoristic group spawning epinephelids,
and thus possibly are differently affected by fisheries. Special care should be paid to the

consequences of fishery exploitation in such populations.

Keywords: Age, otolith, sex change, Epinephelidae
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Introduction

Fishing has been the most exploratory human activity on coral reefs and caused,
above all, a decrease in the stock of many populations and communities of reef fishes
(Russ 1991). Groupers (Epinephelidae), with about 160 species, have been one of the
major groups of tropical marine fishes exploited by fisheries (Sadovy, 1994; Morris et
al., 2000; Sadovy, 2007). Although the concentration of grouper fishery occurs on
larger species, smaller species have replaced the larger fish species in multispecies
artisanal fisheries (Craig et al., 1999; Choat & Robertson, 2002; Araljo & Martins,
2006; Erisman et al. 2010). Groupers present slow growth and late maturation, which
make many species of Epinephelidae exploited by fisheries more vulnerable. The
growth and mortality rates of exploited grouper species have great variation and the
assessment of these factors is necessary for management and conservation of tropical
fishes (Choat et al., 2006).

The sagittal otoliths, inorganic structures composed of CaCO3, have presented
very important information about the life cycle and age of fish species. The first year of
life and the longevity are key information to assess the rates of growth, mortality and
productivity, in particular of exploited species (Campana, 2001). Thus, estimations of
growth and age of first maturity, for example, become a minimum requirement for

effective fisheries’ management of a single species (Thorrold & Hare, 2002).

Alphestes afer (Bloch, 1973) is a small reef grouper, reaching 30 cm of
maximum size that occurs mainly in reefs cavities covered with algae at depths between
2 and 50 m. This species is registered for the Atlantic, from Bermuda to southeastern
Brazil (Carvalho-Filho, 1999) having been recently recorded in the Gulf of Guinea,
West Africa (Craig et al., 2006). There are also some records of fishery landings of A.
afer in Bermuda, Martinique and St. Croix (Ferreira et al., 2008). In the Brazilian coast,
this species is considered common at the north coast and rare between Bahia and Rio de

Janeiro (Ferreira et al., 2008).

A. afer is a protogynous hermaphroditic species (Smith, 1959; Marques &
Ferreira, 2011a). Other information on the life history of this species and related genera

50



Capitulo 3.
Idade e crescimento de uma pequena garoupa, Alphestes afer

(Teleostei: Epinephelidae)

are scarce. Only one study in the Caribbean has presented a characterization of ring
formation on scales of A. afer (Munro, 1983). Currently, there is no information about
age and growth of this species, which has been intensely exploited by trap fisheries on

the northeastern coast of Brazil (Marques & Ferreira, 2011b).

The purpose of this paper is to validate estimations of the age of A. afer to assess
the longevity, growth and population structure of this species that is commonly caught
in reef environments. For this, we aimed at achieving the following objectives: (1) to
estimate the age by reading the growth rings on otoliths, (2) to validate the periodicity
of formation of growth ring in otoliths, (3) to determine the size and age of first
maturity and of sex change, (4) to determine the growth parameters, (5) to estimate the

mortality rate of the population.

Material and Methods

Samples of A. afer were obtained monthly in three localities on the coast of
Pernambuco State: Itamaraca (7°44°S, 34°49°W), Recife (8°04°S, 34°52°W), Tamandaré
(8°45°S, 35°05°W) and Sdo José da Coroa Grande (8°53°S, 35°08°W) between March
2008 and February 2010. Samples of fishes were mostly obtained from trap fisheries
operating over the continental shelf in depths between 30 to 50 meters. Smaller fishes
were obtained from shallow reefs (depths of 3 to 5 meters) of Tamandaré using fence
nets. All fishes were measured as total length (Lt) and data of their sex and size of first
maturity were extracted from Marques & Ferreira (2011a). In the mutton hamlet, the
sagittae are the largest of the three pairs of otoliths and was chosen for readings. The

pairs of sagittae otoliths were removed, cleaned, weighed and stored dry.
Age estimation

Otoliths were read as described by Ferreira & Russ (1992). Left otoliths were
read whole under reflected light with a dissecting microscope at 16x magnification. The
otoliths, with the concave side up, were placed in a black container filled with alcohol
40°. Right sagittal otoliths was embedded in resin and a transverse section (0.3 mm
thick) taken through the core of the otolith, using Buehler Isomet low speed saw.

Sections were ground on water sand paper (1200, 2000 grade) on both sides, polished
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with alumina micropolish and mounted on a glass microscope slide under a cover slip.
The slide was the viewed under a dissecting microscope using reflected light against a
black background. Sagittae otoliths presented alternated pattern of opaque and
translucent bands. Opaque zones, or annulus, were counted from the core to the

proximal surface of the sagittae along the ventral margin of the sulcus acousticus.

A subsample of 20 whole and sectioned ototiths from smaller to bigger size class
of A. afer were read by two different observers to record the number and pattern of
opaque and translucent zones. After the first reading of subsample all whole and
sectioned otoliths were read at least 3 times to estimate the number of opaque zones by
one observer. The precision of age estimates was calculated with the Index of Average
Percent Error (IAPE) (Beamish and Fournier, 1981). Results obtained from whole and
sectioned otoliths were compared by plotting the difference between readings obtained
from sectioned and whole otoliths (Section Age — Whole age) against Section Age
(Ferreira & Russ, 1994). The results of this comparison indicated that whole otolith
readings tended to be lower than readings from sectioned otoliths when more than six

rings occurred in the otolith.

Ages were assigned based on opaque zones counts, knowledge of spawning
season, the type of otolith margin (opaque or translucent band) and the month of
capture. The frequency of opaque and translucent margins were plotted bymonthly. The

periodicity of annulis formation was determined with the use of tetracycline labeling.
Validation of ageing method

To examine otolith growth and the timing of opagque zone formation and
appearance in the otolith of A. afer, a tetracycline labeling (OTC) was used to mark the
otoliths of fishes. Six individuals of A. afer were caught in shallow reefs of Tamandaré
using fence nets between March and June of 2009. These fishes caught remained for a
few days for acclimation in an aquarium (60 I) or tank (500 I), according size class.
After acclimation, fishes were marked with OTC. Fishes were measured before and
after the treatment of OTC (T cm). Fishes larger than 12.5 cm (T.) were injected in the
celomic cavity with a dosage of 50 mg of OTC kg at a concentration of 50 mg of OTC

mi?* sterile saline solution (Ferreira & Russ, 1994). Individuals smaller than 12.5 cm
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(TL) were marked by immersing fish in solution of tetracycline and seawater. The
concentration used in the immersion was 300 mg I'* and fishes were kept in this solution
for 12 h in dark container at night period (Schwamborn & Ferreira, 2002). Fishes
marked with OTC were kept in the aquarium and tank with sea water at ambient
temperature (27-30°C) and salinity, and were fed once each day with shrimp or slice of

fishes.

The otoliths from all fishes marked with OTC were removed in the end of
experiment. The experiment was terminated in July 2010 and the otoliths removed were
sectioned as describe above and observed under a compound microscope with an
ultraviolet light source (Leica DMRB Photomicroscope). The number of bands between
the fluorescent mark and the edge was determined observing the otolith section under an
external light source together with the ultraviolet light of the compound microscope
(Schwamborn & Ferreira, 2002).

Determination of the age of first annuli formation

To determine time of formation of first annuli, opaque and translucent zones
between events for which time of occurrence were recorded (between OTC band and
the edge of the otolith). The relative positions of the translucent and opagque zones to
OTC band were plotted (Ferreira & Russ, 1994). The position of OTC was used to
support the interpretations of what constituted the first annulus. The real measures were

standardized to allow comparisons between fish of different ages.
Growth model

The von Bertalanffy growth function (VBGF) was fitted to the size-at-age data
of females and males of A. afer: L; = L., [1 — e'k(t'to)]; where L. is the Lt atage t, L., is
the asymptotic Lt, k is the rate at which the curve approaches the L, and to is the
hypothetical age of the fish at zero length. To evaluate the effects absence of juveniles
on line and trap fishing, the von Bertalanffy growth equation was fitted first to length at
age data without fixed at zero (to = 0) for females and males and second to the same data
to length at age data fixed at zero (Gwinn et al., 2010). The mean sizes of males and

females in different age classes were compared using t-tests.
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Size and age at sexual maturity and sex change

The size at sexual maturity (Lmso) estimated for females by Marques & Ferreira
(2011a) was fitted by a logistic function to the proportion (P,) of mature fish in size
categories (L1): Po= {1+[-r(Lsmid — Lmso)]}, where Lsmig is the midpoint of the Lt class,
Lmso Is the mean Ly at sexual maturity and r is a constant that increases in value with the
steepness of the maturation (King, 1997). The same procedure was used to estimate the
age at sexual maturity (Amso) using the proportion of mature females in each age class.
The size at sex change was estimated from the size ranges of transitional fish and at sex
change was also estimated from two rates (Erisman et al., 2010): size range of
transitional fish divided by maximum size of fish in samples; and range of overlap in

size of males and females divided by maximum size of fish in samples.
Mortality

An estimate of total mortality Z was obtained by using the age-based catch-curve
method of Beverton and Holt (1957). The natural logarithm of the number of fishes in
each age class (Nt) was plotted against their corresponding age (t), and Z was estimated

from descending slope, b.
Results

Two hundred fifty three otoliths from muttom hamlet, ranging from 11.6 to 25.8
cm Lt were collected from landings and shallow reefs. It was registered females from

11 to 26 cm Lt and males from12 to 22 cm L.

Otolith morphology and age estimation

Whole otoliths of A. afer are laterally flat structures with a long rostrumand oval
shape. The anterior and posterior region showed rounded shape. The distal and proximal
faces showed respectively convex and concave shape. The rostrum had rounded form,
long and prominent and the anti-rostrum was small and indented from the rostrum (Fig.
1).
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Fig. 1. Whole otolith in face proximal (A) and face distal (B) margins of an 13 years old A. afer, under
reflected light with black background; A = anterior; P = posterior; s = sulcus acousticus; r = rostrum; ar
=antirostrum; pr = post rostrum; n = nucleous. Scale bar = 1 mm.

In the A. afer, the sagittae presented a pattern of alternating translucent annuli
and wide opaque annuli (zones) with distinguishable, although not sharp, contrast
between zones (Fig.2). The first annuli presented the same thickness than the

subsequent ones in sectioned otoliths.

Fig. 2. Sectioned otolith of an 13 years old A. afer showing alternating pattern of translucent and opaque

zones (white circles); D = dorsal; V = ventral; Di = distal face; Pr = proximal face; S = sulcus acousticus;

n =nucleus. Scale bar=1 mm.
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Annuli in whole otoliths of A. afer were counted along the ventral and dorsal
side, where up to 10 rings were counted in some otoliths. The readings from whole
otoliths tended to be lower than readings from sectioned otoliths when more than three
rings were present, and this tendency increased with the mean number of rings after 6
rings (Fig.3). A comparison between results of counting realized on whole and
sectioned otoliths showed that the Index Average Percent Error (IAPE) of Beamish and
Fournier (1981) was major for counts performed on whole (15.6%) than for counts

performed on sectioned otoliths (9.9%).

Section age - Whole age
S

Section age (years)

Fig. 3. Average difference between counts obtained from sectioned and whole otoliths of A. afer, plotted

against section age. Error bars show standard error.

The analysis of the type of margin (opaque or translucent) present on sectioned
otoliths of A. afer was grouped bimonthly and showed a repeated seasonal pattern of
more opaque zones observed during months of winter to beginning of spring (May-
September) and more translucent zones during the summer to beginning of winter
(January-April) (Fig.4).
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Fig. 4. Bimonthly variation of otolith margin (opaque or translucent margin) of A. afer between March
2008 and October 2009.

Validation and annuli formation

Fishes grew up from 1 to 2 cm (127-365 days). A single fish, larger than 20 cm
Lt grew up 0.9 cm in 238 days (Table 1).

Table.1. Summary of age validation experiments in aquaria for A. afer.

Code Lri(cm) L (cm) Lrn-Ln Time Experiment (days) Age (years)
1 14.2 154 1.2 185 3+
2 12.4 14 1.6 196 1+
3 11.0 11.9 0.9 141 1+
4 125 13.5 1 127 1+
5 22.0 22.9 0.9 238 6
6 18.0 20.6 2.6 365 6+

L+, total length before treatement with OTC; L+, total length after treatement with OTC.

All fishes treated with tetracycline displayed fluorescent marks in their otoliths
(Fig.5A). The results obtained for captive fish, ranging in age from one to six years,
showed that annuli are formed once per year (Fig.5B, 6). The relative and observed
position of opaque and translucent bands, determined by tetracycline labeling and
observation of type of margin was represented in Fig. 6. The formation of translucent
band was observed in March for Fish 1 (OTC mark) and Fish 5 (margin type) (Fig. 6).
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The position of translucent zone in otoliths of all experimental fishes was thus aligned
in March as a supposed period of occurrence for schematic representation purposes
(Fig. 6). The formation of the opaque band was observed to occur between May and
December (M-D), as observed for Fishes 2 to 6 (Fig. 6), by OTC marks and margin

types.

The firstring is formed in the otoliths of the juvenile A. afer during the first year
of life. After deposition ofan opaque nucleus, a translucent band is laid, followed by an

opaque band totally formed by their first anniversary. Thus, juvenile fishes with 1 year

in 2009 probably were born after reproductive period of 2007 (August-September) and
settled by the end of 2007 (Fig.6). The first of January was thus adopted as the 1st of
January for ageing purposes (Fig.6).

Fig. 5. Sectioned otolith of an
experimental individual of 6 years old
A. afer, showing fluorescent band
(arrows); (A) = otolith observed
under a compound microscope with
an ultraviolet light, Scale Bar = 2.4
pm; (B) = otolith observed under an
external light together with the
ultraviolet light of the compound
microscope. Scale Bar = 2.4 um; Di =
distal; Pr = proximal; S = sulcus
acousticus; n = nucleus. This otolith

corresponds a fish number 6 of Fig. 6.
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Fig. 6. Diagrammatic representation of otoliths of tetracycline treated A. afer, showing relative positions
of the fluorescent band, otolith margin, translucent and opaque zones observed along the margin of the
sulcus acousticus. Time of tetracycline treatment and time of death (end of bars) are assigned to the
months indicated in the top. Time of formation of opaque or translucent zones between this period was

assumed. The (-//-) symbol represents otolith region before the experiment.

Growth Model

Only individuals larger than 10 cm T_ were captured by trap fishery.
Consequently, the 0 age class was not represented in this sample and the age 1 year
class (11-13 cm T.) was represented by only three individuals collected in additional

samples using fence nets (Fig. 8).

The VBGF without tg = 0 was much slower for males than females’ classes, as
indicated by the growth coefficient K. Consequently, the estimated L., of males was

larger and the estimated to also was larger. The resulting growth model was (Fig. 8A)
(Females) Ly = 23.74 [1 - e 923(t=203)1¢2 = 75

(Males) Ly = 31.04 [1 - e 007 (1-383)1 2 = 0 64
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The VGBF for females and males with curve fitted to length at age data fixed at

zero (tp = 0), in form of a von Bertalanffy model, was (Fig. 8B)

(Females) Ly = 21.48 [1 - e 950(t-0)] 2 =0.71

(Males) Ly = 20.83 [1 - e 942(t-0)]1¢2 = 0,59
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Fig. 8. von Bertalanffy growth curve fitted to length at age data of females (LTF; n=197) and males (LT

M; n=56) of A. afer. (A) curve fitted to length at age data without fixed at zero; (B) curve fitted to length

at age data fixed at zero (tp =0).
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The age-at-length results for A. afer showed that the larger individuals (26 cm)
were younger (11 years) than smaller individuals (13 years, 21-22 cm). Juvenile females
(1-3years) grew faster, and the older showed slower growth. Males were smaller (12-21
cm L) than females (11-26 cm Ly). The smaller males had the same age of larger
females showing they have slower growth after sex change (Fig.8). The juvenile males
less than 11 cm Lt were not captured from trap fishing and fence nets. The sizes of
males and females in different age classes showed significant differences (t-test, P <
0.05) (Fig. 9).
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Fig. 9. Average of total length (LT) by age group of females (F) and males (M) of Alphestes afer. Error

bars show standard error.
Size and age at maturity and sex change

All males were sexually mature by 12 cm Ly (4 years) and were smaller and
younger than mature females (Fig. 9A). The single largest male found was by 22 cm T
with 9 years. Only one male of A. afer larger than 22 cm were captured by fishing traps
in Itamaraca. The modal size of females of A. afer (22 cm Lt) was larger than males (18

cmLy) (Fig.9B). The Linso and Amso at sexual maturity for females were 18 cm T, and
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approximately 6 years (Fig.10). All females above 22 cm T, were sexually mature by 7-

8 years.

The estimated size range for sex change was 16 — 24.9 cm Lt from the lengths of
bisexual and transitional, and 18 — 21.7 cm Ly from size overlap of males and females
mature, which equates to 62 — 97% of maximum body size. The sixteen transitional
females found were from 17-25 cm and 5-11 years of age (Fig.10), which equates to 38
- 85% of maximum age. The estimated age range for sex change was 4 -12 years from
the age overlap of males and females or 31 — 92% of maximum age. These estimated
age showed close to the age of transitional found. Only one immature bisexual was

collected with 16 cm T and 4 years.
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Fig. 10. Age (A) and size (B) distribution of females, males and transitional of A. afer (n=253).
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Fig. 11. Logistic maturation curves for female A. afer showing (A) the mean total length (LT) at first

sexual maturity and (B) the mean age at first sexual maturity, and the mean size (Lm50) and age (Am50)

at 50% sexual maturity (n=197).
Mortality

The total rate mortality Z of A. afer estimated using ages from 6 to 13 years, was
0.58.yr* which is equivalent to 45%, representing a survivorship of approximately 55%
(Fig.12). Younger fish from 1 to 5 years were not fully recruited in sampled population

and were excluded from the mortality estimates.
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Fig. 12. Catch curve based on observed age of A. afer (n=253).

Discussion

Age estimation and periodicity of annuli formation

The age estimation on the surface of otoliths involves an external and detailed
examination of whole otoliths (Campana, 2001) and this estimation is closely related to
the type of growth of the otolith. The otoliths generally have asymmetrical and radial
growth, thus reading sectioned otoliths has shown more details of the growth rings
making it more real than reading whole otoliths (Fujiwara & Hankin, 1988). The otolith
growth of A. afer was asymmetric, and the last rings of older individuals (> 7years)
were not observed during the readings of whole otoliths. The pattern and accuracy of
sectioned otoliths readings of A. afer was better than the reading pattern of the whole
otoliths as confirmed by the IAPE (Beamish & Fournier, 1981; Campana, 2001).

Several factors may act synergistically in the formation of otoliths rings of fish,
among them are metabolism (Campana & Neilson, 1985), water temperature,
photoperiod, feeding rate, reproductive period (Manooch, 1987; Schwamborn &
Ferreira, 2002; Villamil et al., 2002). The seasonal pattern of ring formation in marine
fishes has showed variations between tropical (Stewart & Huges, 2007) and subtropical
regions (Refiones et al., 2007). In epinephelids of tropical regions, some species showed

seasonality pattern of ring formation records ranging from the winter (Araudjo & Martins
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2006) to spring (Ferreira & Russ, 1992; Ferreira & Russ, 1994). The marginal zone of
sectioned otoliths of A. afer showed a pattern of seasonal formation. The opaque zone
was formed mainly during winter and early summer (May to December) when the fish
were between the resting and post spawning phase; translucent zone was identified
during summer (January to March) when individuals were at the beginning of resting

period (Marques & Ferreira, 2011a).

The long period of opaque zone formation could be associated with larger period
of feeding when fishes accumulate energy and the short period of translucent zone
formation could be associated with short period of physiologic stress during
reproductive period (Villamil et al., 2002). During the main period of opaque zone
formation, A. afer showed larger amount of mesenteric fat stored and this energy was
reduced during reproductive period (Marques & Ferreira, 2011a). The growth of fish
otoliths may be related more to chemical process that are directly affected by
temperature than metabolic process that affect protein anabolism (Ferreira & Russ,
1992).

Plot of margin types observed for A. afer suggests that both opaque and
translucent bands can be under formation in some individuals in any given month of the
year, although their probability showed a clear trend. Sometimes seasonality of opaque
zone determination could be difficult because little variations in the environmental
conditions can generate misinterpretations (Bustos et al., 2009). Another possible factor
generating lack of a distinct pattern in type of margin analysis could be the difficulty of
determining the type of margin, since the opaque band is wider and their boundaries are
not sharp, thus allowing for error in the interpretation of margin types especially at the
onset of their formation. Therefore, direct validation, such as the use of OTC labeling,

seems to be the best option for determining periodicity of annulus formation.

The identification of the first growth annuli is an important component of any
study of age validation. For most species of reef fish, the validation of age with
chemical marks has been a trivial recommendation to obtain the precise age (Campana,
2001; Choat & Robertson, 2002). However, in many taxa the estimation of the
frequency of annual growth marks has not been validated (Campana, 1984). Thus, the
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imprecise use of age has caused serious errors in management and ecological
knowlegde of the fished species (Beamish & McFarlane, 1983; Campana, 2001). The
juveniles of A. afer marked with OTC showed similar pattern of the marginal zone of
adults indicating that the formation of each opaque zone was observed between the
winter and in early summer (May to December) and the presence of translucent ring was
observed in the end of summer (March). This pattern also confirmed the formation of

one opaque and translucent ring per year.

The period of larval life of epinephelids occurs between 3 weeks and 2 months
after spawning (Colin et al., 1987) and the period of recruitment has been reported for
some species groupers of tropical region during the summer months (January-March)
(Ferreira & Russ, 1992). The spawning period of A. afer in northeastern Brazil occurs
between the end of winter and the beginning of spring (August-October) (Marques &
Ferreira, 2011a). Therefore it is likely that settlement of A. afer in the reefs occurs
during the summer months (December-March) and the formation of the first ring
(opaque increment) happens in winter-summer (May-December), around 9 months of

age.
Growth Model

As often is the case for samples obtained from fishery landings, only the part of
the population fully recruited to the fisheries are well represented (Ferreira & Russ,
1992; Gwinn et al., 2010). To counter balance the selectivity of fishing against smaller
sizes and the effects of their absence on the estimates of growth parameters obtained
from length at age data, Gwinn et al. (2010) suggests setting to age at zero. For A. afer
individuals smaller than 11 cm Lt and at age class O were not represented in the sample,
S0 setting tp at zero was considered the best strategy to obtain L., and K parameters had
best represented the fish population. In general, the to values obtained in VGBF, and
other studies carried out on groupers, are negative (Diaz-Uribe et al., 2001; Chan &
Sadovy, 2002; Bustos et al., 2009). Related to this, the negative values of ty are frequent
between species with rapid growth in their first phases of life (Bustos et al., 2009). A.
afer showed to negative when the VBGF was not fixed t at zero and absence of smaller

sizes at age class O indicated rapid growth during this phase of life.
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Size and age at maturity and sex change

The growth differences between sexes of protogynous species and the
mechanisms of sex change have important implications for management (Armsworth,
2001; Choat & Robertson, 2002). Generally the population structure of groupers species
of smaller classes is dominated by females and larger classes are dominated by males,
indicating hermaphroditism. Therefore, larger males represent the older components of
a population, while smaller females represent the younger components (Sadovy &
Colin, 1995; Choat & Robertson, 2002). The results of A. afer showed a different
population structure than presented for protogynous groupers, with males smaller and
younger than females. These juvenile males reached the size of first maturity with only
12 cm Lt and 4 years old. Unlike the males, the females reached sexual maturity at

older age and larger class sizes (18 cm Ly, 6 years).

The sex change during juvenile phase of groupers in their natural habitat has
been recorded in diandric protogynous hermaphroditic species in which sex change
occurs in two ways with males originated from immature females (primary males and
juveniles) and mature females (older secondary males) (Liu & Sadovy, 20044, b; Siau,
2005; Liu & Sadovy de Mitcheson, 2010). Recent studies indicated that A. afer is a
diandric protogynous hermaphroditic species with primary and secondary males
(Marques & Ferreira, 2011a). The results of transitional females of A. afer (5-11 years)
and of the estimated age of sex change (4-12 years) confirmed that sex change occurs in

juvenile and adult females.

Studies on the evolution of hermaphroditism in reef fish species suggest that sex
change in the juvenile phase is a secondary development from the ancestral of diandric
protogynous hermaphroditism toward gonochorism (Alekseev, 1983; Francis &
Pankhurst, 1988). Although most species of the Epinephelidae family are
hermaphrodites, some species of this family have shown a gonochorism behavior
(Parablax clathratus, P. nebulifer, Epinephelus striatus) (Sadovy & Colin, 1995; Hovey
et al. 2002; Erisman & Allen, 2006). Studies of E. striatus (previously thought to be
hermaphrodite by Smith, 1959) indicated gonochorism with reports of smaller and
younger males than females (Colin, 1992; Sadovy & Colin, 1995). Currently E. striatus

is a case of functional gonochorism with some smaller and younger males derived
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directly from juvenile bisexual females (Sadovy & Colin, 1995). For A. afer, the
presence of smaller immature females and larger mature females with sperm crypts
(Marques & Ferreira 2011a) showed a similar pattern of diandric protogynous as
described for species like Epinephelus coioides (Liu & Sadovy de Mitcheson, 2009; Liu
& Sadovy de Mitcheson, 2010) and Cephalopholis boenak (Liu & Sadovy, 2004; Chan
& Sadovy, 2002). Chan & Sadovy (2002) observed juvenile males of C. boenak
between 1 and 4 years and older males with 11 years. However all males of A. afer were
smaller and younger (3-10 years) than females (1-13 years) and sex change in juvenile
phase suggest this species has a reproductive strategy similar to gonochorist
epinephelids (Erisman et al., 2009; Marques & Ferreira, 2011a).

Records from other protogynous hermaphroditic reef fish species have cited sex
change in immature females due to the absence of males within the group (Warner,
1984). Several experimental studies in captivity also tested the sex change of
protogynous hermaphrodite epinephelids investigating the influence of sexual factors on
sex change of females (Shapiro, 1981; Mackie, 2003; Liu & Sadovy, 2004b). According
to Liu & Sadovy (2004b), the experiment in captivity with C. boenak showed that
isolated juvenile individuals without sexual differentiation change sex from females to
males and from males to females (bidirectional). Thus, sexual differentiation in adult
and juvenile phases is influenced by social factors of a protogynous hermaphrodite
population according to the absence of males and also with the absence of females. The
juvenile A. afer in experiments with OTC for validation of age were kept isolated or in
pairs (11-22 cm T) for a period of 127 to 196 days; after the experiments their gonads
were histologically examined indicating only immature females. The rule of sex
determination of A. afer during their growth is not known, but is strongly driven by
sexual differentiation in the juvenile phase. Further investigation of the social structure
of their populations is required. The record of sex change in A. afer in the juvenile
phase and in the lower classes of adult females showed the sexual plasticity of this

species.
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Mortality

To understand the exploitation of the stocks of protogynous reef fish is
necessary to investigate various causes to determine possible consequences. Several
lines of research are based on monitoring populations of caught protogynous species for
evaluating various impacts on: the sex ratio of males and females, sex change in
different size classes, and the spawning aggregation (Levin & Grimes, 2002).
According to the fishing traps exploitation on the coast of Pernambuco in the last years
(Marques & Ferreira, 2011b) is likely that populations of A. afer have suffered various
effects on their spatial distribution by size class, age and sexual structure. The effect of
fishing traps on the population of A. afer males may have limited the replacement of
stocks in the short term due to the slow growth of males after sex change in the juvenile
phase and the smaller classes of adult females. Another possibility is that these older
and larger females occur in different habitats and depths (Coleman et al., 1996) than the

mainly exploited locals by fishing traps.

Mortality estimations of the population of a protogynous species in fishery are
important tools to analyze the loss of larger females and consequently the reduction of
size classes of secondary and older male (Ferreira & Russ, 1992). The estimation of Z
(0.58) with the older ages of 6-13 years of A. afer may indicate the absence of larger
and older individuals in the samples. This situation is expected in fish stocks that are
suffering fishing pressure (Russ, 1991). Also the combination of sex change and

possibly sex related higher exposition to fisheries or predation.

Fisheries and Conservation

A. afer is a common species that inhabits shallow waters and has wide
distribution in western Atlantic. This species is not a main target of any fisheries but is
caught often on multispecies fisheries in Brazil. On the northeastern coast of Brazil,
small species of groupers have been frequently caught in fishing and have rarely been
represented in fishery statistics as a separate category (Ferreira & Maida, 2006) but have
been included in classes with other reef fish families (IBAMA , 2005, Martins et al.,

2005). In this study, A. afer was captured in northeastern Brazil with high frequency in
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fishing traps in the coastal reefs and the continental shelf (Marques and Ferreira,
2011a).

Recent evaluations by the International Union for Conservation of Nature
(IUCN) classified A. afer with a status of least concern as the species is common
species and not a target in any region (Ferreira et al., 2008). However it was also noted
the shallow distribution in heavily fished areas, such as in Northeastern Brazil and the
paucity of landings data was reason for concern, especially considering. For these
reasons, the species warrants close scrutiny, as it could become threatened in the future.
This present study concludes that the fished populations of A. afer (juveniles and
adults), with maximum longevity of 13 year and late maturity of females, may become
vulnerable if fishing of reef fishes in northeastern Brazil remains uncontrolled. These
threats are primarily aimed at sex and age structure of the population that may be
modifying their reproductive pattern as well as reducing the size classes of the older
individuals of the population. Monitoring the effects of fishery on sizes and age classes
of female and males is urgently needed to help the management plans and the

conservation of the stocks of this species.
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Resumo

Na costa nordeste do Brasil Cephalopholis fulva é frequentemente capturada pela pesca
artesanal e estudos sobre idade e crescimento bem como sua biologia reprodutiva ainda
ndo foram realizados nessa regido. O principal objetivo desse estudo foi investigar os
principais parametros bioldgicos de idade, crescimento e reproducdo dessa espécie na
costa nordeste do Brasil para avaliar sua estrutura populacional e criar bases de
informacBes Uteis para sua conservacdo e manejo. Esse estudo indicou que as
populacgdes de C. fulva exploradas pela pesca no nordeste brasileiro s&o hermafroditas
protoginicas com baixa longevidade (11 anos). As amostras bioldgicas de otdlitos e
gbnadas foram obtidas de coletas realizadas em desembarques pesqueiros no litoral de
Pernambuco entre Marco de 2008 a Outubro de 2009. Amostras bioldgicas adicionais
de trés peixes juvenis vivos foram obtidas para experimento de validagdo com
tetraciclina (TC) em aquarios. Entre os trés peixes marcados com TC apenas um
individuo terminou a formacao do primeiro anel entre os meses de Maio 2009 e Janeiro-
Fevereiro 2010 indicando que C. fulva forma um anel por ano. Os machos foram peixes
mais velhos da populagdo com 11 anos de idade atingindo 36.8 cm de comprimento
total (CT). Para C. fulva o modelo da curva de crescimento de von Bertalanffy
apresentou 0 Loo (31.86 cm CT) préoximo dos comprimentos mais capturados na pesca
(18-28 cm CT). A distribuicdo de comprimento e idade por sexos mostrou que a maioria
dos machos foram maiores que as fémeas. O tamanho (Lmso) € idade (Amso) de primeira
maturacdo para fémeas foram 18 cm CT e 3 anos de idade. A variacdo do tamanho e
idade de mudanca de sexo dos peixes transicionais foram 20-27.1 cm CT e 4-7 anos
respectivamente. A taxa de mortalidade total na pesca (Z) estimada pela curva de
captura foi 0.46. Estudos de monitoramentos dos estoques explorados dessa espécie no
nordeste se fazem necessarios para a manuten¢do do seu status de conservagao.

Palavras chave: idade, crescimento, reproducdo, mudanca de sexo

79



Capitulo 4

Reproducdo, idade e crescimento da piratina Cephalopholis fulva (Teleostei: Epinephelidae)
do litoral de Pernambuco

Introdugdo

Espécies de peixes da familia Epinephelidae tém sido categorias alvos principais
da pesca em diversas regides do Atlantico (Coleman et al., 2000), Caribe (Sala et al.,
2001) e Indo-Pacifico (Colin et al., 2003). No Brasil muitas dessas espécies
hermafroditas de pequeno a medio porte (garoupas e budides) séo capturadas pela pesca
artesanal de armadilhas como fauna acompanhante (Marques & Ferreira, 2011a). A
estratégia da mudanca de sexo dessas espécies & bastante complexa e geralmente
enganos nas analises da biologia reprodutiva (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008) e
determinacdo da idade (Campana, 2001) podem afetar futuros planos de manejo de

espécies vulneraveis a diversas artes de pesca (Levin & Grimes, 2002).

Os padrdes de idade e crescimento das populacGes de epinefelideos indicam
peixes com crescimento lento e maturagdo tardia (Choat & Robertson, 2002). Esses
parametros sdo fundamentais para avaliar a estrutura e a seletividade das populagdes
mais vulneraveis a pesca (Gwinn et al., 2010). Muitas espécies de garoupas apresentam
um padrdo claro de hermafroditismo protoginico monandrico em que 0s machos
funcionais sdo provenientes de fémeas maduras maiores mudando de sexo de acordo
com a estrutural social das populacdes durante o ciclo reprodutivo (Sadovy de
Mitcheson & Liu, 2008; Erisman et al., 2010). Algumas espécies de garoupas de
pequeno a meédio porte como Cephalopholis boenak (Liu & Sadovy, 2004),
Cephalopholis panamensis (Erisman et al., 2010) e Alphestes afer (Marques & Ferreira,
2011b) tem mostrado um padrdo de hermafroditismo protoginico diandrico com machos
primarios originados de fémeas imaturas e também com machos secundario (funcionais)

originados de fémeas maduras.

Cephalopholis fulva (Linnaeus, 1758), conhecida como piraina no nordeste e
catud no sudeste brasileiro, ocorre em areas recifais e costdes rochosos do Atlantico
Oeste das Bermudas e Florida até o sudeste do Brasil (Heemstra & Randall, 1993;
Carvalho-Filho, 1999). Ilhas oceédnicas do nordeste brasileiro (Fernando de Noronha e
Atol das Rocas) também tém apresentado alta abundancia dessa espécie (Carvalho-
Filho, 1999; Ferreira & Maida, 2006). Na regido do nordeste do Brasil C. fulva é

comumem ambientes rasos com piscinas naturais interconectadas por cavernas (2-20m)
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e profundos (30-100 m) onde séo freqUentemente capturadas pela pesca artesanal de
armadilhas e linha. Essa espécie é classificada como hermafrodita protoginica
monandrica (Smith, 1959) podendo atingir 41 cm de comprimento com longevidade de
até 28 anos (Trott, 2004).

Populacdes de C. fulva tem sido amplamente exploradas pela pesca nas regides
das Bermudas (Trott, 2004), Florida (Potts & Manooch, 1999) e Atlantico Sul (Aradjo
& Martins, 2009; Freitas et al., 2011). Estudos de idade e crescimento de Trott (2004) e
de Potts & Manooch (1999) indicam que as populagdes pescadas de C. fulva tém
apresentado maior captura sobre as classes mais jovens (6-11 anos) (Trott, 2004). J& na
costa central do Brasil estudos de idade e crescimento realizados por Aradjo & Martins
(2009, 2006) apontam classes de idade-comprimento mais velhas nas populacdes dessa
espécie onde registrou-se a idade méxima de 25 anos. Na costa nordeste do Brasil C.
fulva é freqlentemente capturada principalmente pela pesca artesanal de armadilhas e
ao longo dos ultimos anos essa espécie tem sido bastante valorizada para exportacao
(Marques & Ferreira, 2011a). Estudos sobre idade e crescimento e biologia reprodutiva
dessa espécie na regido nordeste do Brasil ainda ndo foram realizados. Para avaliar a
estrutura populacional de C. fulva no nordeste do Brasil e criar bases de informacdes
Uteis para futuros planos de manejo e conservagdo, o principal objetivo desse estudo foi
investigar os principais parametros bioldgicos de idade, crescimento e reproducdo dessa

espécie.
Material e Métodos

Exemplares de C. fulva foram coletados mensalmente nos principais pontos de
desembarques da costa de Pernambuco entre Marco 2008 e Outubro 2009. Os peixes
foram comprados durante os desembarques de pescarias artesanais dos seguintes
municipios: Itamaraca (7°44°S, 34°49°W), Recife (8°04’S, 34°52°W), Tamandaré
(8°45°S, 35°05°W) e Sdo José da Coroa Grande (8°53°S, 35°08°W). Os principais
artefatos de pesca utilizados nas capturas de C. fulva foram pesca de linha nos recifes
rasos (2-30 m) e pesca de linhas e armadilhas nos recifes profundos (30-100m). Peixes
menores foram obtidos dos recifes rasos de Tamandaré em profundidades média de 3

metros com utilizacdo de redes de cerco (1 cm entre nos). Todos os peixes foram
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medidos com o comprimento total (CT, centimetros) e pesados (PT, gramas). As
gbnadas de cada individuo foram removidas, pesadas (gramas) e fixadas em FAAC
(formaldeido 4%, acido acético 5%, cloreto de calcio 1.3%) (Ferreira, 1993). O par de

otolitos sagittae de cada peixe foi removido, limpo comagua e armazenado a seco.
Reproducéo

O sexo e estagios de maturacdo dos peixes foram determinados por analise
histologica das gbnadas seccionadas transversalmente a 4-5 pm e coradas com
hematoxilina-eosina. As classificacdes de ovogénese e espermatogénese foram baseadas
em Nagahama (1983) e os estadios de desenvolvimento sexual seguiram Liu & Sadovy
(2004) e Ferreira (1993, 1995).

O periodo de desova foi determinado através das analises histologicas e do

indice gonadossomético (IG). O IG foi calculado com:
IG = Wgo /W x 100
emque:
Wgo = peso gonadal;
W, = peso total.

A quantidade de gordura depositada nos mesentérios foi indicada para avaliar a
variacdo da gordura armazenada durante o ciclo reprodutivo. A gordura do mesentério
foi estimada seguindo uma escala relativa de 1 a 3, em que cada escala indicava a
proporcdo de gordura cobrindo a viscera (1: nenhuma gordura visivel; 2: gordura
cobrindo as visceras parcialmente; 3: gordura cobrindo completamente as visceras). A
estimativa foi feita sempre pelo mesmo observador. Essa escala foi transformada em
percentagem para comparar com o IG. A andlise ndo paramétrica Kruskal-Wallis
ANOVA (P<0.05) foi usada para examinar diferengas entre: IG de fémeas e machos; I1G
entre os meses de 2008 e 2009; gordura mesentérica entre machos e fémeas e durante os
meses; entre os tamanhos de f8meas e machos maduros. Correlagdo de Spearman foi
usada para analisar a relacdo entre 1G e a gordura mesentérica para fémeas e machos

maduros, e entre peso gonadal e tamanho.
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Fémeas e machos maduros foram incluidos no céalculo da proporcdo sexual
somente no periodo reprodutivo. O teste qui-quadrado (X?) foi usado para comparar a
propor¢do sexual (fémeas maduras: machos maduros) entre os meses do periodo

reprodutivo.
Tamanho e idade de maturagdo e mudanca de sexo

O tamanho de primeira maturacdo sexual (Lsp) de C. fulva foi estimado para
fémeas pelo ajuste de uma funcdo logistica (King, 1997) para a propor¢do de peixes

maduros (Po) nas categorias de tamanho:

(LT): Po= {1+[-r(Lsmid — Lso)]}

emque:

Lsmig = ponto médio da classe de tamanho Lr;

Lso = média do Lt da maturacdo sexual;

r = constante que aumenta no valor com a declividade da maturacao.

O mesmo processo foi usado para estimar a idade da maturagdo sexual (Asg)
usando a proporcdo de fémeas maduras em cada classe de idade. O tamanho de
mudanca de sexo foi estimado da variacdo do tamanho dos peixes transicionais e a
mudanca de sexo tambeém foram estimadas de duas razdes: variagdo do tamanho de
peixes transicionais dividido pelo tamanho maximo coletado; variacdo da sobreposicdo
nos tamanhos de machos e f&émeas divididos pelo tamanho méaximo coletado (Erisman
et al., 2010).

Leitura dos otélitos

Otdlito sagittae direito de cada peixe foi embebido em resina e uma secgdo
transversal (0.3 mm) foi feita através do centro (nucleo) do ot6lito, usando uma serra
metalografica Buehler Isomet de baixa velocidade. As seccBes foram polidas em ambos

os lados com o uso de lixas d’agua (1200, 2000) e em seguida foram montadas lAminas
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histol6gicas dessas seccBes com entelan e laminulas. Otélitos sagittae inteiros ndo

foram utilizados, devido as baixas estimativas de idade nos individuos mais velhos.

As laminas foram observadas em estereromicroscopio usando luz refletida com
fundo preto. As zonas opacas observadas nos otélitos seccionados foram escolhidas nas
leituras para a estimativa da idade. Durante as leituras as zonas opacas completas foram
contadas da regido do nlcleo até a regido da borda ao longo da face ventral e dorsal do
otolito proximo a margem do sulcus acusticus. As zonas opacas incompletas ndo foram
consideradas durante a leitura dos otolitos. Os otdlitos de C. fulva foram lidos 2 vezes
pelo mesmo leitor com intervalo de 10 dias entre as leituras. A precisdo da estimativa da
idade foi calculada com o indice da Média de Erro em Percentagam (IAPE) (Beamish
and Fournier, 1981).

Para determinar quais foram os periodos de maior formagdo das zonas opacas e
translicidas nos otdlitos de C. fulva foram realizadas classificagdes do tipo de borda dos
ot6litos (opaca ou translicida). As distribuicdes dos tipos de bordas foram analisadas

bimestralmente.
Periodicidade de formacéo dos anéis

A periodicidade da formacdo dos anéis em C. fulva foi determinada com o uso
da tetraciclina (TC) em otélitos de peixes experimentais. Exemplares vivos de juvenis
de C. fulva foram capturados nos recifes rasos de Tamandaré usando redes de cerco e
pucas entre Marco e Abril de 2009. Os peixes capturados foram aclimatados em
aquarios (60L) por alguns dias antes de serem marcados com TC. Antes e apds o
experimento, todos os individuos foram medidos com o comprimento total (CT, cm).
Todos os peixes foram marcados por imersdo em solucdo de TC e agua salgada. A
concentracdo usada na imersdo foi 300 mg I'* e os peixes foram mantidos nessa solucéo
por 12 h em recipientes escuros durante o periodo noturno (Schwamborn & Ferreira,
2002). Os peixes marcados com TC foram mantidos em aquarios (60L) com agua
salgada em temperatura (27-30°C) e salinidade ambientes, e alimento (camardo ou

pedacos de peixes) foi oferecido uma vez por dia.
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Apds o término do experimento dos peixes marcados com TC os ot6litos sagittae
foram removidos. Os otdlitos direitos marcados com TC foram selecionados para serem
seccionados. A metodologia de corte foi a mesma descrita anteriormente. Os ot6litos
marcados com TC seccionados foram lidos e fotografados em microscopio composto
com fonte de luz fluorescente (Leica DMRB Photomicroscope). O numero de bandas
opacas e translicidas entre a marca fluorescente (TC) e a borda foi determinado
observando a secgdo do otolito com fonte de luz externa branca junto com a luz

ultravioleta do microscopio (Ferreira & Russ, 1994).
Determinacdo da idade pela formacéao do primeiro anel

Para determinar o tempo de formacdo das bandas translicidas e opacas entre a
marca TC e a borda do otolito, as distancias entre elas foram registradas e comparadas
com o intervalo de tempo correspondente. A posi¢do relativa das bandas transllcidas e
opacas das marcas TC foram plotadas (Ferreira & Russ, 1994). A posicdo dessas marcas
foi usada para dar suporte na interpretacdo do que constitui a formacdo do primeiro anel
(banda opaca e translicida). As medidas reais foram padronizadas para permitir

comparagdes entre 0s peixes marcados com diferentes idades.
Modelo de crescimento

A funcéo do crescimento de von Bertalanffy (VBGF) foi ajustada aos dados de

comprimento e idade de C. fulva para fémeas e machos separados e juntos:
L= L, [1- e-k(t-tO)]

Onde,

L+ = comprimento total (cm) dos individuos na idade t;
L., = comprimento total maximo assintdtico de Lr;

K = taxa de crescimento (ano™) na qual a curva se aproxima do L.;

to = idade hipotética do peixe no comprimento zero.
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A média dos tamanhos de machos e fémeas em diferentes classes de idade foi

comparada usando teste t.
Mortalidade

A estimativa da mortalidade total Z foi obtida usando a idade baseada no método
de curvas de capturas que se fundamenta na analise grafica da regresséo linear entre o
logaritimo natural do nimero de peixes das capturas por classe de comprimento e sua
respectiva idade (Beverton & Holt, 1957). O logaritimo natural do numero de peixes em
cada classe de idade (Nt) foi plotado contra a idade correspondente (t) e Z foi estimado

da inclinacdo descendente, b.
Resultados
Composicao das capturas

Foram coletados 228 individuos de C. fulva, variando de 9.5 a 36.8 cm CT nos
desembarques de pesca no litoral de Pernambuco entre Margco 2008 a Outubro 2009
(Fig. 1). O namero de individuos analisados por més variou entre 9 a 17 de acordo com

a disponibilidade e o periodo do ano.

A pesca de armadilha em recifes profundos (30-60m) compreendeu 80% dos
peixes coletados enquanto que a pesca de linha nos recifes rasos (2-30m) compreendeu
apenas 20% dos peixes coletados. Apesar da captura de C. fulva ser maior na pesca de
armadilhas, as classes de tamanho dos peixes coletados nos recifes profundos e rasos
ndo foram significativamente diferentes (Kruskal-Wallis ANOVA, df =1, P=0.29; Fig.
1).
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Fig. 1. Distribuicdo das classes de tamanho de Cephalopholis fulva coletadas na pesca no litoral de

Pernambuco (n=228).

Trés exemplares juvenis vivos de C. fulva entre 8 e 10 cm CT foram capturados
nos recifes rasos de Tamandaré (2-3m) entre Marco 2009 e Abril 2009 para o
experimento com TC. Apo6s a aclimatacdo em aquarios todos os peixes foram marcados
comTC.

Reproducéo

Foram analisadas laminas histol6gicas de gonadas de 223 peixes de C. fulva. Os
estadios reprodutivos observados do desenvolvimento sexual de fémeas, machos e

peixes em reversao sexual (transicionais) estéo classificados e descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Estadios reprodutivos de fémeas, machos e transicionais de Cephalopholis fulva

Estadios reprodutivos

Anélises histoldgicas

Fémeas

Machos

Imaturo

Em repouso

Em maturacéo

Maduro

Esgotado

Transicional

Ovérios pequenos em didmetros sem
evidéncia de desova; parede gonadal
fina; lamelas cheias de ovdcitos em
estagio inicial perinuclear (Fig.2a).

Ovacitos em estagio incial perinuclear;
presenca de corplUsculos marrons;
presenca de feixes musculares (MB)
também usados como indicadores de

determinagdo da desova anterior
(Fig.2b).
Ovécitos em  estagio  (vesiculas

lipidicas) com o inicio do estagio de
formacdo de vesiculas globulares.

Ovaérios com ovacitos em vitelogénese
completa e ovdcitos hidratados (Fig.
2c).

Lamelas interrompidas com células
foliculares, remanescentes de foliculos
pés-ovulatorios e ovocitos
vitelogénicos em vérios estagios de
atresia.

Ndo foram encontrados machos
imaturos; apenas individuos
transicionais mudando de sexo.

Estagio inicial de espermatogénese
com criptas de espermatogonia e
espermatdcitos em primeiro estagio;
sinus dorsal presente com alguns
espermatozoides (Fig.3d).

Presenca de criptas  contendo
espermatdcitos,  espermatides e
alguns espermatozodides; sinus dorsal
comespermatozoéides (Fig. 3a).

Sinus doral e intralobulares repletos
de espermatozoides (Fig.3b).

Poucos espermatozoides nos sinus.
Sinus intralobulares com criptas de
espermatogdnias. Espermatocitos em
primeiro  estdgio comegando a
aparecer (Fig. 3c).

Ovério mostrou degeneracdo de tecido ovariano e proliferacdo de tecido
espermatico com pequenas criptas ou grupos de espermatozdides em fémeas no
estddio de repouso e em maturacdo (Fig. 2d). Verificou-se que as fémeas
transicionais em repouso tiveram desova prévia pela presenca de feixes

musculares.
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Fig. 2. Fotomicrografias de secBes histolégicas de ovarios de Cephalpholis fulva. (a) Fémea imatura
(escala = 100 pum) (13 cm CT). (b) Fémea em repouso (escala = 200 um) (24 cm CT). (c) Fémea madura
(escala = 200 um) (24.5cm CT). (d) Fémea transicional (escala = 100 um) (27.1 cm CT). ol = ovdcito
primario em estagio inicial perinuclear, 02 = ov6cito em estdgio vitelogénico, 03 = ovdcito com
vitelogénese completa, bb= corsplsculos marrons, scr = cripta espermatica, do = ovocito emdegeneragdo,
ss =sinus espermatico.
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PN DL 670 TN
Fig. 3. Fotomicrografias de se¢des histoldgicas de testiculos de Cephalopholis fulva. (a) Macho em
repouso (escala = 50 um) (27 cm CT). (b) Macho em maturacdo (escala = 50 um) (25.5 cm CT). (c)
Macho maduro (escala = 100 pum) (25.7 cm CT). spc = espermatocito, spd = espermatide, spz =
espermatozdide, ro = ovdcito residual, lu = limen, g = espermatogdnia, bb = corpisculo marrom.
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Sazonalidade e periodo da desova

O periodo de desova de C. fulva ocorreu entre Agosto e Outubro em 2008 e
2009 para fémeas indicado pelos altos 1Gs. Os machos apresentaram IG médio (0.27)
menor que as fémeas (0.66) durante o periodo de desova com o pico reprodutivo no
mesmo periodo. Em 2009 o inicio do pico reprodutivo dos machos foi em Setembro
apresentando também baixo IG quando comparado com as fémeas do mesmo periodo
(Fig. 4). Foram identificadas diferencas significativas entre os 1Gs de fémeas e machos
(Kruskal-Wallis, df = 1 ; P<0.05) e dos IGs entre 0s periodo de repouso e picos
reprodutivos ((Kruskal-Wallis, df = 19; P<0.05). Diferencas significativas das
percentagens de gorduras mesentéricas armazenadas em fémeas e machos tambem
foram identificadas entre os periodos de repouso e reproducdo (Kruskal-Wallis, df = 19;
P<0.05). As variacGes de gorduras mesentéricas foram antifasicas em relacdo aos 1Gs
de machos e fémeas (Fig. 4), e inversamente correlacionada com o peso gonadal para
machos (Spearman rank Rs= -0.50; P < 0.05) e fémeas (Spearman rank Rs=-0.43; P <
0.05) maduros.

Fémeas e machos maduros de C. fulva foram observados entre os meses de
Agosto e Outubro de 2008 e 2009. Alguns machos maduros também foram observados
em Julho de 2009 (Fig. 5). Durante o pico reprodutivo as fémeas apresentaram ovocitos
maduros e hidratados e os machos apresentaram o sinus espermatico dorsal e
intralobular repletos de espermatozoides (Figs. 2c e 3c). Ovécitos em estagio de
desenvolvimento inicial também foram observados nas fémeas maduras. Fémeas
transicionais (n=6) foram observadas no periodo de repouso (Janeiro e Abril 2009) e
também durante o periodo reprodutivo (Julho, Agosto 2008 e Setembro 2009). Machos
foram ausentes durante o periodo de repouso em 2009 nos meses de Marco e Maio (Fig.
5).

A proporcéo sexual de fémeas e machos maduros de C. fulva foil : 1 (fémeas :
machos) durante o periodo reprodutivo de 2008 e 2009. A freqiéncia de distribuicdo
das fémeas e machos maduros ndo foi significativa entre Agosto e Outubro de 2008 e
2009 (X?; P = 0.831).

91



Capitulo 4

Reproducdo, idade e crescimento da piratina Cephalopholis fulva (Teleostei: Epinephelidae)
do litoral de Pernambuco

1G

- 100
GC (%)
- 80
—+—IGF
60
el GOF
40
- 20
- 0
- 100
GC(%)
- &0
——IGM
r 60 el GO M
- 40
- 20
- 0

2008

Fig. 4. Variacdo mensal da analise do indice gonadossomatico (1G) de fémeas (IG F; n = 160), machos
(IGM; n = 60); e gordura celomatica (GC — GC F; GC M) de Cephalopholis fulva. Barras de erro

mostram o desvio padrdo dos dados originais.
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Fig. 7. Distribuicdo mensal da frequéncia dos estadios gonadais de fémeas (n = 154), transicionais
(n = 6) e machos (n = 59) de Cephalopholis fulva.

Tamanho e idade de maturacao e mudanca de sexo

As fémeas apresentaram duas classes modais proximas de 24 e 26 cm CT
enquanto os machos apresentaram a classe modal de 26 cm CT (Fig. 6A). Foram
observados somente dois machos menores que 20 cm (15 -19 cm CT) (Fig. 6A). A
distribuicéo da idade de C. fulva mostrou que a maioria das fémeas tinha 6 anos e os

machos 8 anos de idade e a sobreposicdo dos sexos ocorreu entre 2 e 10 anos (Fig. 6B).
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Fig. 6. Distribuicdo de tamanho (A) (n = 219) e idade (B) (n = 198) de fémeas, machos e transicionais de
Cephalopholis fulva.

O tamanho (Lsp) e idade (Asp) de primeira maturacdo das fémeas foi de 18 cm
CT e 3 anos de idade (Fig. 7). Foram identificados machos juvenis (2 anos) com
tamanho minimo de maturacdo sexual a partir de 15 cm CT. O tamanho da mudanca de
sexo dos peixes transicionais variou de 20-27.1 cm CT equivalendo a 54-73% do
tamanho maximo corporal. A estimativa da mudanca de sexo baseando-se na
sobreposicdo entre machos e f8meas maduros foi de 20-30 cm CT equivalendo a 54-
81% do tamanho maximo corporal registrado no presente estudo. A variacdo da idade
dos 6 peixes em fase de transigdo foi entre 4 e 7 anos correspondendo 36.3-63.6% da

idade maxima registrada (11 anos). A sobreposicdo das idades de machos e fémeas
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apresentou variagcdo entre 2 a 10 anos equivalendo a 18.1-90.9% da idade méxima
registrada (Fig. 7B).
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Fig. 7. Curva logistica de maturacdo para fémeas de Cephalopholis fulva. (A) comprimento total (CT) na
primeira maturacdo sexual (n= 123) e (B) idade da primeira maturagdo (n = 110), o tamanho (Lsg) e idade
(Asg) de 50% foramobtidos de fémeas maduras.
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Leitura dos otdlitos

Os otolitos sagittae de C. fulva apresentaram um padréo de anéis translicidos
alternando com os anéis opacos com contrastes bem definidos entre os anéis (Fig.8). As
estimativas das idades baseadas pela contagem das zonas opacas foram realizadas por 2
leituras em 194 otolitos seccionados. O IAPE de Beamish & Fournier (1981) foi

reduzido, apresentando apenas 4.22% de erro.

Fig. 8. Otdlito seccionado de um macho de Cephalopholis fulva com 8 anos (27 cm L)
mostrando o padrdo de bandas translicidas e opacas (circulos brancos): Di = distal; Pr =
proximal; S = sulcus acusticus; n= nucleo. Escala = 1 mm.

As analises bimestrais dos tipos de borda dos otdlitos seccionados de C. fulva
capturados na pesca mostraram que as bandas translicidas apresentaram maior
formacdo durante os meses Janeiro-Fevereiro de 2009 (verdo). O padrdo da formacdo
das bandas opacas foi maior durante os meses de Marco-Agosto (inverno) de 2008 e
2009 (Fig.9).
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Fig. 9. Variagdo bimestral do tipo de borda (OP = borda opaca ou TR = translicida) nos otdlitos
de Cephalopholis fulva entre Marco de 2008 e Outubro de 2009 (n= 218).

Periodicidade de formacao dos anéis
Os peixes juvenis de C. fulva marcados com TC por imersdo foram medidos

antes do tratamento com TC e apds a morte. Esses peixes experimentais tiveram o

crescimento minimo de 1.2 cm apos a marcacgdo (Tab. 2).

Tabela 2. Sumario dos experimentos de validacdo da idade em aquéarios para Cephalopholis
fulva

Peixe CT1 CT2 CT1-CT2 Tempo de Idade
experimento  (anos)
no. (cm) (cm) (cm) (dias)
1 8 10 2 43 0+
2 10 11.2 1.2 62 0+
3 8.5 10 1.5 300 1+

CT 1, comprimento total antes do tratamento com TC; CT 2, comprimento total ap6s o tratamento com TC.

As marcas fluorescentes de TC observadas nos ot6litos foram bem ténues nos 3
individuos. As posicoes das bandas fluorescentes, em relacdo a borda dos otolitos
indicaram que as bandas opacas encontravam-se em formacao em todos 0s peixes antes
do tratamento com TC. Somente o peixe no. 3, com 300 dias de experimento apds a
marca¢do com TC terminou de formar o primeiro anel. Provavelmente o peixe no. 3
assentou no inicio de 2009 entre Janeiro e Fevereiro (J-F) quando verificou-se a posicdo

relativa da deposicdo da banda translicida (Fig. 10; 11). Os peixes no. 1 e 2 nao
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completaram a formacdo do 1° anel pois tiveram duracdo de apenas 43 e 62 dias ap0s a
marcacdo com TC (Tab. 2; Fig. 11).

Fig. 10. Otélito seccionado Cephalopholis fulva marcada com TC. Peixe no.3 (1 ano, 10 cm); observagéo
em microscépio feita coma combinacédo de luzbrancae UV. Escala= 7um; Di =distal; Pr=proximal; S=
sulcus acusticus; n = ndcleo; seta = banda fluorescente.
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Fig. 11. Representacdo diagramatica dos otdlitos marcados com tetraciclina de Cephalopholis fulva,
mostrando as posicdes relativas da banda fluorescente, margem do otdlito, zonas translicidas e opacas ao
longo do sulcus acusticus. O periodo entre o tratamento com a tetraciclina e a morte dos peixes (final das
barras) esti representado em meses no topo. O tempo de formagdo das zonas opacas ou tranlicidas foi
assumido durante o experimento. O simbolo (-//-) representa a regido do ot6lito antes do experimento.
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Modelo de Crescimento

Nas analises de crescimento de C. fulva os dados de comprimento-idade dos
individuos juvenis e adultos capturados em Itamaraca, Recife, Tamandaré e S8o José de
Coroa Grande foram analisados em conjunto. Os resultados do VGBF estdo

representados na Fig. 12.
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Fig. 12. Curva de crescimento von Bertalanffy ajustada para todos peixes de Cephalopholis fulva

capturados na pesca no litoral de Pernambuco (n=197). LT =comprimento total (cm).

Os peixes mais velhos da populacdo de C. fulva (10-11 anos) representados
somente pelos machos tinham entre 25 e 36 cm Ly. Foram encontrados somente dois
machos juvenis com 2 anos de idade (15-20 cm Lt). Fémeas foram presentes desde as
classes juvenis com 1 ano até 9 anos de idade. Os tamanhos médios de machos e fémeas
em diferentes classes etarias ndo mostraram diferenca significativa (teste t; P> 0.05)
(Fig. 13).

99



Capitulo 4

Reproducdo, idade e crescimento da piraina Cephalopholis fulva (Teleostei: Epinephelidae)
do litoral de Pernambuco

40 - ;
33 - ;.; 5
30 S 1 48 0 26 i
= 2 7] 33
8 25 4 m ! i i i i
o 20 &
5 ¢
T 154 6 i "
= BCTM
10 { @
D T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 & 7 g a 10 11

Idade (anos)

Fig. 13. Média de comprimentos totais (CT) por classe etdria de fémeas (F) e machos (M) de
Cephalopholis fulva capturados no litoral de Pernambuco. As barras de erro representam o desvio padrao.

Mortalidade

A taxa de mortalidade total das amostras de C. fulva coletadas na pesca
(armadilhas, linha) do litoral de Pernambuco foi estimada em 0.46 ano™ (37%) com
sobrevivéncia de 63% (Fig. 14).
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Fig. 14. Curva de captura baseada na idade observada de Cephalopholis fulva (n=218).
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Discussdo
Reproducéo, sazonalidade e peridiocidade da desova

Durante o periodo de desova C. fulva apresentou fémeas e machos desovantes
em areas de pesca. A proporcdo sexual de fémeas e machos de C. fulva maduros no
periodo reprodutivo (1:1) foi proxima a encontrada por Trott (2004) nas Bermudas
(0.69:1). Essa proporgédo sexual entre fémeas e machos é uma caracteristica reprodutiva
similar a de outras espécies de garoupas protoginicas de grande e pequeno porte (Colins
et al., 1997; Sadovy de Michetson & Liu, 2008;).

Erisman et al. (2009) propdem que a maioria dos machos de espécies de
epinefelideos hermafroditas protoginicos apresentam 1G médio baixo indicando baixa
competicdo espermatica durante o periodo reprodutivo. Em uma revisdo recente dos
tipos de acasalamentos de espécies protoginicas, 0s mesmos autores observaram que
espécies que apresentam baixa competicdo espermatica acasalam-se em pares. O
comportamento reprodutivo de varias espécies do género Cephalopholis ocorre com
acasalamento em pares (Donaldson, 1995; Erisman et al., 2010). Machos de C. fulva
apresentaram o IG medio baixo comparado com as fémeas indicando que suas
populacdes hermafroditas protoginicas possivelmente acasalam-se em pares durante o

periodo reprodutivo.

O tipo de desova mdltipla tem sido um padrdo reprodutivo comum entre
espécies de epinephelideos (Teixeira et al., 2004; Trott, 2004; Cushion et al., 2008;).
Durante o periodo reprodutivo entre Agosto e Outubro de 2008 e de 2009 o padrdo de
desova de C. fulva foi confirmado na histologia como desova multipla com a presenca
de ovdcitos vitelogénicos e ovocitos em processo de hidratacdo nas fémeas e pela

presenca de espermatides e espermatozoides nos machos.

Os picos de desova de epinephelidos apresentam pequenas variacGes entre as
regides tropicais apontando maior peridiocidade da desova entre o0 inicio da primavera e
verdo (Shapiro, 1987). Na regido do Atlantico Norte Ocidental (Flérida) C. fulva

apresentou maior 1G nas estacdes de primavera e verdo (Abril — Julho) (Trott, 2004). Na
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costa brasileira a sazonalidade reprodutiva dessa espécie foi semelhante a observada na
regido sudeste do Atlantico Sul (Abrolhos) (Freitas et al., 2011) com o pico reprodutivo

ocorrendo no final do inverno e inicio da primavera (Agosto a Setembro).
Tamanho e idade de maturacéo e mudanca de sexo

A estrutura populacional de C. fulva nas Bermudas apresentou machos maiores
gue as fémeas no recrutamento da pesca de linha (Trottt, 2004). Esse padrdo de
distribuicdo de machos e fémeas foi semelhante na populacao de C. fulva estudada no
banco de Abrolhos no Brasil por Freitas et al. (2011). No presente trabalho também
foram encontrados machos maiores que as fémeas, porém dois machos menores e
juvenis (15-19 cm Lr; 2 anos) foram presentes na pesca em Pernambuco sugerindo que

possa ocorrer mudanca de sexo em fémeas imaturas.

Algumas espécies de garoupas como, por exemplo, Epinephelus coioides (Liu &
Sadovy de Mitcheson, 2010) e Cephalopholis boenak (Chan & Sadovy, 2002) possuem
machos juvenis menores desenvolvidos diretamente das fémeas imaturas. Essas
espécies também apresentam machos maiores que as fémeas em suas populacdes e
nesse caso 0 hermafroditisimo protoginico é considerado didndrico com machos
originados tanto de fémeas imaturas como de fémeas funcionais maduras. A caréncia de
peixes juvenis na seletividade das populacdes pescadas de C. fulva reduz a possibilidade
de encontrar machos juvenis nas amostragens (Trott, 2004). Os dois machos juvenis de
C. fulva recrutados na pesca de Pernambuco podem ser primarios originados de fémeas
imaturas. No entanto fémeas bissexuais mudando de sexo na fase imatura ndo foram
observadas nessa populacdo. Para avaliar as possibilidades de C. fulva ser protoginica
didndrica é preciso realizar mais investigacbes sobre o sexo dos peixes juvenis

recrutados na pesca como também das suas estruturas sociais de acasalamento.

O tamanho de primeira maturacdo das fémeas de C. fulva (Lsp = 18 cm) nesse
estudo foi maior do que os tamanhos encontrados por Freitas et al.(2011) e Trott (2004)
(Lso = 15 cm). O tamanho minimo de primeira maturacdo encontrado para os machos
(Lso = 15 cm) aqui foi igual ao tamanho de primeira maturacdo encontrado para essa

espécie em outras regides como descrito acima. Nesse caso existe outra possibilidade

102



Capitulo 4

Reproducdo, idade e crescimento da piratina Cephalopholis fulva (Teleostei: Epinephelidae)
do litoral de Pernambuco

das fémeas juvenis que ndo foram totalmente recrutadas na pesca de Pernambuco atingir
matura¢do com 15 cm de comprimento e por isso ocorra mudanca de sexo também em

fémeas maduras menores.

Muitas espécies de garoupas que sdo classificadas como hermafroditas
protoginicas (Sadovy de Michetson & Liu, 2008) apresentam uma distribuicdo de
classes de tamanho e idade bimodais (Trott, 2004). C. fulva apresentou uma distribuicdo
das classes de tamanho e idade semelhante a encontrada por Trott (2004). As
estimativas da mudanca de sexo em C. fulva com os peixes transicionais encontrados e
com a sobreposicdo de machos e fémeas mostram que a maioria dos machos foram
originados de fémeas entre 20 e 30 cm L. Porém a estimativa da idade de mudanca de
sexo, baseando-se na sobreposicdo de idades de fémeas e machos, indicou a
possibilidade das fémeas de C. fulva mudarem de sexo desde a fase juvenil até a fase
adulta (2 a 10 anos de idade).

A mudanca de sexo em espécies de peixes hermafroditas protoginicas é
confirmada somente quando se evidencia o surgimento de criptas espermaticas
substituindo o tecido feminino que inicia o processo de degeneragdo (Sadovy &
Shapiro, 1987; Liu & Sadovy de Michetson, 2009). Segundo Sadovy de Michetson &
Liu (2008) para se evitar enganos nas anélises dos peixes em fase de transicdo é
necessaria uma analise histoldgica detalhada para confirmar se a fémea em transicédo
apresenta junto com o tecido masculino caracteristicas de uma desova prévia como
aparecimento de ovocitos em estagios vitelogénicos ou feixes musculares presentes
durante a fase pos-desova. C. fulva apresentou 6 peixes transicionais identificados pela
presenca de criptas espermaticas e ovocitos em degeneracdo. Para confirmar o
hermafroditismo protoginico funcional dessas fémeas transicionais verificou-se a
presenca de feixes musculares pOs-desova nos peixes em repouso e a presenca de
ovocitos em fase vitelogénica nos peixes maduros. Apos a mudanca de sexo 0s machos
de C. fulva retiveram a estrutura do limen ovariano como uma caracteristica comum em
machos secundarios provenientes de fémeas maduras (Sadovy de Michetson & Liu,
2008). A partir dessa analise o estudo indica que as populacdes de C. fulva no litoral de

Pernambuco sdo hermafroditas protoginicas monandricas.
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Leitura dos otélitos

O método da estimativa de idade em ot6litos seccionados de peixes tropicais tem
obtido melhor precisdo e facilidade na identificacdo das bandas opacas e translicidas
guando comparado com estimativa da idade em otdlitos inteiros (Ferreira & Russ, 1994;
Potts & Manooch, 1999). O valor do IAPE foi baixo para as leituras realizadas nos

otolitos seccionados de C. fulva indicando estimativas claras e precisas da idade.

Potts & Manooch (1999) verificaram que as zonas opacas de juvenis de C. fulva
foram mais largas e distantes que em adultos. No presente trabalho 0 mesmo padréo de
largura da zona opaca foi observada entre os recrutas juvenis experimentais e 0s peixes

adultos capturados na pesca.

Muitas espécies de epinefelideos tém apresentado a formagdo de uma camada
opaca e uma camada translicida por ano nos otolitos e o conjunto dessas camadas forma
um anel (annulus); e o nimero desses anéis representa a medida de idade dos peixes
(Craig et al., 1999). O periodo formacdo dos anéis opacos em epinefelideos tem se
baseado nas analises dos tipos de borda dos ot6litos que variam ao longo do ano entre
bordas opacas e translicidas (Aradjo & Martins, 2006). Analises da periodicidade da
deposicdo dos anéis opacos na borda dos otdlitos denominados como incrementos
marginais também tém sido realizadas para validar quando os peixes formam o primeiro
anel (Campana, 2001). Analises dos incrementos marginais opacos nos otolitos de C.
fulva na Florida registraram variacdes anuais de acordo com a idade, e 0s meses de
Abril e Setembro apresentaram maiores picos de formacdo (Potts &Manooch, 1999).
Apesar de o presente estudo ter analisado somente o tipo de borda dos otdlitos
seccionados de C. fulva houve variagdes bimestrais das bordas opacas, porém o maior
pico de formacdo ocorreu durante os meses de Marco-Agosto de 2008 e 2009. Ja as
bordas translicidas apresentaram maior pico de formacdo durante os meses de
Setembro-Outubro de 2008 e 2009 e de Janeiro-Fevereiro de 2009.

A formacdo dos anéis de crescimento em otdlitos pode ser condicionada pela

atividade metabdlica dos peixes (hdbito alimentar, gasto energético) e por alguns fatores
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ambientais (temperatura, fotoperiodo) (Manooch, 1987). Durante as estacdes de inverno
e verdo também foi observada uma variacdo na quantidade de gordura armazenada ao
longo do ciclo reprodutivo de C. fulva. A maior freqiiéncia da formagéo de das zonas
opacas nos peixes adultos de C. fulva pode estar relacionada com o periodo de maior
alimentacdo. Villamil et al. (2002) observaram que os picos de maior formagdo dos
aneis opacos de uma espécie de sparideo (Sarpa salpa) sdo atribuidos as fontes

alimentares durante o crescimento.
Periodicidade de formagéo dos anéis

A formacdo do primeiro anel de epinephelideos inicia-se a partir da fase de
assentamento cerca de 2 meses apds o periodo reprodutivo (Colin et al., 1987). O
periodo reprodutivo de C. fulva foi entre Agosto e Outubro e o periodo de ocorréncia de
recrutas juvenis foi entre Janeiro e Abril. Com o experimento de validacdo da idade
observou-se que individuo com maior tempo de sobrevivéncia apds a marcacdo com TC
apresentou a banda translicida formada entre Janeiro e Marco quando completou a

formacdo do primeiro anel.
Modelo de crescimento

Segundo Gwin et al. (2010) ajustar a curva de crescimento com to =0, seguindo
o0 modelo de von Bertalanffy, é uma opc¢do viavel quando individuos menores estdo
ausentes da amostra, evitando assim consequéncias desta auséncia no calculo dos
parametros da curva de crescimento. No entanto, foram obtidos individuos menores de
C. Fulva nas amostras e a curva de crescimento sem ajuste em zero (to livre), apresentou
estimativa do Lo (31.8 cm) um proximas as estimativas encontradas para a mesma
espécie nos Estados Unidos (37 cm) (Trott, 2004). A taxa de crescimento (K=0.16)
dessa espécie obtida com a curva de crescimento também foi proxima a encontrada por
Araljo & Martins (2006) no Atlantico Sul (K =0.13).

A idade maxima observada em C. fulva foi de 28 anos nas Bermudas (Trott,
2004) e 25 anos no Atlantico Sul no Brasil (Araljo & Martins, 2006). Nesse trabalho a
idade maxima registrada para essa espécie foi 11 anos; semelhante aos resultados

encontrados por Potts & Manooch (1999) no sudeste dos Estados Unidos e Bermudas.
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Os estudos em que C. fulva apresentaram maior longevidade tinham classes de
comprimento maiores (39-41cm CT) obtidas de amostras superiores a 700 individuos
capturados na pesca atuando sobre a plataforma ebancos oceénicos (Trott, 2004; Aradjo
& Martins, 2006).

Aradjo & Martins (2009) em uma revisdo recente de espécies congéneres
(Cephalopholis sp.) indicaram que a maioria apresenta longevidade maxima entre 7 e 14
anos e que os tamanhos das amostras foram pequenos com cerca de 21 e 124 individuos
capturados por espécie. Essa revisdo indicou que amostras grandes, abrangendo todas as
classes de tamanho, sdo importantes para registrar a longevidade maxima de uma
espécie dentro de populacBes exploradas na pesca com diferentes artes de pesca. Essa
espécie tambem tem sido freqlentemente explorada pela pesca de linha (caico) no
litoral sul de Pernambuco como fauna acompanhante. No entanto, na maioria das
pescarias os individuos capturados sdo utilizados como iscas ou utilizados para
consumo proprio. Anélise de amostras provenientes destas pescarias poderiam indicar
se a populacdo de C. fulva atinge idades maiores também na regido nordeste do Brasil

quando capturada por outras artes de pesca e em maiores profundidades.

Mortalidade

As classes etarias mais jovens das populacdes de C. fulva (6-11 anos) tem sido
as mais vulneraveis a exploracao pesqueira do Atlantico Norte (Trott, 2004) e as classes
etarias mais velhas (11-25 anos) foram as mais vulneraveis no Atlantico Sul no Brasil
(Araujo & Martins, 2009). As classes etarias de C. fulva (6 e 11 anos) mais capturadas
no litoral de Pernambuco no Brasil foram semelhantes as classes mais exploradas no
Atlantico Norte. Os peixes juvenis comcerca de 1 ano de idade (9-12 cm Lt) ndo foram
totalmente recrutados na pesca, pois foram capturados ocasionalmente pela pesca linha

nos recifes rasos de Tamandaré.

Espécies de garoupas de menor porte tém mantido maior abundancia devido a
reducdo da abundancia de populagbes de predadores naturais efetivos (Araljo &
Martins, 2009) e/ou pela reducdo de predadores maiores (garoupas maiores) com a
sobrepesca (Trott, 2004). Na costa central do Brasil Aradjo & Martins (2009) indicaram

que a pesca de C. fulva encontra-se proxima ou ja no nivel de sobrexplotacdo. Apesar da
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grande pressao pesqueira sobre C. fulva na costa brasileira avaliagdes recentes da lUCN
(Unido Internacional para Conservacdo da Natureza) classificaram essa espécie com
menor risco de extingdo devido & sua abundancia relativa em areas de pesca e sua
ocorréncia em varios locais de areas marinhas protegidas dentro de uma distribuicéo
regional (Ferreira et al., 2008). Atualmente, a pressdo da pesca sobre essa espécie no
nordeste brasileiro tem aumentado devido a sua valorizacdo na economia para
exportacdo (Marques & Ferreira, 2011a) e a reducdo dos estoques das espécies maiores
anteriormente exploradas (Ferreira et al., 2008). O presente estudo sugere a necessidade
de um monitoramento constante dos estoques explorados pela pesca no litoral de
Pernambuco para melhores avaliagdes dos efeitos da pesca sobre as populagdes de C.

fulva e com isso manter o status de conservacao dessa especie.
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Resumo

Epinephelus adscensionis é uma espécie recifal frequentemente explorada pela pesca
artesanal no litoral do nordeste brasileiro. A proposta desse estudo foi determinar a
idade e 0 padréo de desenvolvimento sexual de E. adscensionis no Brasil. As amostras
bioldgicas de otdlitos e gbnadas foram obtidas de coletas realizadas em desembarques
pesqueiros no litoral de Pernambuco entre Marco de 2008 a Outubro de 2009. Peixes
juvenis dessa espécie foram obtidos em coletas adicionais em recifes rasos para cobrir
as menores classes de tamanho ausentes nos desembarques e também para 0S
experimentos de validacdo da idade com tetraciclina (TC). Otolitos de peixes
experimentais marcados com TC mostraram a formacdo de um anel por ano. As
populacdes de E. adscensionis pescadas no litoral de Pernambuco apresentaram baixa
longevidade e foram classificadas como hermafroditas protoginicas. Os peixes mais
velhos da populacdo atingiram 15 anos de idade com comprimento maximo de 44 cm
CT. Os parametros de crescimento obtidos com o de von Bertalanffy (VGBF) para a
populacdo de E. adscensionis foram: L, = 37.02 cm CT, K = 0.19, to= 0.89. A
distribuicdo de comprimento e idade por sexos apresentaram a maioria dos machos
maiores que as fémeas com sobreposicdo da idade entre 5 e 12 anos. O tamanho (Lmso) €
idade (Amso) de primeira maturagdo para fémeas foram 20 cm Ly e 4 anos de idade. A
variacdo do tamanho e idade de mudanca de sexo dos peixes transicionais foram 23.4-
32.1 cm CT e 4-9 anos. Nesse estudo E. adscensionis apresentou baixa taxa de
mortalidade (Z=0.28). Devido ao aumento da captura de espécies de peixes recifais nos
ultimos anos, torna-se necessario um monitoramento continuo das populacfes

recrutadas pela pesca para manutencdo e conservagdo dos seus estoques.
Palavras chave: idade, crescimento, reproducédo, mudanca de sexo
Introdugdo

Epinephelus adscensionis (Osbeck, 1765), conhecida no nordeste brasileiro
como garoupa gato, € uma espécie solitaria carnivora que se alimenta principalmente de
crustaceos (caranguejos, camarfes) e peixes, e pode atingir 61 ¢cm de comprimento
(Heemestra & Randall, 1993). A sua distribuicdo geografica é ampla com registro desde

o0 Atlantico Ocidental Norte (Massachusetts) até o litoral sul do Brasil (Santa Catarina)
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(Figueiredo & Menezes, 1980; Carvalho-Filho, 1999). No Atlantico Oriental ocorre

também nas llhas de Ascensdo e Santa Helena (Heemestra & Randall, 1993) e na llha
de Sdo Tome (Golfo da Guiné) (Afonso et al., 1999). Na pesca comercial, essa espécie
tem menor importancia na regido das Bermudas no Atlantico Norte Ocidental, mas tem
apresentado alto registro de captura na pesca de linha, armadilhas e arpdo nas llhas de
Ascensdo e Santa Helena no Atlantico Norte oriental (Heemestra & Randall, 1993;
Choat & Robertson, 2008). No Brasil, regido do Atlantico Sul Ocidental, essa espécie é
comum no litoral do nordeste e tem sido capturada principalmente pela pesca
multiespecifica de armadilhas (covos) na plataforma continental do litoral norte de
Pernambuco (Itamaraca e Recife) (30-50 m de profundidade) (Marques & Ferreira,
2011).

A proposta desse estudo foi determinar o padréo de desenvolvimento sexual e a
idade de E. adscensionis para avaliar o modo reprodutivo, a longevidade e o

crescimento de suas populacdes em areas de pesca da costa nordeste do Brasil.
Material e Métodos

Amostragem

As amostras foram obtidas entre Marco 2008 e Outubro 2009 atraves de
acompanhamento mensal de desembarques de pescarias artesanais multiespecificas no
litoral de Pernambuco (Brasil). As principais artes de pesca para essa espécie foram
pesca de linha nos recifes rasos (2-3 m), e pesca de linha e armadilhas nos recifes
profundos (30-60m). Os municipios de amostragem do estado de Pernambuco foram:
Itamaraca (7°44°S, 34°49°W), Recife (8°04°S, 34°52°W), Tamandaré (8°45°S, 35°05°W)
e Sdo José da Coroa Grande (8°53’S, 35°08°W). Peixes menores foram obtidos dos
recifes rasos de Tamandaré em profundidades média de 3 metros com uso de pucas.
Todos os peixes foram medidos com o comprimento total (CT, centimetros) e pesados
(PT, gramas). As gonadas de cada individuo foram removidas, pesadas (gramas) e
fixadas em FAAC (formaldeido 4%, acido acético 5%, cloreto de calcio 1.3%) (Ferreira,
1993). Em E. adscensionis o otdlito sagittae foi o mais largo dos trés pares de otélitos e

foi 0 escolhido para remogéo, limpeza e armazenamento a seco.
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Reproducéo

O sexo dos peixes foi determinado por analise histolégica das gbnadas
seccionadas transversalmente a 4-5 um e coradas com hematoxilina-eosina. Os estagios
de maturacdo foram determinados nas anélises histologicas dos ovarios e testiculos. As
classificacdes de ovogénese e espermatogénese foram baseadas em Nagahama (1983) e
0s estadios de desenvolvimento sexual seguiram Ferreira (1993, 1995).

O periodo de desova foi determinado através das andlises histologicas e do

indice gonadossomético (IG). O IG foi calculado com:
IG = Wgo /W x 100
emque:
W, = peso gonadal;
W = peso total.

A quantidade de gordura depositada nos mesentérios foi indicada para avaliar a
variacdo da gordura armazenada durante o ciclo reprodutivo. A gordura do mesentério
foi estimada seguindo uma escala relativa de 1 a 3, em que cada escala indicava a
proporcdo de gordura cobrindo a viscera (1: nenhuma gordura visivel; 2: gordura
cobrindo as visceras parcialmente; 3: gordura cobrindo completamente as visceras). A
estimativa foi feita sempre pelo mesmo observador. Essa escala foi transformada em
percentagem para comparar com o IG. A andlise ndo paramétrica Kruskal-Wallis
ANOVA (P<0.05) foi usada para examinar diferengas entre: IG de fémeas e machos; IG
durante os meses de 2008 e 2009; gordura mesentérica entre machos e fémeas e durante
0s meses; entre 0s tamanhos de fémeas e machos maduros. Correlacdo de Spearman foi
usada para analisar a relagéo entre peso gonadal e o tamanho.

Fémeas e machos maduros foram incluidos para calcular a proporcdo sexual
somente no periodo reprodutivo. O teste quiquadrado (X?) foi usado para comparar a
proporcdo sexual (fémeas maduras: machos maduros) entre os meses do periodo

reprodutivo.
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Tamanho e idade de maturagdo e mudanca de sexo

O tamanho de primeira maturacdo sexual (Lso) de E. adscensionis foi estimado
para fémeas pelo ajuste de uma funcdo logistica (King, 1997) para a propor¢do de

peixes maduros (Po) nas categorias de tamanho:

(LT): Po= {1+[-r(Lsmia — Lso)]}

emque:

Lsmig = ponto médio da classe de tamanho Lrt;

Lso = média do Lt da maturacdo sexual;

r = constante que aumenta no valor com a declividade da maturacao.

O mesmo processo foi usado para estimar a idade da maturagdo sexual (Asp)
usando a proporcdo de fémeas maduras em cada classe de idade. O tamanho de
mudanca de sexo foi considerado da amplitude de ocorréncia do tamanho e idades nas
quais foram observados individuos transicionais. A mudanca de sexo também foi
estimada por duas razfes: variagdo do tamanho de peixes transicionais dividido pelo
tamanho maximo coletado; variagao da sobreposicdo nos tamanhos de machos e fémeas

divididos pelo tamanho méximo coletado (Erisman et al., 2010).

Leitura dos otdlitos

O otdlito sagittae direito de cada individuo de E. adscensionis foi escolhido para
ser seccionado e lido. Cada ot6lito foi embebido em resina e uma seccdo transversal
(0.3mm) foi feita através do centro (nucleo) do ot6lito, usando uma serra metalografica
Buehler Isomet de baixa velocidade. As secgdes foram polidas em ambos os lados com
o uso de lixas d’agua (1200, 2000) e em seguida foram montadas lAminas histologicas
dessas sec¢des com entelan e laminulas. Otolitos sagittae inteiros ndo foram utilizados,
pois eles geralmente apresentam baixas estimativas de idade nos individuos mais

velhos. Nesse estudo os anéis dos otolitos seccionados de individuos juvenis foram bem
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evidentes e ndo foi necessario utilizar os otolitos inteiros para confirmar a idade

estimada.

Os otolitos seccionados foram observados em estereromicroscopio usando luz
refletida com fundo preto. As zonas opacas foram observadas e contadas da regido do
nlcleo até a regido da borda ao longo da face proximal do otdlito préximo a margem do
sulcus acusticus. Os otolitos seccionados de E. adscensionis foram lidos pelo menos 2
vezes para se estimar o namero de zonas opacas por um Unico leitor com intervalo
minimo de 10 dias. A precisdo da estimativa da idade foi calculada com o indice da
Média de Erro em Percentagam (IAPE) (Beamish and Fournier, 1981).

Para determinar quais foram os periodos de maior formagdo das zonas opacas e
translicidas nos otdlitos de E. adscensionis foram realizadas classificacfes do tipo de
borda dos ot6litos (opaca ou translicida). As distribuicbes (em percentagem) dos tipos

de bordas foram analisadas bimestralmente.
Periodicidade de formacao dos anéis

Para examinar o crescimento dos otolitos e o tempo de formacdo da zona opaca
nos otdlitos de E. adscensionis, a tetraciclina (TC) foi usada para marcar os otdlitos em
peixes experimentais. Peixes juvenis vivos de E. adscensionis foram capturados em
recifes rasos de Tamandaré usando pucas entre Novembro de 2008 a Janeiro de 2009.
Os peixes capturados foram aclimatados em aquarios (60L) por alguns dias antes de
serem marcados com TC. Antes e ap0s 0 experimento, todos os individuos foram
medidos com o comprimento total (CT, cm). Todos os peixes maiores foram marcados
com TC por injecdo na cavidade celomética com a dosagem de 50 mg de TC kg™ em
uma concentracdo de 50 mg de TC ml* em solucéo salina estéril (Ferreira & Russ,
1994). Os peixes marcados com TC foram mantidos em aquarios (60L) com agua
salgada em temperatura (27-30°C) e salinidade ambientes, e alimento (camardo ou

pedacos de peixes) foi oferecido uma vez por dia.

Apobs o término do experimento dos peixes marcados com TC o par de otdlitos
sagittae foi removido. Os ot6litos direitos marcados com TC foram selecionados para
serem seccionados. A metodologia de corte foi a mesma descrita anteriormente. Os

otolitos marcados com TC seccionados foram lidos e fotografados em microscépio
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composto com fonte de luz fluorescente (Leica DMRB Photomicroscope). O nimero de
zonas opacas e translicidas entre a marca fluorescente (TC) e a borda foi determinado
observando a seccdo do otdlito com fonte de luz externa branca junto com a luz

ultravioleta do microscopio (Ferreira & Russ, 1994).
Determinacédo da idade pela formacéao do primeiro anel

Para determinar o tempo de formacdo das bandas translicidas e opacas entre a
marca TC e a borda do ot6lito, as distancias entre elas foram registradas e comparadas
com o intervalo de tempo correspondente. A posicdo relativa das zonas translicidas e
opacas dessas marcas foram medidas e plotadas (Ferreira & Russ, 1994). A posicédo
dessas marcas foi usada para dar suporte na interpretacdo do que constitui a formacéo
do primeiro anel. As medidas reais foram padronizadas para permitir comparacdes entre

0s peixes marcados com diferentes idades.
Modelo de crescimento

A funcdo do crescimento de von Bertalanffy (VBGF) foi ajustada aos dados de

comprimento e idade de E. adscensionis para fémeas e machos juntos:
Li=L[1- e-k(t-tO)]

Onde,

L+ = comprimento total (cm) dos individuos na idade t;

L., = comprimento total maximo assintdtico de Lr;

K = taxa de crescimento (ano™) na qual a curva se aproxima do L.;

to = idade hipotética do peixe no comprimento zero.

A média dos tamanhos de machos e f@meas em diferentes classes de idade foi

comparada usando teste t.

Mortalidade
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A estimativa da mortalidade total Z foi obtida usando a idade baseada no método
de curvas de capturas que se fundamenta na analise grafica da regressao linear entre o
logaritimo natural do nimero de peixes das capturas por classe de comprimento e sua
respectiva idade (Beverton & Holt, 1957). O logaritimo natural do nimero de peixes em
cada classe de idade (Nt) foi plotado contra a idade correspondente (t) e Z foi estimado
da inclinagdo descendente, b.
Resultados

Composicao das capturas

Foram coletados 213 individuos de E. adscensionis, variando de 14.5 a 44.1 cm
CT nos desembarques de pesca no litoral de Pernambuco entre Abril 2008 a Outubro
2009. A pesca de armadilha em recifes profundos (30-60m) compreendeu 85% dos
peixes coletados enquanto que a pesca de linha e arpdo nos recifes rasos (2-30m)
compreendeu apenas 14.5% dos peixes coletados. As classes de tamanho dos peixes
coletados na pesca de armadilhas e pela pesca de linha e arpdo ndo foram
significativamente diferentes (Kruskal-Wallis ANOVA, df =1, P=0.50; Fig.1l). O
namero de individuos analisados por més variou entre 7 a 16 de acordo com a
disponibilidade e o periodo do ano. As classes de tamanho dos peixes coletados

variaram entre 14 e 44 cm CT (Fig.1).

20 + ®Linha

B Covo

Frequéncia (n)

15 4

10 =

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

CT (cm)

Fig. 1. Distribui¢do das classes de tamanho de Epinephelus adscensionis coletadas na pesca no litoral de
Pernambuco (n=213).
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Reproducéo

Foram analisadas laminas histologicas de gbnadas de 211 peixes de E.
adscensionis. A determinacdo do sexo foi realizada em observacdes macroscopicas
somente durante o periodo reprodutivo quando foi possivel identificar as gbnadas das
fémeas e dos machos. As gonadas de fémeas e machos apresentaram a estrutura com o
limen e vérias lamelas projetando-se para dentro do lumen das paredes dorsais e
laterais. Cada gbnada foi atribuida nas seguintes fases: fémeas imaturas; fémeas em
repouso, em maturacdo, maduras e esgotadas; fase transicional (mudanca de sexo);
machos em repouso, em maturacao, maduros e esgotados. As classificacdes das fases de
desenvolvimento sexual de machos e fémeas com caracteristicas macroscépicas e
histologicas estdo descritas na Tabela 1. A fase de mudanca de sexo nos peixes
transicionais de E. adscencionis foi caracterizada nas analises histologicas pelas
principais evidéncias de hermafrodtismo funcional quando apareceram criptas
espermaticas e tecido ovariano em degeneracdo. Alguns individuos de fémeas
transicionais na fase de repouso apresentaram feixes de musculos (MB) remanescentes
de tecido conectivo intralamelares indicando desova anterior como também presenca de

sinus espermatico.
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Tabela 1. Descricao dos estadios gonadais de Epinephelus adscensionis

Estadios gonadais

Descrigdo Macroscdpica

Descrigdo histologica

F
Imatura Ovérios pequenos e finos com Ovarios pequenos em diametros sem evidéncia
coloragdo rosa a translucida. de desova; parede gonadal fina; lamelas cheias
de ovocitos em estagio inicial perinuclear
(Fig.2a).
Em repouso Ovaérios mais largos que as Ovdcitos em estadio incial perinuclear

Em maturacéo

fémeas imaturas de coloragdo
rosa-amare lada.

Ovérios de coloracdo rosa-
amarelada maiores que os das
fémeas em repouso.

(previtelogénico); presenga de corpUsculos
marrons; presenca de feixes musculares (MB)
também usados como indicadores  de
determinagdo da desova anterior (Fig.2d).
Ovécitos em estagio vitelogénico (vesiculas
lipidicas) com o inicio do estagio de formagéo
de vesiculas globulares (Fig.2b).

Madura Ovérios largos amarelados Ovérios com ovdécitos em vitelogénese completa
com aparéncia granular com e ovdcitos hidratados (Fig. 2c).
ovécitos maduros visiveis.

Esgotada Ovérios amarelados a palidos, Lamelas interrompidas com células foliculares,
flacidos com bastante remanescentes de foliculos pds-ovulatérios e
irrigacdo sanguinea. ovdcitos vitelogénicos em varios estagios de

atresia.

Transicional N&o foi possivel avaliar essa Ovéario mostrou degeneracdo de tecido ovariano
fase em observacdes e proliferacdo de tecido espermatico com
macroscoépicas. pequenas criptas ou grupos de espermatozdides

em fémeas no estadio de repouso. (Fig. 2d)

M

Em repouso Nédo foi possivel avaliar essa Estagio inicial de espermatogénese com criptas

Em maturacao

fase em
macroscopicas.

observagdes

Nao foi possivel avaliar essa

de espermatogonia e espermatocitos em
primeiro estagio; sinus dorsal presente com
alguns espermatozéides (Fig.3d).

Presenca de criptas contendo espermatécitos,

fase em observagdes espermatides e alguns espermatozdides; sinus
macroscépicas. dorsal comespermatozoides (Fig. 3a).

Maduro Testiculos largos com Sinus doral e intralobulares repletos de
coloracdo leitosa devido a espermatozdides (Fig.3b).
presenca de sémen repleto de
espermatozdides

Esgotado Nao foi possivel avaliar essa Poucos espermatozdides nos sinus. Sinus

fase em
macroscépicas.

observagdes

intralobulares com criptas de espermatogénias.
Espermatdcitos em primeiro estdgio comecando
aparecer (Fig. 3c).
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mea imatura (escala

=100 um) (21.8 cm CT). (b) Fémea em maturacdo (escala =200 pm) (27.2 cm LT). (c) Fémea madura
(escala = 200 um) (23.4 cm CT). (d) Fémea transicional (escala = 50 um) (28.0 cm CT). ol = ovdcito
pré-vitelogénico, 02 = ovdcito secundario em estdgio vitelogénico; 03 = ovdcito com vitelogénese
completa, lu = ldmen ovariano, mb = feixe muscular; scr = cripta espermatica, do = ovoécito em

degeneracdao.
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Fig. 3. Fotomicrografias de se¢Bes histologicas de testiculos de E. adscensionis. (a) Macho em maturagéo
(escala= 50 pm) (30.3cm CT). (b) Macho maduro (escala= 200 um) (37.0cm LT). (c) Macho esgotado
(escala = 50 um) (32.0 cm CT). (d) Macho em repouso (escala = 50 um) (29.6 cm CT). sc =
espermatdcito, spd = espermatide, spz = espermatozdide, ss =sinus espermético, ro = ovacito residual, lu
= limen, g = espermatogdnia, bb = corplsculo marrom.

Sazonalidade e peridiocidade da desova

O periodo de desova de E. adscensionis iniciou-se em Julho e terminou em
Novembro, tanto para 2008 como para 2009 (Fig. 4). Os machos apresentaram IG
médio (0.11) menor que as fémeas (0.52) durante o periodo de desova com o pico
reprodutivo no mesmo periodo. Houve diferencas significativas entre os 1Gs de fémeas
e machos (Kruskal-Wallis, df= 1 ; P<0.05) e principalmente entre os IGs entre as fases
de repouso e reproducdo de 2008 e 2009 (Kruskal-Wallis, df = 19; P<0.05). Durante o
pico reprodutivo os machos e fémeas também apresentaram alto desvio padrdo devido a

grande variacdo do IGs dos peixes nesse periodo. Verificou-se um aumento da gordura
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mesentérica durante 0s meses que antecedem o periodo reprodutivo e uma queda do

inicio ao final do periodo reprodutivo para fémea e machos (Fig. 4). A variacdo da

quantidade de gordura mesentérica foi antifasica quando comparada com os IGs de

fémeas e machos, e foi inversamente correlacionada com o peso gonadal para machos
(Spearman rank Rs= -0.571; P < 0.05) e fémeas (Spearman rank Rs= -0.314; P < 0.05)

mad uros.
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Fig. 4. Variacdo mensal da andlise do indice gonadossomatico (1G) de fémeas (IG F; n = 123), machos
(IG M; n = 84); e gordura mesentérica (GM — GM F; GM M) de Epinephelus adscensionis. Barras de erro
mostram o desvio padrdo dos dados originais.
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Fémeas maduras de E. adscensionis foram observadas em 2008 de Agosto até
Outubro e em 2009 de Julho a Setembro (Fig. 5). As fémeas desovantes nesse estagio
apresentaram ovoécitos maduros e alguns hidradatos. Poucos ovocitos em estagio de
desenvolvimento inicial foram encontrados nas fémeas maduras. Machos maduros
foram observados de Julho a Outubro 2008 e de Junho a Outubro 2009 (Fig. 5)
apresentando sinus espermatico dorsal e lobular preenchidos de espermatozoides.
Machos foram ausentes nas coletas somente no més de Novembro e machos imaturos
ndo foram observados durante esse estudo. Fémeas transicionais, identificadas com
varios grupos de criptas espermaticas e ovocitos em degeneracdo, foram encontradas
fora do periodo reprodutivo em Marco e Novembro de 2008 e durante o periodo
reprodutivo de 2008 (Outubro) e 2009 (Julho, Setembro e Outubro). Houve diferencas
significativas entre as classes de tamanho dos estadios gonadais de fémeas e machos e
também dos transicionais (Kruskal-Wallis Test, P<0.05; df=9).

A proporgdo sexual (fmeas: machos) de E. adscensionis foi 0.9:1 durante o
periodo reprodutivo (Julho a Outubro) de 2008 e 2009, e a frequéncia de distribuicdo de
fémeas e machos maduros ndo foi significativa entre 2008 e 2009 (X?; P = 0.382).
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Fig. 5. Distribuicdo mensal da freqliéncia dos estadios gonadais de fémeas (n = 123), transicionais
(n =9) e machos (n = 84) de E. adscensionis.

Tamanho e idade de maturacéo e mudanca de sexo
A classe modal de comprimento das fémeas foi 26 cm CT e dos machos foi 32

c¢cm CT indicando que a maioria dos machos foram maiores que as fémeas (Fig. 6A).

Machos e fémeas apresentaram ampla sobreposicdo da idade entre 5 e 12 anos (Fig.

6B).
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Fig. 6. Distribui¢do do tamanho (A) (n = 216) e idade (B) (n = 204) de fémeas, machos e transicionais de
E. adscensionis.

128



Capitulo 5

Padréo de desenvolvimento sexual, idade e crescimento da garoupa gato Epinephelus
adscensionis (Teleostei: Epinephelidae) do litoral de Pernambuco - Brasil

O tamanho minimo de maturidade sexual dos machos foi de 26 cm CT com
média de 6 anos de idade. O Lsg e Asg da maturidade sexual das fémeas foi20cm CT e
4 anos (Fig. 7). A estimativa da variacdo de tamanho para a mudanca de sexo foi de
23.4 — 32.1 cm CT dos peixes na fase transicional, e de 26 — 33 cm Lt dos machos e
fémeas maduros que se sobrepuseram, equivalendo respectivamente a 53 — 72% e 59-
75% do tamanho maximo corporal. As nove fémeas transicionais encontradas tinham
entre 4 e 9 anos de idade equivalendo a 26 — 60% da idade maxima. As estimativas da
idade na sobreposicdo de f€meas e machos foram entre 4 e 10 anos equivalendo a 26 —

60% da idade maxima.

% Madura

Idade (anos)

Fig. 7. Curva logistica de maturacdo para fémeas de E. adscensionis. (A) média do comprimento total
(CT) na primeira maturagdo sexual (n= 123) e (B) média de idade da primeira maturagdo (n = 110),ea
média do tamanho (L50) e idade (A50) de 50% das fémeas maduras.
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Leitura dos otélitos

Os otolitos sagittae de E. adscensionis apresentaram um padrdo de anéis
transltcidos alternando com os anéis opacos com contrastes bem definidos entre anéis
(Fig.8). As estimativas das idades baseadas pela contagem das zonas opacas foram
realizadas por 2 leituras em 204 otdlitos seccionados. O célculo do 1APE para 2 leituras

realizadas dessa espécie apresentou 5.19% de erro.

Fig. 8. Otolito seccionado de Epinephelus adscensionis com 14 anos mostrando o padrdo de zonas
translicidas e opacas (circulos brancos): D = dorsal; V = ventral; Di = distal; Pr = proximal; S = sulcus
acusticus; n=nucleo. Escala= 1 mm.

As analises bimestrais dos tipos de borda dos ot6litos seccionados de E.
adscensionis capturados na pesca mostraram que as bandas opacas e translicidas ndo
tiveram um padrdo sazonal de formacdo. As bandas translicidas apresentaram maior
formacdo durante os meses de Marco-Abril e Julho-Outubro de 2008 e 2009 (final do
inverno e inicio da primavera). O padrdo da formacgdo das bandas opacas foi maior
durante os meses Maio-Junho de 2008 e 2009 (inverno) e Janeiro-Fevereiro de 2009
(final do verdo) (Fig.9).
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Fig. 9. Variacao bimestral do tipo de borda (OP = borda opaca ou TR = translicida) nos otolitos
de Epinephelus adscensionis entre Margo de 2008 e Outubro de 2009 (n = 200).

Periodicidade de formacdo dos anéis

Os quatro peixes experimentais coletados nos recifes rasos de Tamandaré foram
medidos antes do tratamento com TC e ap6s a morte. Os peixes com mais que 100 dias

apos o tratamento tiveram o crescimento minimo de 3 cm (Tab. 2).

Tabela 2. Sumario dos experimentos de validacdo da idade em aquarios para Epinephelus
adscensionis

Peixe no. CT1l(cm) CT2(cm) CT1-CT2 Tempo de Idade
(cm) experimento (anos)
(dias)
1 14 17.2 3.2 119 1+
2 15 15.9 0.9 55 1+
3 9 13 4 459 1+
4 11 20.1 9.1 531 2+

CT 1, comprimento total antes do tratamento com TC; CT 2, comprimento total ap6s o tratamento com
TC.

Todos os peixes tratados com TC apresentaram as marcas fluorescentes em seus
otolitos (Fig. 10). Foi possivel constatar a formacdo do anel completo apds o tratamento
nos peixes nos. 3 e 4 (Fig. 11). A periodicidade da formacdo do anel foi presumida a
partir do registro da banda translicida em Janeiro (J) no peixe no.4 e das posicoes
relativas das bandas nos outros peixes experimentais entre a marca TC e a borda do

otdlito (ver ‘?” na Fig. 11). Dessa forma consideramos que a banda translicida formou-
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se entre os meses de Dezembro (D) e Janeiro (J) ja que nos outros periodos foram

registradas bandas opacas nos peixes experimentais (Fig. 11).

Fig. 10. Otolito seccionado de um peixe experimental com 2 anos E. adscensionis com a banda
fluorescente (setas); (A) otolito observado em microscopio com luz UV; (B) otolito observado em
microscopio com a combinagdo de luz branca e UV. Escala = 7um; D = dorsal; V= ventral; Di =
distal; Pr = proximal; S= sulcus acUsticus; n = nlcleo; setas = banda fluorescente. Este otélito

corresponde ao peixe no. 4 da Fig. 12.
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Fig. 11. Representagdo diagramatica dos ot6litos marcados com tetraciclina de Epinephelus adscensionis,
mostrando as posicdes relativas da banda fluorescente, margem do otdlito, zonas translicidas e opacas ao
longo do sulcus acusticus. O periodo entre o tratamento com a tetraciclina e a morte dos peixes (final das
barras) esta representado em meses no topo. O tempo de formagdo das zonas opacas ou tranldcidas foi
assumido durante o experimento. O simbolo (-//-) representa a regido do otolito antes do experimento.

Modelo de Crescimento

As estimativas obtidas com a curva de crescimento VGBF para 0 comprimento-

idade de E. adscensionis estdo representados na Fig. 12.

00 [=37.02[1-¢ "] =0.79

CT (cm)

Fig. 12. Curva de crescimento von
Bertalanffy ajustada para todos peixes
de Epinephelus adscensionis
capturados na pesca (n=204).
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Os resultados da longevidade de E. adscensionis mostraram gque 0s peixes mais
velhos da populacdo (14-15 anos) representados somente pelos machos tinham entre 38
e 44 cmCT (Fig. 13). Nao foram encontrados machos juvenis com menos que 4 anos de
idade (< 26 cm CT). Os tamanhos médios de machos e fémeas em diferentes classes

etarias mostraram diferenca significativa (teste t, df =16; P<0.05) (Fig. 13).
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Fig. 13. Média de comprimentos totais (CT) por classe etaria de fémeas (F) e machos (M) de E.
adscensionis. As barras de erro representam o desvio padrao.

A pesca de armadilhas representou a maior porcentagem dos peixes capturados
maiores que 20 cm CT a partir de 4 anos. Peixes juvenis entre 0-1 ano (<10 cm CT)
foram capturados apenas por pucéas nos recifes rasos de Tamandaré, e peixes juvenis
entre 2 e 3 anos (14-25 cm CT) foram capturados por linha nos recifes rasos de

Tamandaré e Sao José de Coroa Grande.

Mortalidade

A taxa de mortalidade total estimada (Z) de E. adscensionis de 2008 a 2009 entre
as idades de 8 e 15 anos, foi 0.28 ano! que equivaleu a 25%, representando a
sobrevivéncia de 75% (Fig. 14). Peixes juvenis entre 1 e 5 anos ndo foram totalmente

recrutados na pesca e foram excluidos da estimativa da mortalidade.
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Fig. 14. Curva de captura baseada na idade observada de E. adscensionis (n= 206).

Discussdo
Reproducdo, sazonalidade e peridiocidade da desova

Muitas espécies de epinefelideos em regibes tropicais tém apresentado pico de
desova no inicio da primavera e verdo (Shapiro, 1987; Heemstra & Randall, 1993). Na
regido nordeste do Brasil, espécies como Mycteroperca bonaci (Teixeira et al., 2004);
Epinephelus morio e Cephalopholis fulva (Freitas et al., 2011) desovam entre 0 inverno
até inicio da primavera. No presente trabalho foram coletados peixes maduros e
desovantes de E. adscensionis entre o final do inverno (periodo chuvoso; Julho-Agosto)

e inicio da primavera (Setembro-Outubro).

Durante o periodo de desova dessa espécie verificou-se em analises histoldgicas
alguns ovocitos previtelogénicos junto com outros ovocitos em estagio de vitelogénese
completa e em processo de hidratacdo apontando desova multipla para as fémeas. Esse

padrdo de desova mdaltipla € uma caracteristica comum entre outras espécies de
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epinephelideos que também apresentam longo periodo de desova em regides tropicais
(Ferreira, 1995; Teixeira et al, 2004).

Fémeas e machos maduros de E. adscensionis foram capturados em areas de
pesca (30-50 m) indicando que essas areas podem ser possiveis locais de agregacdo
reprodutiva. Segundo Choat & Robertson (2008) foi verificada alta abundancia de E.
adscensionis durante o pico reprodutivo em areas de pesca na llha de Ascensdo também

indicando possiveis agregacdes reprodutivas.

A maioria das espécies de epinefelideos hermafroditas protoginicos acasala-se
em pares e 0s machos, maiores que as fémeas, apresentam o IG médio baixo indicando
baixa competicdo espermatica durante o periodo reprodutivo (Erisman et al., 2009).
Machos de E. adscensionis apresentaram o IG médio bem mais baixo comparado com o
IG médio das fémeas apontando baixa competicdo espermatica e possivel padrdo de
acasalamento em par. Investigacdes da estrutura social sexual dessa espécie em areas de

pesca séo relevantes para confirmar esse padréo de acasalamento.
Tamanho e idade de maturagdo e mudanca de sexo

Nesse estudo E. adscensionis obteve o tamanho e idade de primeira maturacdo
nas femeas a partir de 20 cm CT e 4 anos. No Caribe o tamanho de primeira maturagéo
registrado para essa espécie foi 25 cm CT (Heemstra & Randall, 1993). Estudos de
alguns aspectos reprodutivos dessa espécie nas Ilhas de Ascensdo e Santa Helena
indicaram que o tamanho e idade de primeira maturacdo foram a partir de 30 cmCFe 4
anos (Choat & Robertson, 2008). As classes modais mais capturadas nessas ilhas foram
30 e 40 cm CF mostrando que os tamanhos de primeira maturacdo de populacbes
insulares dessa espécie sdo maiores que das populacdes costeiras capturadas aqui no

Brasil (classe modal —26 cm CT).

Espécies de peixes hermafroditas seqlienciais geralmente apresentam mudanca
de sexo acompanhada de degeneracdo do tecido feminino e desenvolvimento do tecido
masculino (Sadovy de Michetson & Liu, 2008). As analises histoldgicas dos nove
individuos transicionais de E. adscensionis evidenciaram a mudanca de sexo através da
presenca de grupos de criptas espermaticas acompanhadas de ovécitos previtelogénicos

em degeneracdo. Outra caracteristica de mudanca de sexo em hermafroditismo
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funcional, que evidencia a desova anterior das fémeas transicionais, € a presenca de
feixes musculares entre os ovicitos em fase de vitelogénese que auxiliam na desova
(Liu & Sadovy, 2004). Alguns peixes de E. adscensionis em fase de mudanca de sexo
também apresentaram esses feixes musculares na fase pos-desova. Apds a mudanca de
sexo € comum entre os hermafroditas que os machos secundarios retenham a estrutura
do ovario durante o seu desenvolvimento principalmente com a presenca do limen
ovariano (Sadovy de Michetson & Liu, 2008). A estrutura dos testiculos dos machos
secundéarios de E. adscensionis reteve o lumen ovariano como uma caracteristica

herdada das fémeas.

A estrutura populacional de E. adscensionis no Brasil apresentou machos
secundarios maduros maiores e mais velhos que as fémeas maduras. Machos primarios
menores e mais jovens nao foram observados nas capturas. As fémeas juvenis imaturas
menores que 20 cm CT (Lsp) também ndo apresentaram nenhum sinal de mudanca de
sexo. Assim, as populacdes de E. adscensionis coletadas em areas de pesca no litoral de

Pernambuco foram hermafroditas protoginicas monandricas.

As classes de tamanho dos peixes de E. adscensionis mudando de sexo foram
entre 23 e 32 cm CT com4 a9 anos de idade. As estimativas da idade de mudanca de
sexo dessa espécie (4-10 anos) foram proximas das idades dos peixes transicionais
encontrados. No entanto, as estimativas das classes de tamanho de mudanga de sexo
(26-33 cm CT) foram diferentes para os individuos transicionais menores (23 cm CT)
indicando que fémeas maduras menores que 26 cm podem mudar de sexo (Lsp = 20 cm
CT). Choat & Robertson (2008) observaram fémeas maduras de E. adscensionis
mudando de sexo com idades (6 anos) e classes de tamanhos (> 30 cm CT) diferentes
das estimativas encontradas no presente estudo. Isso indica que a mudanca de sexo

dessa espécie pode apresentar variacdes entre regides costeiras e insulares.
Leitura dos otdlitos

As bandas opacas dos otdlitos de epinefelideos témsido as mais utilizadas para a
contagem dos anéis de crescimento (Potts & Manooch, 1995; Costa et al., 2011).
Otolitos seccionados também tém apresentado leituras mais legiveis e precisas quando

comparado com leituras em otolitos inteiros (Potts & Manooch, 1995). Os otdlitos
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seccionados de E. adscensionis tiveram um padréo de leitura claro na determinacao e
contagem das bandas opacas e o calculo do IAPE foi reduzido indicando uma estimativa

precisa da idade (Beamish & Fournier, 1981 ; Campana, 2001).

A formagdo dos anéis em otolitos de peixes apresenta muitas variagdes de
acordo com o ciclo de vida e metabolismo de cada espécie. A formacdo de bandas
opacas nos otolitos de epinefelideos tem registros de duracdo de um ano (Ferreira &
Russ, 1992) e o periodo da formacéo do anel varia, tendo sido registradas as estagdes do
inverno e primavera (Ferreira & Russ, 1994; Araujo & Martins, 2006). Na regido da
Flérida, Potts & Manoch (1995) indicaram que a formacdo do anel dos otdlitos de E.
adscensionis juvenis (2-4 anos) terminou entre Abril e Maio (primavera) quando a
porcentagem do incremento marginal opaco foi menor. O periodo de formacdo de
bandas opacas e translicidas dos individuos E. adscensionis capturados na pesca nao
apresentou um padrdo sazonal. Alguns estudos também tém apresentado variacdes entre
os periodos de maior formagdo dos incrementos marginais e ndo tem indicado um
padréo sazonal claro de formacéo do anel (Potts & Manooch, 1999; Costa et al., 2011).
No presente estudo verificou-se que as bandas translicidas foram bem mais finas que as
opacas nas leituras em microscopio de luz refletida (Fig. 2). Provavelmente as bordas
translucidas podem ter sido subestimadas devido ao grau de dificuldade nas leituras
guando comparadas com as estimativas das bandas opacas que foram mais largas. A
validacdo com TC nesse caso foi a melhor opcao para se determinar a periodicidade da

formacéo do anrel.
Periodicidade de formacéo dos anéis

As metodologias convencionais para se determinar a idade de peixes baseadas
em relacGes de tamanhos com a idade tém tido pouca utilidade e gerado muitos erros
nas estimativas para muitas espécies de peixes tropicais (Campana & Neilson, 1985;
Campana, 2001). Varias espécies da familia Epinephelidae geralmente formam um anel
opaco por ano (Ferreira & Russ, 1994; Erisman el al., 2010). O principal ganho no
presente estudo foi a determinacdo da idade de E. adscensionis pela obtencdo da
validacdo direta através do periodo de formacdo do anel de crescimento nos otélitos. Os
experimentos de validacdo mostraram que periodicidade da formacao de cada anel anual

variou entre Dezembro 2008 e Janeiro 2010 quando as bandas opacas e translicidas
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foram registradas entre a marca TC e a borda do otdlito. As bandas opacas foram

registradas por um periodo mais longo que as translicidas principalmente entre os
meses de Fevereiro a Dezembro. A banda translicida foi registrada no més de Janeiro
2009 e provavelmente essa espécie faz aniversario nesse periodo quando a deposicao

dessa camada foi finalizada.
Modelo de Crescimento

O critério de analises das curvas de VGBF varia de acordo com o melhor ajuste
e da descricdo qualitativa do processo de crescimento dos individuos que foram
capturados na pesca (Gwin et al., 2010). O acréscimo dos individuos juvenis de E.
adscensionis menores que 10 cm (coletados adicionalmente nos recifes rasos) nas
curvas de crescimento completou a auséncia das classes etarias menores que 2 anos que

ndo foram recrutadas pela pesca de linha e armadilhas.

Curvas de crescimento de tamanho-idade de espécies de peixes recifais
geralmente apresentam um padrdo de crescimento inicial rpido e torna-se lento na
medida em que o tamanho-idade de cada populacdo aumenta (Choat & Robertson,
2002). A curva do VGBF de E. adscensionis mostrou um padrdo de crescimento inicial
rapido até cerca de 6 anos de idade e posteriormente gradual e lento. As estimativas do
Loo (37.02 cm CT) e taxa de crescimento (K=0.19) de E. adscensionis foram proximas
as estimativas encontradas nas popula¢des da mesma espécie na Florida (Loo=49.9 cm
CT; K=0.16) Potts & Manooch, 1995).

Varias espécies congéneres de Epinephelus que atingem tamanhos acima de 80
cm CT possuem alta longevidade (27-61 anos) (Tab. 3). Por outro lado, espécies
congéneres de tamanhos menores apresentam menor longevidade (11-17 anos) (Tab. 3).
No presente estudo E. adscensionis apresentou menor longevidade com idade maxima

de 15 anos e tamanho maximo de 44 cm CT.
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Tabela 3. Longevidade maxima e tamanho maximo de algumas espécies do género Epinpehelus

Espécie Longevidade CT Max. Referéncia
(anos) (cm)
Epinephelus adscensionis 15 44 Presente trabalho
E. adscensionis 12 49 Potts & Manooch (1995)
E. niveatus 54 121.6  Costaet al. (2011)
E. itajara 30 205.7  Bullock et al. (1992)
E. marginatus 61 105.6  Refiones et al. (2007)
E. morio 27 86.3 Carlson et al. (2008)
E. guttatus 11 49.1 Potts & Manooch (1995)
E. guttatus 17 76 Froese & Pauly (2011)
Mortalidade

Individuos de E. adscensionis foram totalmente recrutados pela pesca de
armadilha a partir de 6 anos. Os individuos juvenis entre 2 e 5 anos ndo encontraram-se
vulneraveis a pesca de armadilhas e de linha. A taxa de mortalidade total da pesca de E.
adscensionis (Z= 0.28) no litoral de Pernambuco foi mais baixa quando comparada com
mortalidade na pesca do Atlantico Sul Oriental (Z ~ 0.36), onde as populacfes dessa
espécie sdo bastante exploradas pela pesca de linha e armadilha (Choat & Roberton,
2008).

E. adscensionis teve uma avaliacdo recente pela IUCN (Unido Internacional para
Conservacdo da Natureza) e foi classificada com status de menor risco de extingdo
devido a sua ampla distribuicdo e abundancia até mesmo em areas de pesca (Rocha et
al., 2008). Apesar de E. adscensionis ndo ser uma espécie de grande valor na economia
pesqueira do nordeste brasileiro, € uma espécie capturada com freqiéncia como fauna
acompanhante na pesca de armadilhas (Marques & Ferreira, 2011). Estudos de
monitoramento pesqueiro revelaram que muitas espécies de peixes recifais que antes
eram apenas faunas acompanhantes das espécies alvos na pesca de armadilha passaram

a ser valorizadas para venda e consumo principalmente no mercado externo (Ribeiro,
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2006). Nesse estudo E. adscensionis apresentou baixa taxa de mortalidade, mas devido
ao aumento da captura de espécies de peixes recifais nos ultimos anos, torna-se
necessario um monitoramento continuo das populaces recrutadas pela pesca para

manutencdo e conservagao dos seus estoques.
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A maioria das pescarias nas regides tropicais tem sido realizada em nacGes em
desenvolvimento onde a expectativa de crescimento das populacdes humanas (~50%) é
bem alta para os proximos 25 anos (Bryant, 2002). Com o crescimento demografico
desordenado nessas regides, a pesca em areas recifais tem aumentado e atingido varios
estoques de peixes recifais que se encontram vulneraveis a diversas artes de pesca
(Russ, 1991). Somente nas ultimas decadas, dados das historias de vida de varias
espécies de peixes tropicais junto com o aumento da exploracdo pesqueira estdo sendo
utilizados como ferramentas para praticas de manejo pesqueiro (Green et al., 2009). No
Brasil, pesquisas sobre a biologia e ecologia de espécies de peixes recifais alvos da
pesca comercial na Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) tem sido realizadas (Fredou &
Ferreira, 2005; Freddéu et al., 2006; Ferreira et al., 2009; Nobrega et al., 2009) e as
analises de captura juntamente com o diagnostico da pesca fornecem subsidios para
avaliacdo dos estoques explorados como também para planos de manejos especificos
para cada espécie. Entre as espécies de peixes recifais alvos da pesca aquelas de maior
porte que compdem as familias Epinephelidae (Mycteroperca bonaci) e Lutjanidae
(Lutjanus analis, L. crysurus, L. jocu, L. synagris, L. vivanus, L. purpureus) foram as
mais investigadas pela ciéncia pesqueira e seus estoques populacionais encontram-se
bastante alterados pela sobreexploracdo (Klippel et al., 2005a, b; Leite Jr. et al., 2005;
Lessa, 2006).

Umdos maiores desafios frente aos responsaveis pelos manejos pesqueiros ¢ a fonte
de informacdes que descreve a pesca no passado e no presente, e 0s estoques dos peixes
0s quais dependeme aplicamessa informacao para assegurar se a exploracéo futura sera
sustentavel (Green et al., 2009). As coletas de dados bioldgicos que auxiliam na
interpretacdo da histdria de vida das espécies de peixes exploradas na pesca tornam-se
assim informacgdes de extrema importdncia para serem incorporadas no manejo
pesqueiro e orientar futuras decisbes de sustentabilidade. Essa tese objetivou estudar a
biologia reprodutiva, a idade e o crescimento de trés espécies de epinephelideos (A.
afer, C. fulva e E. adscensionis) amplamente exploradas pela pesca artesanal a fim de
gerar informacdes biologicas relevantes de suas populagdes para a ciéncia e para futuros

planos de monitoramento e manejo pesqueiro na costa do nordeste brasileiro.
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Padroes de desenvolvimento sexual de trés espécies de epinefelideos

Espécies de peixes hermafroditas protoginicas possuem em geral um padrdo de
desenvolvimento sexual com machos funcionais originados de fémeas maduras dentro
da populacdo (Sadovy de Michetson & Liu, 2008). O presente trabalho apresentou esse
padrdo de desenvolvimento sexual para C. fulva (Capitulo 4) e E. adscensionis
(Capitulo 5). J& A. afer (Capitulo 2) apresentou um padrao reprodutivo protoginico em
comum com algumas espécies de garoupas em que oS machos podem ser originados a
partir de fémeas bisexuais imaturas ou de fémeas funcionais maduras. Os resultados
apresentados nos capitulos 4 e 5 indicaram que C. fulva e E. adscensionis foram
classificadas no Brasil como espécies hermafroditas protoginicas monandricas, e 0

capitulo 2 classificou A. afer como hermafrodita protoginica diandrica.

A distribuicdo sexual dentro das populacGes de espécies de peixes protoginicas
geralmente é composta por machos maiores que as fémeas (Sadovy & Shapiro, 1987) e
os peixes em fase de mudanca de sexo se distribuem entre as classes de tamanho que
ambos 0s sexos se sobrepdem (Erisman et al., 2010). Entre as espécies de garoupas
estudadas, somente A. afer apresentou uma distribuicdo sexual diferente com os machos
menores que as fémeas. Outro fator peculiar para A. afer foio alto IG médio encontrado
nos machos maduros proximo ao IG médio das fémeas (Capitulo 2). Geralmente
machos de espécies protoginicas apresentam IG menor que as fémeas durante o periodo
reprodutivo. Segundo Erisman et al. (2009), espécies de garoupas que possuem a média
do IG alta nos machos maduros, apresentam competicdo espermatica alta entre os
machos durante as agregacOes reprodutivas que em sua maioria se acasalam em grupo.
Esse comportamento reprodutivo é mais observado para espécies de peixes
gonocoristas. Registros de espécies gonocoristicas ‘secunddrias’ também tém sido
abordados para epinefelideos (Parablax clathratus, Erisman & Allen, 2006;
Epinephelus striatus, Sadovy & Colin, 1995) indicando que o desenvolvimento sexual
pode apresentar fémeas menores imaturas mudando de sexo (bisexuais) originando
machos primarios menores e a partir dai a populagdo comportar-se como gonocorista
(Sadovy & Domeier. 2005). O tipo de acasalamento para A. afer ndo € conhecido,
sobretudo, suas caracteristicas reprodutivas indicaram similaridades com as espécies

gonocoristas.
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O tamanho de primeira maturacdo e a mudanca de sexo durante o desenvolvimento
sexual sdo informagdes que contribuem na caracterizagdo do modo reprodutivo de
espécies protoginicas. Além disso, essas informacOes também podem indicar os
caminhos que os individuos em mudanga de sexo seguiram para se tornarem machos
(Capitulo 2). Nesse estudo C. fulva e E. adscensionis (Capitulo 4 e 5) apresentaram
individuos mudando de sexo ap6s atingirem o tamanho de primeira maturagdo
confirmando que todos os machos funcionais foram originados a partir de fémeas
sexualmente maduras. Em contrapartida as fémeas de A. afer apresentaram individuos
mudando de sexo antes e também apds atingirem o tamanho de primeira maturacdo
mostrando que os machos menores da populacdo estudada foram originados tanto de

fémeas imaturas como de fémeas maduras (Capitulo 2).

O periodo de desova de garoupas geralmente apresenta um padrdo sazonal nas
regiGes tropicais do hemisfério sul onde muitas espécies desovam principalmente entre
o final do inverno e o inicio da primavera (Freitas et al., 2011). As trés espécies
estudadas nessa tese seguiram padrdes sazonais similares com alto IG entre o final do
inverno (julho-agosto) e inicio da primavera (setembro-outubro) de 2008 e 2009
(Capitulos 2, 4 e 5). Essas espéecies foram capturadas desovando em areas de pesca
indicando que as pescarias durante o pico reprodutivo podem provocar efeitos negativos
durante a reposicdo dos estoques de suas populacdes. A pesca de armadilhas foi um dos
artefatos mais utilizados na captura dessas espécies no litoral de Pernambuco e as
profundidades de captura (30-50 m) cobriram uma ampla area de ocorréncia dessas

espécies principalmente durante o periodo reprodutivo.
Idade e crescimento de garoupas pequenas

A estrutura populacional de espécies de peixes protoginicas apresenta uma
distribuicdo comum de individuos mais velhos da populacdo representados pelos
machos e individuos mais jovens representados pelas fémeas (Choat & Robertson,
2002). Em espécies de garoupas protoginicas de maior porte essa estrutura é confirmada
com machos mais velhos e maiores que as fémeas mais jovens (Crabtree & Bullock,
1998). Algumas espécies protoginicas monandricas de menor porte como, por exemplo,
Cephalopholis panamensis (Craig et al., 1999; Erisman et al., 2010) e C. fulva (Trott,

2004) também apresentam a estrutura de machos maiores e mais velhos que as fémeas.
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Nesse estudo C. fulva e E. adscensionis (Capitulos 4 e 5) apresentaram machos maiores
e mais velhos que as fémeas (C. fulva, 11 anos; E. adscensionis, 15 anos). A. afer
(Capitulo 3) apresentou machos menores (11-22cm CT) e mais jovens (3-10 anos) que
as fémeas (11-26cm CT; 1-13 anos). Entre essas trés espécies estudadas somente A. afer

apresentou as f€émeas como os individuos mais velhos da populacédo (13 anos).

O modelo de crescimento mais usado para varias espécies de peixes € o de von
Bertalanffy (VGBF), pois seus parametros (to; K; L.y tem demonstrado maior utilidade
nas analises descritivas do crescimento dos peixes explorados na pesca. Geralmente
nesse modelo, a curva é analisada sem ajuste em zero. Valores de to negativos indicam
que o crescimento inicial das populacbes é mais rapido ou que classes de tamanhos
menores ndo sdo representativas nas pescarias (Chan & Sadovy, 2002; Bustos et al.,
2009). Para contrapor os efeitos deste ultimo cenéario, e assim obter estimativas mais
proximas das populacionais, Gwin et al. (2010) propde fixar o valor de to em zero.
Assim, os parametros de crescimento de A. afer, que ndo tiveram amostras de classes
juvenis menores que 10 cm CT, foram comparados usando o modelo de VGBF com e
sem ajuste da curva em zero (tp). Os modelos de curva de VGBF para C. fulva e E.
adscensionis ndo precisaram de ser ajustados em zero, pois coletas adicionais de
individuos nas classes juvenis menores que 10 cm CT completaram as classes de

tamanho- idade que foram ausentes na pesca.

Para verificar se cada anel de crescimento dos otdlitos em peixes corresponde ao
periodo de 1 ano de vida, estudos de validacdo da idade do peixe tem sido propostos
(Choat & Robertson, 2002; Campana, 2001). A validacdo da idade de varias espécies
recifais pertencentes as familias Epinephelidae, Lutjanidae e Sparidae tem apresentado
sucesso e sdo considerados triviais para 0s taxons explorados nas pescarias
multiespecificas das regides tropicais (Choat et al., 2009). O presente trabalho obteve
sucesso na marcagdo quimica com tetraciclina em individuos juvenis das trés espécies
de garoupas confirmando que o anel opaco forma-se uma vez ao ano, padrdo ja
verificado para outras espécies da mesma familia (Ferreira & Russ, 1992; Ferreira &
Russ, 1994).
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Pesca e status de conservacdo de Alphestes afer, Cephalopholis fulva e Epinephelus

adscensionis

As estimativas das taxas de mortalidade das pequenas garoupas estudadas
mostraram que as espécies mais afetadas pela pesca foram A. afer (Z=0.58) e C. fulva
(Z=0.46). J& E. adscensionis apresentou a taxa de mortalidade menor (Z=0.28)
indicando que suas populacdes foram mais abundantes ou podem ser menos seletivas
pela pesca de linha e armadilhas. Bannerot et al. (1987) sugere que o aumento da
mortalidade interrompe a capacidade dos machos e fémeas da populacdo entrarem em
contato, e com isso 0 sucesso reprodutivo de espécies protoginicas diminui quando
comparado com espécies gonocoristas. Consequentemente, a mudanca da propor¢édo
sexual da populacéo afetada pelos niveis de exploracdo tem que ser compensada. Além
disso, o0 tempo requerido para a reversdo sexual de peixes hermafroditas a medida que
se reduz a populacdo de machos pode variar de acordo com as classes de tamanho

capazes de mudaremde sexo por espécie.

Espécies de peixes protoginicas também se tornam mais vulneraveis as atividades
pesqueiras por apresentarem crescimento lento e maturacdo tardia. Por essas razbes, a
estrutura populacional de varias espécies protoginicas exploradas pela pesca tem sido
bastante afetada nas regifes tropicais (Levin & Gimes, 2002). Entender como o0s
estoques dessas espécies se comporta frente as pressdes pesqueiras torna-se crucial nas
avaliagBes para manejo de suas populacGes. A avaliagdo mais recente da IUCN (Unido
Internacional para Conservacdo da Natureza) classificou as trés espécies estudadas com
status de menor risco de extingdo (least concern) (Ferreira et al., 2008a; Ferreira et al.,
2008b; Rocha et al., 2008). Apesar da alta abundéncia de C. fulva e sua ampla
distribuicdo no Atlantico Ocidental, niveis proximos de sobrexplotacdo ja foram
identificados na costa Central do Brasil (Capitulo 4). A pesca de armadilhas no litoral
norte de Pernambuco revelou que essa espécie também aumentou sua valorizagdo no
mercado e atualmente ela é exportada para Estados Unidos e Europa (Marques &
Ferreira, 2011). E. adscensionis, C. fulva e A. afer ttm sido amplamente capturadas em
pescarias multiespecificas na costa nordeste brasileira e suas frequéncias nessas
pescarias podem gerar futuras preocupacOes no status de conservacdo de suas

populacdes.
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Devido a grande diversidade das comunidades de peixes recifais, varias espécies que
ndo sdo alvos em pescarias multiespecificas tém sido capturadas sem limite em varias
regides do Atlantico (Coleman et al., 2000). Esse cenario se repete no Brasil onde
muitas espécies de peixes recifais sdo capturadas em pescarias multiespecificas sem
controle e manejo especificos dos estoques explorados. Os parametros biologicos das
populacbes de A. afer, C. fulva e E. adscensionis obtidos com essa tese s&o
imprescindiveis para monitorar os estoques dessas espécies exploradas nas pescarias
multiespecificas no nordeste brasileiro. Com esses resultados sera possivel analisar no
futuro: (1) como as populacBes protoginicas se comportam nos locais de desova em
areas de pesca, (2) como o periodo de atividade reprodutiva pode estar sendo afetado
pelas pescarias, (3) se ha mudanca na proporcdo sexual das populacdes ao longo do
ciclo reprodutivo e (4) se a seletividade da pesca esté alterando as classes de tamanhos
da populacdo e consequentemente suas classes etarias. Outros estudos como a taxa de
fecundidade e areas de conectividade das populacfes adultas e juvenis podem ser (teis

na avaliacdo da reposicéo dos estoques dessas espécies.
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