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Figura 1. Distribuicao geografica das espécies de Potamotrygonidae utilizados
neste estudo

Figura 2. (a) Hipétese filogenética e (b) biogeografia histérica das arraias de agua
doce, segundo Lovejoy et al. (1998).

CAPITULO 1

Figura 1. Localizag&o dos trés rios (Amazonas, Negro e Tapajos) analisados neste
estudo. Os detalhes dos pontos amostrados em cada rio estdo descritos nos
apéndices I, Il e lll (Anexos).

Figura 2. Rio Amazonas: cor “barrenta” (agua branca), rico em sedimentos
andinos. As areas inundadas pelas aguas brancas sdo denominadas de Varzeas.
Variagao espacial nos valores (médiatdesvio padrdo) de pH, condutividade e
sélidos totais dissolvidos (TDS) na superficie da agua do Rio Amazonas ao longo
de um trecho de 1.540 km em Maio/2007 (linha azul e circulo preto) e Maio/2008
(linha vermelha e circulo claro).

Figura. 3. Variacao diaria do pH e condutividade elétrica da agua na praia do
Humaita, llha de Colares, Baia de Marajé (estuario amazdnico). Valores médios
analisados no més de Maio de 2007.

Figura 4. Variacdo do pH e condutividade elétrica da agua durante a preamar e
baixamar na praia do Humaita, llha de Colares, Baia de Marajé (PA). Os valores
representam a média de quatro dias de observagcdo no més de Maio de 2007. (*)
indica diferencga significativa (teste t-pareado de Student, P < 0,05).

Figura 5. Rio Negro: agua preta, acida, pobre em ions e rica em matéria orgénica
dissolvida. As florestas inundadas pelas aguas pretas sido localmente
denominadas de Igapds. Variagao espacial (médiatdesvio padrao) nos valores de
pH, condutividade e sélidos totais dissolvidos (TDS) na superficie da agua do Rio
Negro ao longo de um percurso de 480 km. Marco/2007 (linha azul e circulo preto)
e Abril/2008 (linha vermelha e circulo claro).

Figura 6. Rio Tapajos: agua em tom verde-azulada. O ribeirinho também
denomina as areas de florestas inundadas pelas aguas claras de Igapés. Variagao
espacial nos valores de pH, condutividade e sdlidos totais dissolvidos (TDS) na
superficie da dgua do Rio Tapajoés ao longo de um trecho de 320 km. Junho/2007
(linha azul e circulo preto) e Maio/2008 (linha vermelha e circulo claro).

Figura 7. Correlacdo entre os valores de pH e condutividade elétrica dos rios
Amazonas (circulo vermelho); Negro (triangulo invertido preto) e Tapajos
(quadrado azul) nas amostragens realizadas em abril-junho/2007 (A) e abril-
maio/2008 (B). Notar que as caracteristicas fisicas e quimicas do Rio Tapajés sédo
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intermediarias entre as dos rios Amazonas e Negro. Observar também uma
tendéncia para reducdo da condutividade elétrica, na medida em que aumenta o
pH da agua do Rio Negro. Esta correlagdo foi fortemente negativa nas
amostragens realizadas em Margo/2007 (n=15; r>=0,80; P < 0,05) e em Abril/2008
(n=21; r’= 0,72; P < 0,05).
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CAPITULO 2

Figura 1. (A). Regido ventral de um juvenil de Potamotrygon aff. orbignyi. (B)
localizagao dos cinco pares de arcos branquiais, sendo o 1° arco denominado de
arco hidideo; (C) sentido do fluxo de agua dentro da cavidade orofaringea; (D)
camara peribranquial por onde a agua flui entre as hemibranquias até chegar a
cavidade parabranquial (ponta da seta). Barras: 1 cm.

Figura 2. (A) Septo branquial demonstrando os raios cartilaginosos (setas) e
tecido conectivo que sustentam a holobranquia. (B) detalhes da barra branquial e
da camara peribranquial (seta) observados a partir da cavidade orofaringea. (C)
cavidade parabranquial. (D) canal septal (setas) entre as lamelas secundarias.
Barras: (A) e (B) 2 mm; (C) 1,5 mm; (D) 1 mm.

Figura 3. (A) Disposi¢cdo dos filamentos branquiais de Paratrygon aiereba
demonstrando a presengca de uma “protuberéncia” em cada filamento. (B)
Detalhes das protuberancias nos filamentos observados em Microscopia
Eletrénica de Varredura. (C) e (D) demonstram que a protuberancia é revestida
por células pavimentosas. (E) Protuberancia observada em microscopia de luz e
corada com Alcian blue+PAS (pH 2,5) sugerindo a presencga de tecido conjuntivo
mucoso (verde). (F) Detalhes do tecido conjuntivo mucoso com células
semelhantes aos fibroblastos (seta). Barras= (A) 5 mm; (B) 100 ym; (C) 25 ym; (D)
10 ym; (E) 40 pym; (F) 5 ym.

Figura 4. Comprimento dos filamentos das hemibranquias anteriores (A) e
posteriores (B) de trés potamotrigonideos: Paratrygon aiereba (largura do disco,
LD= 17,5 cm; peso= 210 g), Potamotrygon sp. (LD = 14 cm; peso= 345 g) e
Potamotrygon orbignyi (LD= 17,1 cm; peso= 245 g).

Figura 5. (A) Corte transversal ao filamento branquial de Paratrygon aiereba
mostrando as lamelas secundarias. (B) Detalhes da regido aferente do filamento
branquial de Potamotrygon orbgnyi indicando a artéria filamentar aferente (seta).
(C) Microscopia eletrénica de varredura de P. motoro mostrando em um fragmento
branquial a distribuicdo das lamelas, a localizacdo das artériolas lamelares
aferente (ALA) e eferente (AFE), o sentido do fluxo de agua (seta continua) e do
fluxo de sangue (seta tracejada). (D) Em detalhes, a regido eferente das lamelas.
(E) Componentes das lamelas branquiais (seta) e do espaco interlamelar (ponta
de seta) de Potamotrygon sp. (arraia cururu). Barras: (A) 200 um; (B) 20 uym; (C)
250 ym; (D) 25 ym; (E) 20 pym.

Figura 6. (A) Microscopia eletrénica de varredura da superficie do filamento e das
lamelas mostrando as células pavimentosas (CPVs) e célula cloreto (seta) de
Potamtrygon motoro. (B) Em detalhes, os possiveis morfotipos de CPVs em
relacdo a morfologia superficial e electrondensidade; em muitos casos, as CPVs
sdo semelhantes as células cloreto (setas). Barras: (A) 20 ym; (B) 10 pm.
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Figura 7. (A) Fotomicroscopia eletrénica de varredura mostrando as células
epiteliais da lamela secundaria de Paratrygon aiereba. (B e C) Detalhes dos poros
observados na superficie apical das células pavimentosas. Barras: (A) 10 um; (B)
2um; (C) 1 um.

Figura 8. (A) Microscopia eletrénica de transmissdo de uma célula pavimentosa
demonstrando a presenca de inumeras vesiculas sub-apicais. (B) Corte
transversal do filamento branquial de Potamotrygon sp. (cururu) indicando que as
células pavimentosas (CPVs) das lamelas possuem reacao Alcian-blue (pH 2,5) +
PAS-positivas. (C) Microscopia de luz demonstrando que as CPVs do filamento
sao Alcian-blue (pH 2,5) + PAS-positivas. (D) Os detalhes da regido sub-apical da
CPV com forte reagdo com o PAS. Barras: (A) 2 ym; (B) 40 ym; (C) 20 uym; (D) 5
pm.

Figura 9. Microscopia de luz mostrando as numerosas células mucosas no
filamento branquial de Potamotrygon motoro (A) e P. schroderi (C). Detalhes das
células mucosas Alcian-blue (pH 2,5) + PAS-positivas de P. motoro (B) e de
Paratrygon aiereba coradas em azul de toluidina (D). Fotomicroscopia eletrénica
de varredura mostrando as provaveis células mucosas gigantescas (setas) do
filamento branquial de P. motoro (E) Detalhes da superficie apical de uma célula
mucosa (F). Barras: (A) 20 ym; (B) 10 pym; (C) 40 um; (D) 10 ym; (E) 50 ym; (F) 5
pm.

Figura 10. Corte transversal ao filamento branquial mostrando a distribuicdo das
células cloreto imuno-positivas para a Na'/K*-ATPase nas lamelas e no filamento
do 4° arco branquial de diferentes espécies de arraias de agua doce: (A)
Potamotrygon schroederi, (B) Potamotrygon sp., (C) P. orbignyi, (D) P. scobina,
(E) P. motoro, (F) Paratrygon aiereba. Barras: 10 um.

Figura 11. Variagdo (médiaterro padrdo), N=3 para cada espécie) no numero de
células cloreto imuno-positivas para a Na*/K* - ATPase (CC-NKA) por milimetro de
filamento (ElI) ou por lamela secundaria (LS) nos arcos branquiais dos
potamotrigonideos. (*) significativamente diferente (P<0,05) dos demais arcos
branquiais. (a) indica diferenca (P<0,05) dos arcos IlI, Ill e IV. (b) diferente
significativamente (P<0,05) dos arcos lll, IV e V. (c) indica diferenga (P<0,05) dos
arcos |l e ll.

Figura 12. (A) Corte sagital ao filamento branquial de Potamotrygon sp. (arraia
cururu) demonstrando que o complexo multicelular € constituido por células
cloreto imuno-positivas para Na”K' -ATPase. (B) Detalhes dos complexos
multicelulares nos espacos interlamelares. (C) Microscopia eletrénica de varredura
mostrando as provaveis aberturas dos canais (setas) dos complexos
multicelulares localizados entre os espacgos interlamelares. (D) Em detalhes, a
abertura de um dos complexos multicelulares. Barras: (A) 20 ym, (B) 10 um, (C)
25 um, (D) 2 pm.

Figura 13. (A) Células imuno-positivas para células cloreto ricas em Na*/K'-
ATPase em P. schroederi. Notar maior intensidade de imuno-localizagao na regiao
basolateral da célula cloreto (seta). (B) Células cloreto imuno-positivas para a
Na‘/K*-ATPase presentes na lamela de P. schroederi. Barras indicam: 10 uym.
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Figura 14. (A) Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) demostrando a
auséncia de um sistema membranoso labirinto-tubulo-vesicular no citoplasma das
células cloreto de Potamotrygon sp. (arraia cururu). (B) Detalhes das invaginagdes
préximas a regido sub-apical das células cloreto. (C) Detalhes em MET do
complexo multicelular de células cloreto de Potamotrygon sp. (D) Detalhes em
MET da regido sub-apical e apical das células cloreto demonstrando a presenca
de mitocébndrias e microvilosidades apicais curtas. (E) Microscopia eletrénica de
varredura (MEV) das branquias de Potamotrygon sp. mostrando uma célula
cloreto na lamela secundaria.

CAPITULO 3

Figura 1. Comprimento dos filamentos das hemibranquias anterior e posterior nos
cinco arcos branquiais de (A) Paratrygon aiereba (LD= 18,2 cm; peso= 230 g) e
(B) Potamotrygon sp. (largura do disco= 17 cm; peso= 345 g).

Figura 2. Variagédo da atividade da Na'/K*-ATPase (NKA) e do nimero de célula
cloreto imuno-positivas para a NKA no espaco interlamelar (EL= barras escuras) e
na lamela secundaria (LS= barras claras) em cada arco branquial da arraia (A)
Paratrygon eiereba e (B) Potamotrygon sp. (*) indica diferenga significativa em
relacdo aos demais arcos branquiais. (#) diferenca significativa em relacdo aos
arcos branquiais I, Il e IV. (&) significativamente diferente em relagao ao arco
branquial IV. (ANOVA nao-paramétrica, Kruskal-Wallis, P<0,05).

Figura 3. Correlagéo entre atividade da enzima Na'/K'-ATPase (NKA, upmoles
Pi/mg proteina/h) e o somatorio das células cloreto imuno-reativas para a Na'/K'-
ATPase (CC-NKA) por milimetro de filamento+lamela em Paratrygon aiereba (A) e
Potamotrygon sp. (B). Os arcos branquiais estdo indicados em algarismos
romanos.

Figura 4. (A e B) células cloreto imuno-positivas para Na*/K*-ATPase (CC-NKA)
nos espacgos interlamelares e nas lamelas de Paratrygon aiereba.
Fotomicrografias em secgdes longitudinal (C) e sagital (D) ao filamento branquial
de Potamotrygon sp. (arraia cururu). Notar que nos espacgos interlamelares do
filamento branquial de Potamotrygon sp. as CCs-NKA se organizam em
complexos multicelulares. Barras: (A) e (C) 40 pym; (B) 10 uym; (D) 20 pm.

PARTE Il
CAPITULO 4

Figura 1. Concentragdo de ions (médiaterro padrao) plasmaticos (preto) e do
fluido perivisceral (branco) em Potamotrygonidae coletados no Arquipélago de
Mariua, Rio Negro (Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro, P. schroederi, P.
aff. orbignyi, Potamotrygon sp.) e na llha de Colares, Baia de Marajo, estuario
amazoénico (P. scobina e P. orbignyi). (*) Indica diferenca significativa entre valores
do plasma e do fluido perivisceral, test t-pareado (P<0,05).

Figura 2. Niveis de uréia e osmolalidade (médiaterro padrao) do plasma (preto) e
fluido perivisceral (branco) em Potamotrygonidae coletados nas agua pretas,
acidas e pobres em ions da bacia do Rio Negro (Paratrygon aiereba,
Potamotrygon motoro, P. schroederi, P. aff. orbignyi e Potamotrygon sp.) e na llha
de Colares, no estuario do Rio Amazonas com o Oceano Atlantico (P. scobina e P.
orbignyi). (*) Indica diferenga significativa entre valores do plasma e do fluido
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perivisceral, test t-pareado de Student (P<0,05).

Figura 3. Correlacao entre a média dos valores de osmolalidade versus somatorio
da [Na'] e [CI] no plasma (O) e do fluido perivisceral (®) dos potamotrigonideos
coletados na bacia do Rio Negro e no estuario amazdnico (llha de Colares): 1. P.
aff. orbignyi; 2. Potamotrygon sp. (cururu); 3. P. motoro; 4. P. schroederi; 5.
Paratrygon aiereba; 6. Potamotrygon orbignyi e 7. P. scobina, sendo que os
numeros em azul correspondem aos valores para o plasma e em vermelho para o
fluido perisceral.

Figura 4. A. Valores representativos de osmolaridade (mOsmol/L) e teor de uréia
plasmatica (mmol/L); B. Concentragdo de ions Na* e CI” plasmaticos (mmol/L) de
varios elasmobranquios marinhos, eurialinos, potamotrigonideos e teledsteos de
agua doce. Em Potamotrygonidae e em teledsteos de agua doce, os teores de
uréia no plasma sao geralmente <5 mM. No geral, as caracteristicas do sangue
dos potamotrigonideos sao similares aquelas encontradas nos teledsteos de agua
doce. Valores adaptados de Evans et al. (2005).
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Figura 1. (A) Fotografias do sitio de coleta de agua no Rio Branco. (B) O encontro
das aguas ocorre na altura das coordenadas S01°23'25" W61°50'89". (C) Sitio de
coleta de agua e dos exemplares de Potamotrygon sp. no Rio Negro.

Figura 2. Valores (médiaterro padrdo) da atividade da Na'/K* -ATPase (NKA,
pmol Pi/mg proteina/h) das branquias (A) e dos rins (B) de Potamotrygon sp.
mantidos na agua nativa do Rio Negro e exposto a agua do Rio Branco. O
asteristico indica diferencga estatistica (P<0,05). N=6 para ambos os grupos.

Figura 3. Correlagdo entre as atividades da Na‘'/K* -ATPase (NKA, pymol Pi/mg
proteina/h) branquial e renal de Potamotrygon sp. expostos a agua do Rio Branco.
A equacgao da regressao é NKA renal= 15,76 — (5,98 x NKA branquial), onde
r’=0,73 (P=0,03).
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Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta das arraias (Paratrygon aiereba) no
Rio Negro (agua preta do Arquipélago de Mariua, Barcelos) e Rio
Amazonas/Solimbes (agua branca do Lago Janauaca). Imagem do satélite JERS-
1 (NASDA) do “Global Rain Forest Mapping Project South America”,
setembro/dezembro de 1995, volume AM2.

Figura 2. Valores meédiosterro padrdo da concentracdo de uréia e osmolalidade
no plasma (barras pretas) e no fluido perivisceral (barras claras) de exemplares
juvenis de P. aiereba de agua preta (Rio Negro, N=8) e agua branca (Rio
Solimdées/Amazonas, N=6). (*) diferenga significativa entre arraias de agua preta e
agua branca. (#) indica diferenga significativa entre plasma e fluido perivisceral
(P<0,05).

Figura 3. Concentragdo meédiaterro padrao dos ions no plasma (barras escuras) e
fluido perivisceral (barras claras) em exemplares de P. aiereba de agua preta (Rio
Negro, N=8) e agua branca (Rio Solimées/Amazonas, N=6). (*) indica diferenca
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entre das duas populacbes. (#) diferenca siginificativa entre plasma e fluido
perivisceral (P < 0,05).

Figura 4. Atividade especifica da Na'/K*-ATPase nas branquias (barras escuras) e
nos rins (barras claras) de exemplares juvenis de P. aiereba da agua preta (Rio
Negro, N=8) e da agua branca (Rio Solimdées/Amazonas, N=6). (*) indica diferenca
significativa entre os valores das duas populagdes de arraias (P < 0,05).
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uma area muito frequentada pelos banhistas (C).
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RESUMO

Foram analisadas as relagbes entre a morfologia funcional das branquias,
fisiologia osmorregulatéria e habitats das arraias de agua doce da familia
Potamotrygonidae. A organizagcdo geral das branquias dos potamotrigonideos é
semelhante aos demais elasmobranquios. As hemibranquias dos potamotrigonideos
possuem entre 74 a 103 filamentos. Em cada filamento observa-se uma
protuberancia, cujo epitélio é constituido pelas mesmas células diferenciadas que
revestem os filamentos e as lamelas dos demais elasmobranquios: células
pavimentosas, células mucosas e células cloreto. As células pavimentosas (CPVs)
sao PAS-positivas evidenciando a sintese de mucosubstancias neutras. Estudos em
microscopia eletrbnica de transmissao (MET) evidenciam a presenga de pequenas
vesiculas subapicais contendo material electrondenso nas CPVs. As células
mucosas sao grandes e possuem reacao Alcian blue e PAS-positivas sugerindo
producdo de mucosubstancias acidas e neutras, respectivamente. As células cloreto
imuno-positivas para a Na'/K'-ATPase (CC-NKA) sdo mais freqlientemente nos
espacos interlamelares principalmente no 4° arco branquial. A intensa imuno-
marcacdo na periferia citoplasmatica das CCs-NKA e os estudos em MET
demonstram a presenca de moderadas invaginagbes na regido basolateral das
células cloreto. Em Potamotrygon sp. (~arraia cururu, espécie nova) as CCs-NKA
agrupam-se em complexos multicelulares, os quais podem ser importantes sitios
para absorcdo de ions a partir de um ambiente extremamente acido e pobre em
sais, como as aguas do Rio Negro. As concentragbes dos ions e uréia nos
compartimentos corporais suportam a semelhanga entre o “sangue” dos
potamotrigonideos e dos teledésteos de agua doce. Estes resultados foram
analisados com base na natureza da interagdo organismo-ambiente dos
potamotrigonideos, pois muitos dos rios amazdnicos (Amazonas, Negro e Tapajos)
sdo espacialmente heterogéneos do ponto de vista fisico-quimico devido as suas
origens geoldgicas. Sugere-se que os padroes de distribuicdo das arraias de agua
doce podem estar associados ao tipo agua (branca, preta e clara). Com base nas
diferencgas fisicas e quimicas entre os rios, a hipétese da barreira hidrografica foi
testada em Potamotrygon sp., uma espécie endémica do Rio Negro. Esta arraia
quando exposta as aguas do Rio Branco apresenta reducéo significativa nas [Na'],
[CI], osmolalidade e atividade da Na'/K*-ATPase renal. A reducdo na NKA renal
pode ter provocado a perda desnecessaria de ions, e consequentemente uma falha
nos processos osmorregulatorios. No contexto biogeografico, explorar um ambiente
que impde limites fisioldgicos podera se tornar uma barreira geografica para a
distribuicdo dessa espécie. Por outro lado, exemplares de Paratrygon aiereba
coletados no Rio Negro e Rio Solimées/Amazonas sugerem a presenca de
estratégias diferenciais (plasticidade fenotipica) para adaptacdo em diferentes
habitats, os quais incluem ajustes osmorregulatérios de acordo com as
caracteristicas fisicas e quimicas da agua.

Palavras-chave: bacia Amazbnica, Potamotrygonidae, arraias de agua doce,

morfologia branquial, osmorregulagéo
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ABSTRACT

Habitat, functional morphology and osmoregulation of Amazonian freshwater
stingrays (Elasmobranchii: Potamotrygonidae). The relationship between
functional morphology of the gills, osmoregulatory physiology, and habitats of the
freshwater stingrays (family Potamotrygonidae) was investigated. Potamotrygonid
gills have a rather unique external and internal anatomy and organization compared
with other marine and/or euryhaline rays. The filaments on the hemibranchs are
usually longer and numerous in the second arch. A protuberance was observed on
the leading edge of the filaments. The epithelium that covers the gill filaments and
lamellae is composed primarily of pavement cells (PVCs), mucous cells (MCs) and
chloride cells (CCs). The PVCs showed PAS-positive reactivity. In addition, studies
using transmission electron microscopy (TEM) indicate that PVCs possess sub-
apical secretory granules or vesicles that contain mucous material. Large mucous
cells were observed with Alcian blue and PAS reaction suggesting the presence of
acid and neutral mucopolysaccharides, respectively. Particular attention was focused
on the chloride cells. Na'/K® -ATPase-rich cells (chloride cell, CC-NKA) were
frequently found on the trailing edge and in the interlamellar spaces. They were also
found on the lamellae, although generally towards the base. The number of CC-NKA
and Na'/K' -ATPase activity were greatest in arch IV compared with the other
branchial arches. The basolateral membrane of the chloride cell does has moderate
infoldings, and they are likely the site of Na*/K* -ATPase activity. A surprising result
was observed in Potamotrygon sp., in which chloride cells were arranged in large
groups in the interlamellar region, not observed in other potamotrygonid species.
This multicellular complex of chloride cell is certainly unusual, and may provide a
micro-environment suitable to ion uptake from the acidic and ion-poor water of the
Rio Negro basin. Potamotrygonid stingrays exhibit typical “teleostean” body fluid
chemistry. These results were analyzed based on the organism-environment
interaction. Amazonian rivers, such as Rio Amazonas, Rio Negro, and Rio Tapajés
are spatially heterogeneous in their physical and chemical features. In this regard, it
is apparent that some distribution patterns of the family Potamotrygonidae may be
related to the type of water (e.g white, black and clearwater). The hydrographic
barrier hypothesis was tested in Potamotrygon sp. In this ray, plasma [Na+], [Cl-],
osmolality and kidney Na'/K" -ATPase activity decreased after acclimatization to
water of the Rio Branco compared to Rio Negro-acclimatized animals. These findings
suggest that whitewater-associated changes on the ion and plasma osmolality are
due to reduction in the renal Na'/K" -ATPase activity resulting in an ion loss to the
environment. In our biogeographic scenario, some water types may act as an
expressive hydrographic barrier for the isolation of endemic potamotrygonid species.
On the other hand, Paratrygon aiereba, a widespread stingray that lives in white,
clear and blackwaters in the Amazon basin exhibited some physiological differences
related to the aquatic environment. Plasma osmolality, urea and ion concentration
were higher in whitewater, as compared to blackwater rays. This fact may be
explained as an example of phenotypic plasticity, usually expressed in aquatic
animals in environments with different aquatic compositions.

Key words: Amazon basin, Potamotrygonidae, freshwater stingrays, gill

morphology, osmoregulation
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ORGANIZACAO GERAL DO TRABALHO

Considerando a ampla abordagem do tema proposto esta tese foi estruturada
em 5 partes com um total de 7 capitulos. Cada Capitulo foi estruturado como artigo
a ser submetido para posterior publicacao.

A Parte | inclui a Introdugao geral com uma breve descri¢do da literatura dos
principais conhecimentos pré-existentes sobre biologia geral, osmorregulagcdo de
potamotrigonideos e das hipdteses testadas neste estudo. Sdo definidos os
objetivos da tese e, posteriormente é apresentado o Capitulo 1. Neste capitulo séo
descritas algumas variaveis fisico-quimicas (pH, condutividade elétrica e solidos
totais dissolvidos) ao longo do canal principal de trés importantes rios da bacia
amazodnica: Rio Negro, Rio Tapajos e Rio Amazonas, com énfase sobre os padrdes
biogeograficos dos potamotrigonideos.

A Parte |l trata da descricdio morfofuncional das branquias dos
potamotrigonideos. Aqui estdo incluidos dois capitulos. No Capitulo 2, descrevem-se
alguns aspectos da morfometria branquial (numero e comprimento dos filamentos
branquiais), da morfologia funcional (filamentos e lamelas), com énfase na descri¢ao
morfofuncional das principais células diferenciadas do epitélio branquial: célula
pavimentosa, célula mucosa e célula cloreto. No Capitulo 3, sdo descritas as
variagcbes na morfometria branquial, no numero de células cloreto e na atividade
especifica da Na'/K® -ATPase individualmente em cada arco branquial de
Paratrygon aiereba (ampla distribuicdo geografica) e Potamotrygon sp. (endémica
da bacia do Rio Negro). Discute-se o compromisso osmorregulatorio dos arcos
branquiais dessas espécies.

A Parte lll trata dos aspectos osmorregulatorios de varios potamotrigonideos,
0s quais estdo incluidos num unico capitulo. No Capitulo 4, descreve-se a fisiologia
osmorregulatoria (osmolitos do plasma, fluido perivisceral e atividade da Na'/K* -
ATPase branquial e renal) de varios potamotrigonideos coletados na bacia do Rio
Negro (aguas pretas, acidas e pobres em ions) e no estuario do Rio Amazonas
(adgua branca, pH préximo a neutralidade e rica em sais).

Na Parte IV sao apresentados dois estudos de casos, onde se discute duas
hipoteses: a teoria da barreira hidrografica e a plasticidade fenotipica dos

componentes osmorregulatorios. No Capitulo 5, a teoria da barreira hidrografica é
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testada sob o ponto de vista fisio-ecoldgico. A arraia cururu (Potamotrygon sp.) é
endémica da bacia do Rio Negro e ocasionalmente é capturada no Rio Branco, um
importante tributario do Rio Negro, porém com caracteristica limnoldgica distinta dos
habitats preferénciais desta espécie. No Capitulo 6, discute-se a teoria da
plasticidade fenotipica em Paratrygon aiereba. Esta espécie tem ampla distribuicao
na bacia amazoénica. A plasticidade adaptativa em exemplares de populagdes
coletados no Rio Negro e no Rio Solimées/Amazonas é descrita sob o ponto de vista
da interagdo organismo-ambiente. Os resultados deste capitulo serdo publicados no
Journal of Fish Biology (2009, v.74, doi:10.1111/j.1095-8649.2008.02156.x) como
trabalho intitulado “lonic regulation and Na*/K* -ATPase activity in gills and kidney of
the freshwater stingray Paratrygon aiereba (Muller & Henle) (Chondrichthyes:
Potamotrygonidae) living in white and blackwaters in the Amazon basin”.

A Parte V intitulada “Consideracgoes finais” € constituida por um capitulo e as
conclusdes finais: No Capitulo 7, discute-se um relato sobre os principais entraves
para a biologia da conservagdo dos potamotrigonideos, tais como a complexa e
cadtica sistematica, os conflitos pelo uso do recurso e atividades antropogénicas
que comprometem as agdes conservacionistas das arraias de agua doce, e
finalmente sdo apresentadas as conclusdes finais e as implicagbes dos resultados

da tese.
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INTRODUCAO GERAL

As arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae estdo representadas
em trés géneros descritos (Paratrygon, Potamotrygon e Plesiotrygon) e um quarto
em processo de descricdo (MARTIN, 2004; 2005). Os géneros Paratrygon e
Plesiotrygon, por enquanto sdo monotipicos (McCEACHRAN & ASCHLIMAN, 2004).
Das 19 a 21 espécies de potamotrigonideos consideradas validas cerca de 17
espécies ocorrem no Brasil (COMPAGNO & COOK, 1995; CARVALHO et al., 2003;
ROSA et al., 2008).

Na Amazoénia, algumas espécies como Potamotrygon sp. (arraia cururu) e P.
schroederi sdo endémicas e adaptadas as aguas pretas e acidas do Rio Negro e
seus tributarios (WOOD et al., 2002; WOOD et al., 2003; CHARVET-ALMEIDA et al.,
2005a). No entanto, Paratrygon aiereba, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon
motoro tém ampla distribuicdo geografica e podem ser encontradas nas aguas
brancas do estuario do Rio Amazonas (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005a), nas
aguas claras da foz do Rio Tocantins (RINCON, 2006a), e até nas aguas pobres em
ions do Arquipélago de Mariua no Rio Negro (ver Fig. 1).

As diferencas nas aguas da bacia amazbnica vao além das cores. Rios de
aguas pretas como o Rio Negro sédo acidos (pH 4-5), pobres em ions e ricos em
matéria organica dissolvida (KUCHLER et al., 2000; AUCOUR et al., 2003). Rios de
aguas brancas, como o Rio Solimdes/Amazonas tém pH proximo a neutralidade (pH
6-7) s&o ricos em sais e em particulas minerais em suspenséo (FURCH et al., 1982;
KONHAUSER et al., 1994; AUCOUR et al., 2003). Porém, rios de aguas claras (Rio
Tapajés, por exemplo) tém valores de pH 6-7, sdo altamente transparentes,
possuem baixa condutividade elétrica (<20 uS/cm) séo pobres em ions (SANTOS &
RIBEIRO, 1988; KONHAUSER et al., 1994). Como resultados destas diferengas
fisicas e quimicas, alguns rios provavelmente criam barreiras geograficas
determinantes da distribuicdo espacial das espécies endémicas, possivelmente,
porque afetam os processos organicos que mantém a homeostasia do animal. Por
outro lado, espécies de ampla distribuicdo podem exibir tracos fisioldgicos plasticos

que podem ter sido importantes ao longo da histéria de vida da espécie.
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A distribuicdo geografica das arraias de agua doce é similar como a de muitos
invasores marinhos (ver Fig. 2). A mais recente hipotese sobre a origem e evolugao
da familia Potamotrygonidae foi proposta por Lovejoy et al. (1998). Segundo a
hipotese de Lovejoy et al. (1998), o ancestral dos Potamotrygonidae pode ter sido
um grupo irmao do género Himantura (Dasyatidae), uma vez que varios membros
desse género sao encontrados tanto em aguas salobras, quanto em ambiente de
agua doce.

Os potamotrigonideos sao estenoalinos e hiper-osmoéticos em relagdo ao
meio, mas nao concentram uréia e nem trimetilaminas como fazem seus parentes
marinhos ou eurialinos, que sao iso-osmoéticos ou ligeiramente hiperosmaéticos em
relacdo ao meio (THORSON et al. 1967; GRIFFITH et al. 1973; TREBERG et al.,
2006). Recentemente, Tam et al. (2003) demonstraram que a arraia dulciaquicola,
Himantura signifer (Dasyatidae) encontrada na bacia Hari (Sumatra) apresenta
capacidade para sintetizar uréia e mantém a osmolalidade plasmatica acima de 400
mOsmol/kg. Se considerarmos este aspecto, H. signifer parece estar mais adaptada
ao ambiente de agua doce que Dasyatis sabina, uma arraia euri-halina que habita as
aguas do Rio St. Johns (Florida, EUA). Segundo Piermarini & Evans (1998) esta
espécie também acumula elevado teor de uréia (~200 mmol/L) e regula a
osmolalidade do plasma acima de 620 mOsmol/kg. A distingéo entre arraias de agua
doce esteno-halinas e euri-halinas €& descrita pelas suas diferencas
osmorregulatérias. Tanto H. signifer (TAM et al., 2003) quanto D. sabina
(PIERMARINI & EVANS, 1998) séo diferentes de qualquer membro da familia
Potamotrygonidae, porque a osmolalidade plasmatica dos potamotrigonideos é
geralmente menor que 350 mOsmol/kg e com teor de uréia <2 mmol/L (THORSON
et al., 1967; GRIFFITH et al., 1973; BITTNER & LANG, 1980; WOOD et al., 2002;
TAM et al., 2003).

Para que os peixes se adaptem a vida no ambiente de agua doce séo
necessarios mecanismos especializados de tomada de ions da agua pelo epitélio
branquial. As células cloreto sdo os principais sitios de absorgao ibnica em peixes
teledsteos e elasmobranquios (EVANS et al., 2004; 2005). Nestas células, a enzima
Na’/K" - ATPase localiza-se em uma vasta area tubular, a qual é continua com a
regidao basolateral (PIERMARINI & EVANS, 2000; EVANS et al., 2005). Em
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teledsteos de agua doce, a atividade da Na’/K* - ATPase cria um gradiente
eletroquimico para que o Na* e CI' possam ser absorvidos pela regido apical das
células cloreto (MARSHALL & BRYSON, 1998). Nos elasmobranquios, Piermarini &
Evans (1998) identificaram células cloreto ricas em Na'/K" - ATPase na arraia euri-
halina, Dasyatis sabina. Estes autores observaram que a densidade destas células
estava relacionada ao teor de sais na agua. Em estudos subsequentes, estes
autores notaram que a densidade de células ricas em Na'/K* - ATPase e células
ricas em V- H* - ATPase aumentavou quando as arraias foram aclimatadas na agua
doce (PIERMARINI & EVANS, 2000; 2001). Baseando-se nestes resultados, foi
proposto um modelo ndo usual para a troca idnica no epitélio branquial das arraias
euri-halinas. Nas branquias de elasmobranquios existem dois tipos de células
cloreto: um tipo rico em Na*/K* - ATPase que fornece energia para absorcdo de Na*
via excregdo de H" (protons), enquanto outro tipo rico em V-H® - ATPase que
favorece a tomada de cloreto eliminando HCO3™ via co-transporte antiporte (EVANS
et al., 2004). Recentemente Wood et al. (2002) demonstraram que 0s mecanismos
de regulagdo idnica da arraia cururu, Potamotrygon sp. sdo concordantes com o
modelo proposto por Piermarini & Evans (2001). Porém, até o presente momento
ndo existem dados da atividade especifica da Na'/K* - ATPase nos 6rgdos-chave
dos processos osmorregulatérios (branquias e rins), e também nao ha relato sobre a
identificacdo de células cloreto ricas em Na’/K* -ATPase ou qualquer aspecto

morfofuncional das branquias dos potamotrigonideos.

OBJETIVOS

Geral
Descrever os aspectos da fisiologia osmorregulatéria e da morfologia
funcional dos elementos branquiais dos potamotrigonideos sob o ponto vista da

interacao organismo-ambiente.
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Especificos

(a) Descrever as caracteristicas fisicas e quimicas dos principais rios da bacia
Amazoénica: Rio Amazonas, Rio Negro e Rio Tapajos, considerados como rios de
agua branca, preta e clara, respectivamente;

(b) Descrever a morfologia branquial (interna e externa) das arraias de agua doce da
familia Potamotrygonidae (Tabela 1);

(c) Descrever a fisiologia osmorregulatéria de potamotrigonideos coletados no Rio
Negro e no estuario do Rio Amazonas;

(d) Testar a teoria da barreira hidrografica sob o ponto vista de fisio-ecologico:
investigar se as caracteristicas fisicas e quimicas da agua do Rio Branco atuam
como determinantes na distribuicdo geografica da arraia cururu (Potamotrygon sp.);
(e) Testar a teoria da plasticidade fenotipica em potamotrigonideos: descrever os
parametros osmorregulatérios de Paratrygon aiereba capturadas em diferentes tipos
de agua (Rio Negro, agua preta e Rio Solimées/Amazonas, agua branca).

(f) Descrever e discutir os principais entraves relacionados a biologia da

conservagao dos potamotrigonideos.
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Tabela 1. Algumas caracteristicas bioldgicas dos potamotrigonideos utilizados neste estudo.

Classe Chondrichthyes

Ordem Myliobatiformes
Subordem Myliobatoidei
Superfamilia Dasyatoidea
Familia Potamotrygonidae

Caracteristicas bioldgicas das espécies

Paratrygon aiereba

L.D 60-72 cm (~60 kg), F.U (~2) e gestacdo: ~9
meses’. Cauda e ferrdo curtos, olhos pequenos’.
Distribuicdo: bacia Amazédnica e bacia do Orinoco’.
(Exemplar do Rio Negro).

Potamotrygon motoro

L.D 39-44 cm, F.U (~7) e gestacdo: ~6 meses .
Disco sub-circular de cor marrom com ocelos?.
Distribuicdo: bacia Amazodnica, Orinoco e Parana®.
(Exemplar do Rio Negro)

Potamotrygon orbignyi

L.D 39-44 cm, F.U (~2) e gestacdo: ~6 meses' .
Sulco labial profundo e trabéculas brancas e pretas
na cauda®. Distribuicdo: bacia Amazobnica e
Orinoco®. (Exemplar de Colares).

Potamotrygon aff. orbignyi

L.D 39-44 cm, F.U (~2) e gestagdo: ~6 meses .
Disco sub-circular com reticulos hexagonaisz.
Distribuigdo: bacia Amazonica e Orinoco®. (Exemplar
capturado em Mariua, no Rio Negro).

Potamotrygon sp. (cururu)

L.D 16-17 cm, F.U (~2) e gestacdo: ~3 meses'.
Disco sub-circular de cor marrom e pigmentacdo
preta na forma de letra 6mega invertida®. Endémica
na bacia do Rio Negro®.

Potamotrygon schroederi

L.D 42-44 cm, F.U (~2) e gestagdo: ~6 meses’.
Disco oval de cor marrom com pintas amarelas ou
Iaranjasz. Endémica das bacias do Rio Negro e
Orinoco®. (Exemplar do Rio Negro).

Potamotrygon scobina

L.D 3540 cm e F.U (~6)'. Disco circular com
coloragéo na forma de spot ou roseta®. Distribuigao:
bacia Amazonica®®. (Exemplar capturado em
Colares, Baia de Marajo).

L.D= largura (didmetro) do disco na maturidade sexual (macho-fémea); F.U= fecundidade
uterina. 'Charvet-Almeida et al. (2005a); Aratjo et al. (2004b); *Martin (2005); “Almeida

(2003).
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1. Potamotrygon sp. N
A 2. P schroederi
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Figura 1. Distribuicdo geografica das espécies de Potamotrygonidae utilizados neste
estudo: 1. Potamotrygon sp. - arraia cururu (endémica da bacia do Rio Negro); 2.
Potamotrygon schroederi - arraia schoederi (bacias do Rio Negro e do Orinoco); 3.
Potamotrygon scobina (sistema Solimdes/Amazonas); 4. Potamotrygon orbignyi — arraia
branca, arraia de praia (bacia Amazénica); 5. Potamorygon motoro — arraia motoro
(bacias Amazénica, do Orinoco e do Parana); 6. Paratrygon aiereba — arraia nari-nari
(bacias Amazodnica e do Orinoco).
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Figura 2. (a) Hipotese filogenética e (b) biogeografia histérica das arraias de agua doce,
segundo Lovejoy et al. (1998). Os autores propdem que sucessivas incursdes marinhas
podem ter favorecido o estabelecimento de peixes invasores marinhos na América do
Sul. Sendo que, para os ancestrais dos Potamotrygonidae, a invasédo pdde ter ocorrido
pelo mar do Caribe, provavelmente pelo estreito onde hoje é a bacia do Orinoco e
seguiu até ao antigo mar Pebasiano, na atual Amazénia Ocidental.
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CAPITULO 1

A BACIA AMAZONICA: HETEROGENEIDADE DE HABITATS E SUAS
IMPLICACOES PARA BIOGEOGRAFIA DA FAMILIA POTAMOTRYGONIDAE

Palavras-chave: Rio Amazonas, Rio Negro, Rio Tapajos, Variaveis fisicas e
quimicas da agua, Zoogeografia de Potamotrygonidae



INTRODUCAO

A bacia hidrografica do Rio Amazonas é reconhecidamente uma das maiores
da Terra em area de drenagem (>7x10° km?), volume de agua (175.000 m?s),
extensdo (7.025 km), e descarrega 5,5 x10° m*ano de agua no oceano. Isto
representa cerca de 20% de toda a descarga de agua doce do planeta (GIBBS,
1972; MOLINIER et al., 1997). Ao longo de seu curso, o Rio Amazonas é
alimentado por mais de 1.000 tributarios provenientes de diferentes regides
geoldgicas. Do ponto de vista hidrogeoquimico, as aguas da bacia amazénica sao
consideradas bastante heterogéneas (SALATI & VOSE, 1984; KONHAUSER et al.,
1994).

As primeiras tentativas para classificar as aguas amazénicas foram baseadas
na sua coloragdo: aguas brancas, pretas e claras foram as denominagdes iniciais,
as quais, posteriormente foram caracterizadas do ponto de vista fisico-quimico. Os
rios de aguas brancas (por exemplo, Rio Solimées/Amazonas e Rio Madeira) sao
altamente turbidos devido as altas concentragbes de sedimentos (>100 mg/L)
provenientes dos Andes (RICKEY et al., 1990; AUCOUR et al., 2003). Além disso,
sd0 ricos em ions ([Na‘] e [Ca*?] ambos ~200 pM; [K+] e [Mg*?] ambos ~40 uM)
(KONHAUSER et al.,, 1994; AUCOUR et al.,, 2003) e com pH proximo da
neutralidade (SANTOS & RIBEIRO, 1988). Rios de aguas pretas (por exemplo, Rio
Negro e rio Uatuma) s&o extremamente pobres em ions ([Na'] <30 uM; [K+], [Ca™?]
e [Mg*?] todos <8 uM), acidos (~pH 4-6) e caracterizados pela baixa carga de
sedimentos (<14 mg/L) e altas concentragcbes de carbono organico dissolvido (~12
mg/L) (ver RICHEY et al., 1990; KLUCHLER et al., 2000; AUCOUR et al., 2003) .
Finalmente, os rios de aguas claras, embora, muitos apresentam coloragdo verde-
azulada (Rio Tapajos, por exemplo) sao altamente transparentes, possuem baixa
condutividade elétrica (<20 pS/cm) e s&o pobres em jons ([Na*] <50 uM; [K+], [Ca*?]
e [Mg*?] todos <20 uM) (SANTOS & RIBEIRO, 1988; KONHAUSER et al., 1994). No
entanto, a classificacdo quanto ao padrdo de cor s6 faz sentido quando se
comparam os grandes rios amazdnicos que apresentam tipicamente estes padrdes
limnolégicos, uma vez que, existem diversos corpos de agua com padrboes
intermediarios de dificil classificagao (SIOLI, 1984; FURCH, 1984).

Embora muitos sistemas aquaticos tenham sido bem caracterizados

limnologicamente, poucos estudos descrevem a variabilidade espacial dessas
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variaveis ao longo da calha principal dos maiores rios amazénicos. Santos & Ribeiro
(1988) relataram as variagcdes espaciais nos valores de pH, condutividade elétrica e
dos principais nutrientes ao longo de um trecho de 2.457 km no rio Solimdes.
Segundo estes autores, a variabilidade fisico-quimica pode ser atribuida as
descargas dos principais tributarios que alimentam o canal principal do rio. Essa
hipétese foi confirmada posteriormente por Konhauser et al. (1994). Estes autores
demostraram que as diferencas fisicas e quimicas entre os tributarios séao
infuenciadas pela litologia e geoquimica do solo da provincia onde a sub-bacia se
localiza.

A evolucao e a diversificagao da ictiofauna amazébnica estdo associadas a
histéria da formagdo da sua bacia hidrografica (LUNDBERG et al., 1998). A
heterogeneidade ambiental, em parte causada pelo pulso hidrolégico e pelas
diferencas fisicas e quimicas tem sido considerada como a principal forca seletiva
que impulsionou as recentes radiagdes adaptativas da ictiofauna na Amazénia
(JUNK, 1997).

A ictiofauna amazébnica € uma das mais ricas do planeta. De acordo com
Lundberg et al. (1998), a diversidade ictia na bacia amazénica também pode ser,
parcialmente, explicada pelas mudancgas paleo-hidrolégicas dos rios amazdnicos
que promoveram a dispersédo seguida de especiagao alopatrica e/ou por adaptacéo
divergente. Esta teoria é atualmente conhecida como hipétese hidrogeoldgica
(MONTOYA-BURGOS, 2003). Esta hipotese tem sido usada atualmente para
explicar os atuais padroes de distribuicio de peixes da América Central
(BERMINGHAM & MARTIN, 1998) e da América do Sul (LOVEJOY & ARAUJO,
2000; HUBERT & RENNO, 2006), e também tem sido usada para compreender a
histéria evolutiva das arraias de &agua doce da familia Potamotrygonidae
(MARQUES, 2000; TOFOLLI, 2006).

Os potamotrigonideos tém ampla distribuicdo na bacia Amazbnica e sao
encontrados em todos os tipos de aguas, desde aquelas extremamente diluidas
como as do Rio Negro até as aguas salobras da plataforma continental no estuario
amazonico. Algumas espécies sdo endémicas de uma determinada bacia, enquanto
outras possuem ampla distribuicdo (MARTIN, 2004). Portanto, este trabalho
descreve a heterogeneidade espacial das variaveis fisicas e quimicas no pico da

cheia dos trés mais importantes rios da bacia Amazénica: Rio Amazonas, Rio Negro
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e Rio Tapajos (agua branca, preta e clara, respectivamente), com implicagbes sobre
o atual padrdao de distribuicdo geografica das arraias de agua doce
(Potamotrygonidae). Tais informag¢des podem servir de base para a compreensao
dos mecanismos adaptativos da interagdo organismo-ambiente, além de servir
como fundamentagao cientifica para entender os processos de especiacdo por
adaptacdo divergente ao longo da histéria evolutiva de algumas espécies de

Potamotrygonidae.

MATERIAL E METODOS

Sitios de amostragens

No periodo de cheia dos rios amazbnicos (abril-junho/2007 e abril-
maio/2008) foram realizadas excursdes em trés rios: Amazonas, Negro e Tapajés
(Fig. 1). O transecto fluvial seguiu o percurso dos barcos da frota comercial da
regidao. De cada ponto foram coletadas quatro subamostras de agua da coluna
superficial com auxilio de uma garrafa de polietileno. Cada subamostra estava
separada espacialmente em aproximadamente 1 km uma da outra. As variaveis
fisicas e quimicas: pH, condutividade elétrica e solidos totais dissolvidos (TDS)
foram imediatamente analisados por meio de sondas de um multiparametro
CONSORT C535. Todos os pontos de coleta foram georreferenciados e a
distancias relativas a foz (ou ao estuario, no caso do Rio Amazonas) foram
calculadas utilizando um GPS da marca GARMIN PLUS Il

No apéndice | estdo apresentadas as informacgdes adicionais sobre os pontos
de coleta ao longo do Rio Amazonas (pontos analisados, georreferéncia e distancia
da foz do rio). O trecho estudado foi da cidade de Manaus, na foz do Rio Negro
(Estado do Amazonas) até a ilha de Colares, no estuario amazobnico, na Baia de
Marajo (Estado do Para). O percurso estudado compreende cerca 1.540 km de
extensdo do Rio Amazonas. O transecto fluvial no Rio Negro com um percurso de
480 km de extensdo foi realizado do Arquipélago de Mariua, Médio Rio Negro
(Barcelos, Estado do Amazonas) até a foz do Rio Negro em frente a cidade de
Manaus (ver apéndice Il para detalhes dos pontos analisados). O percurso de 320

km no Rio Tapajos compreende desde as cachoeiras da comunidade de S&o Luis
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do Tapajés (Itaituba, PA) até a cidade de Santarém, na foz do Rio Tapajos (ver

apéndice lll para detalhes dos pontos estudados).
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Figura 1. Localizag&o dos trés rios (Amazonas, Negro e Tapajos) analisados neste estudo.
Os detalhes dos pontos amostrados em cada rio estdo descritos nos apéndices |, Il e lll
(Anexos).

Coleta dos animais

As arraias de agua doce foram capturas no Médio Rio Negro
(S00°58'/W62°53’; regido de Barcelos, AM); no Rio Solimdes/Amazonas
(S03°51'/W62°45’; Lago Janauaca, no municipio de Manaquiri); no Rio Tapajos
(S04°16'/W55°59’; regido de Sdo Luis do Tapajés, no municipio de Itaituba-PA) e na

Baia de Marajé (S00°55’/W48°17’; no estuario amazonico, regido de Colares-PA).
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Os animais foram coletados durante o periodo noturno com uso de rapichés, pucas
e espinhéis. Na Baia de Maraj6, no estuario Amazoénico (llha de Colares), as arraias
também foram coletadas na praia do Humaita no final da tarde durante a vazante da
maré por meio de rede de arrasto. Em todos os locais, apds as capturas foram
realizadas biometrias e identificacdo dos animais. Os demais dados sobre
distribuicao biogeografica dos potamotrigonideos foram baseados nos estudos de
Martin (2004).

Andlises estatisticas

Os dados estédo apresentados como médiatD.P (desvio padrdo). Uma analise
de correlagao foi feita entre os valores de pH e condutividade elétrica das aguas dos
trés rios amostrados. O teste t-pareado de Student foi utilizado para testar as
diferengas entre os valores de pH e condutividade elétrica da agua durante a
preamar e baixamar na Praia do Humaita, llha de Colares, Baia de Maraj6. Em

todos os casos, o nivel de significancia aceito foi de 5% (P < 0,05).

RESULTADOS

Os resultados descrevem a variabilidade longitudinal dos valores de pH,
condutividade elétrica e sélidos totais dissolvidos (TDS) na superficie da agua dos
rios Amazonas, Negro e Tapajés. Porém, é importante lembrar que estes dados
representam um retrato espacial das variaveis fisicas e quimicas no periodo da
cheia (abril-junho/2007 e abril-maio/2008). Portanto, ndo descrevem as variagdes
durante o pulso hidrolégico, além disso, ndo descrevem a variabilidade lateral do
canal principal, tampouco, as estratificacbes verticais na coluna de agua. Um
resumo geral das caracteristicas fisicas e quimicas, bem como da ocorréncia de

Potamotrygonidae nos rios estudados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Resumo dos valores (médiatdesvio padrdo; min-max; numero amostral) das
variaveis fisicas e quimicas da agua do Rio Amazonas, Rio Negro e Rio Tapajés e as
espécies de Potamotrygonidae que ocorrem em suas respectivas bacias hidrograficas.

Rios pH Condutividade (uS/cm) TDS (mg/L) Potamotrygonidae
Paratrygon aiereba”
Plesiotrygon iwamae*
Rio 6,610,2 44,8+24.8 23,9+17,8 Potamotrygon motoro®
Amazonas (6,0-6,8) (17,4-104,3) (8,8-55,0) P. orbignyi™®
N=40 N=40 N=40 P. scobina™
P. ocellata*
P. humerosa*
P. constellata*
Paratrygon aiereba”
Rio 4,5£0,9 17,0£15,2 7,16,7 P. motoro”*
Negro (3,7-6,4) (7,7-35,4) (4,4-19,4) P. aff. orbignyi#
N=15 N=15 N=15 P. sp. (arraia cururu) (sp. n)#
P. schroederi”
Paratrygon aiereba”
6,5+0,4 14,4+13,1 7,7£5,6 Potamotrygon sp1, sp. n.
Ri0 (6,0-8,0) (11,7-25,2) (6,2-13,3) (arraia P14-ltaituba)¥
Tapajos N=23 N=23 N=23 Potamotrygon sp2, sp. n.

(arraia jabuti)¥
Potamotrygon sp3, sp. n.*@
P. motoro¥

P. orbignyi#

*Exemplares capturados in situ; *Registro de ocorréncia segundo Martin (2004);
%Exemplares capturados no estuario amazonico; *Maria Lucia Gées Araujo, comunicacdo

pessoal; @Espécie nova (Marcelo de Carvalho, comunicagdo pessoal).
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Rio Amazonas

O Rio Amazonas € um tipico rio de agua branca e ao entrar em territorio
brasileiro recebe o0 nome de rio Solimdes, apds receber as aguas do Rio Negro
passa a ser chamado de Rio Amazonas até seu estuario no Arquipélago de Marajo.
Na Fig. 2 estdo apresentadas as variagdes espaciais das variaveis fisicas e
quimicas de um trecho no Rio Amazonas, desde a cidade de Manaus (Foz do Rio
Negro) ate a Ilha de Colares (na Baia de Marajo, estuario amazdnico). Nas duas
amostragens (maio/2007 e maio/2008) as flutuagdes das variaveis fisicas e
quimicas da agua tendem a ser semelhantes; porém, os valores de condutividade
elétrica e solidos totais dissolvidos (TDS) no ano de 2008 est&o ligeiramente mais
baixos que no ano anterior. Dentre as variaveis analisados, o pH tende a ser o mais
estavel ao longo do percurso estudado, porém, o Rio Negro e rio Guama tendem a
reduzir o pH das aguas do Rio Amazonas nas margens esquerda e direita,
respectivamente. Por outro lado, a condutividade e TDS apresentam uma tendéncia
para reducao em direcdo ao estuario amazénico. Na llha de Colares, a influéncia da
maré altera diariamente as variaveis fisicas e quimicas da agua (ver Fig. 3), sendo
que a condutividade elétrica foi o parametro fisico-quimico mais afetado pela
dindmica das marés (Fig. 4). A condrofauna do sistema Solimdes/Amazonas é
diversa. O canal principal possui uma espécie tipica da calha do rio, Plesiotrygon
iwamae (M.L.G. Araujo, comunicagao pessoal). Porém, durante as campanhas
foram capturados apenas exemplares de Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro,
P. orbignyi no Lago Janauaca, um lago que recebe regularmente agua do canal
principal do rio Solimdes durante o periodo da cheia. Além disso, foram capturadas
as espécies Potamotrygn scobina e P. orbignyi no estuario amazdnico na Baia de

Marajo.
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Figura 2. Rio Amazonas: cor “barrenta” (agua branca), rico em sedimentos andinos. As areas inundadas pelas aguas brancas sao
denominadas de Varzeas. Variagdo espacial nos valores (médiatdesvio padrdo) de pH, condutividade e sdlidos totais
dissolvidos (TDS) na superficie da agua do Rio Amazonas ao longo de um trecho de 1.540 km em Maio/2007 (linha azul e
circulo preto) e Maio/2008 (linha vermelha e circulo claro).
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Figura. 3. Variacéo diaria do pH e condutividade elétrica da agua na praia do Humaita, llha
de Colares, Baia de Marajo (estuario amazénico). Valores médios analisados no més
de Maio de 2007.
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Figura 4. Variagdo do pH e condutividade elétrica da agua durante a preamar e baixamar na
praia do Humaita, llha de Colares, Baia de Marajé (PA). Os valores representam a média
de quatro dias de observacdo no més de Maio de 2007. (*) indica diferenga significativa
(teste t-pareado de Student, P < 0,05).



19

Capitulo 1

Rio Negro

As variagbes longitudinais das caracteristicas fisicas e quimicas das aguas do
Rio Negro em margo de 2007 e abril de 2008 estao apresentados na Figura 5. O perfil
longitudinal das variaveis limnolégicos apresenta-se semelhante nos dois periodos de
amostragens. Tipicamente, as aguas do Rio Negro sdo acidas, baixa condutividade
elétrica (~17 pS/cm) e poucos solidos totais dissolvidos (~7,1 mg/L). Estas duas
variaveis estdo ainda mais baixos no ano de 2008. Uma correlacédo entre pH e
condutividade elétrica da agua no arquipélago de Mariua (ver Fig. 7) mostra uma
tendéncia para aumento da condutividade elétrica na medida em que diminui o pH da
agua (n=15; r’=0,80; P<0,05 — margo/2007 e n=21; r*=0,72; P<0,05 — abril/2008). Em
Mariua, o Rio Demini desagua na margem esquerda do Rio Negro (S00°46'720” e
W62°56'609”) alterando bruscamente as variaveis fisicas e quimicas. Apos este trecho,
o Rio Negro recebe nova descarga de agua esverdeada proveniente do Rio Branco na
altura das coordenadas S01°23’'693” e W61°48’693". Neste local, observa-se uma
brusca elevagdo do pH, da condutividade e TDS. No baixo curso do Rio Negro,
préximo a cidade de Manaus, as variaveis fisicas e quimicas da agua tendem a ser
semelhantes aqueles encontrados no arquipélago de Mariua.

No geral, os valores de pH, condutividade elétrica e TDS demonstram que os
habitats no Médio Rio Negro sdo espacialmente heterogéneos. Um resumo dos
principais sitios de pesca e dos habitats preferenciais para cada uma das cinco
espécies de potamotrigonideos comuns naquela regiao esta apresentado na Tabela 2.
As espécies Paratrygon aiereba e Potamotrygon aff. orbignyi sdo normalmente
capturadas nos mesmos microhabitats, geralmente nas praias, em &aguas rasas,
correntes, limpidas e com poucos solutos dissolvidos (TDS entre 2,4-9,1 mg/L) e
acidez variando de pH 3,7-4,8. Por outro lado, Potamotrygon motoro e Potamotrygon
sp. (arraia cururu) sao frequentemente capturadas no mesmo microhabitat,
normalmente em aguas estagnadas dos igapos com liteira submersa, pH 4,4-5,5 e

condutividade elétrica entre 16,3-35,4 uS/cm.
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Rio Tapajos

O Rio Tapajos € o mais conhecido rio de agua clara da bacia amazonica. As
variacbes espaciais nos valores de pH, condutividade e TDS nos dois periodos de
amostragens (junho/2007 e maio/2008) estdo apresentados na Fig. 6. Na primeira
amostragem (2007), préximo da foz com o Rio Amazonas as aguas do Rio Tapajos
demonstraram sofrer forte influéncia das aguas brancas do Rio Amazonas. Neste local,
as variaveis fisicas e quimicas da agua do Rio Tapajés foram semelhantes aos
encontrados no Rio Amazonas. Nas amostragens do ano de 2008, as variaveis
limnologicos se apresentaram mais homogéneos ao longo do transecto, exceto os
picos da condutividade e TDS observados no municipio de Aveiros (Estado do Para).
No geral, as aguas do Rio Tapajos possuem caracteristicas fisicas e quimicas
intermediarias entre o Rio Amazonas e Rio Negro (Fig. 7). Nas campanhas realizadas
neste rio foram capturadas apenas as espécies Paratrygon aiereba e P. orbignyi, além
de uma espécie ndo identificada (sp. n.) Potamotrygon sp.3 (Marcelo de Carvalho,
comunicagdo pessoal). Duas espécies novas ainda sem descricdo nominal
(Potamotrygon sp.1, “pretinha”-P14 Itaituba; Potamotrygon sp.2, arraia-jabuti) sao
comuns naquela area (Maria Lucia Goes Araujo, comunicagdo pessoal). No entanto,

estas espécies nao foram capturadas durante as campanhas ao Rio Tapajos.
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Figura 5. Rio Negro: agua preta, acida, pobre em ions e rica em matéria organica dissolvida. As florestas inundadas pelas aguas
pretas sdo localmente denominadas de lgapds. Variagdo espacial (médiatdesvio padrao) nos valores de pH, condutividade e
solidos totais dissolvidos (TDS) na superficie da agua do Rio Negro ao longo de um percurso de 480 km. Margo/2007 (linha
azul e circulo preto) e Abril/2008 (linha vermelha e circulo claro).
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Tabela 2. Resumo dos principais sitios de pesca, variaveis fisicas e quimicas dos locais de captura e habitats preferenciais dos
juvenis de cinco espécies de arraias de agua doce (Potamotrygonidae) encontradas no Médio Rio Negro, Arquipélago de Mariua.

Sitios de coleta pH Condut. (uS/cm) TDS (mg/L) Habitats Substrato Potamotrygonidae
Praia do Uiripipi 4,4+0,2 17,1+0,9 9,11£0,8

Canal do Palataqui 3,9+0,3 4,2+2,3 2,4+1,3 Praia Arenoso Paratrygon aiereba
llha do Aracu 4,3+0,3 9,4+1,2 5,211 Lético

llha do Cururu 4,840,1 16,8+1,1 8,910,1

Ig. Zamula 4,5+0,4 17,543,2 13,042,2

Rio Itu 4,9+0,5 35,4+10,1 17,247,9 Liteira

Rio Cuiuni 5,3+0,1 26,31£0,5 12,810,2 Igapo submersa

Rio Ariraha 4,310,4 16,51£3,4 9,1+2,1 Léntico Areno- Potamotrygon sp. (cururu)
Ig. Daraqua 5,540,7 33,619,7 19,448,3 lodoso

Ig. Zalala 4,4+0,1 16,3+1,7 8,7+0,9

llha do Aracu 4,2+0,3 17,4122 9,340,2

Parana do Curupira 4,8+0,4 18,6121 9,9+0,5 Praia Arenoso Potamotrygon schroederi
Parana do Peixe-Boi 4,5+0,2 17,1+3,8 8,9+2,0 Lético

Boca do Rio Demini 6,4+0,1 20,9+0,1 11,1£0,1 Liteira

Ig. Zamula 4,610,3 18,711,2 17,3110 Praia Arenoso Potamotrygon motoro
Ig. Daraqua 5,5+0,7 33,619,7 19,418,3 Igapo Areno-

Rio Itu 4,910,5 35,4+10,1 17,2479 Léntico/Lotico lodoso

Boca do Rio Cuiuni 4,8+0,1 18,6+0,9 9,9+0,5

Cazurucu 4,3+0,4 9,7+3,2 6,7+0,8 Praia Potamotrygon aff. orbignyi
llha do Buxara 4,4+0,5 19,942,1 10,0+2,3 Lético Arenoso

Ig. Baruri 4,8+0,1 20,3+2,5 10,6+1,1
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Figura 6. Rio Tapajos: agua em tom verde-azulada. O ribeirinho também denomina as areas de florestas inundadas pelas aguas

claras de Igapos. Variagao espacial nos valores de pH, condutividade e solidos totais dissolvidos (TDS) na superficie da agua
do Rio Tapajés ao longo de um trecho de 320 km. Junho/2007 (linha azul e circulo preto) e Maio/2008 (linha vermelha e circulo

claro).
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Figura 7. Correlagcdo entre os valores de pH e condutividade elétrica (logso) dos rios
Amazonas (circulo vermelho); Negro (tridngulo invertido preto) e Tapajés (quadrado
azul) nas amostragens realizadas em abril-junho/2007 (A) e abril-maio/2008 (B). Notar
que as caracteristicas fisicas e quimicas do Rio Tapajos sao intermediarias entre as dos
rios Amazonas e Negro. Observar também uma tendéncia para reducdo da
condutividade elétrica, na medida em que aumenta o pH da agua do Rio Negro. Esta
correlagao foi fortemente negativa nas amostragens realizadas em Marg¢o/2007 (n=15;
r’=0,80; P < 0,05) e em Abril/2008 (n=21; r>= 0,72; P < 0,05).
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DISCUSSAO

A bacia hidrografica do Amazonas, a maior do mundo, depende quase que
exclusivamente do regime das chuvas para o enchimento. O pico da cheia ocorre
normalmente no més de junho. Nesse periodo, o rio Solimbes/Amazonas recebe
um enorme volume de agua proveniente de cerca de mil afluentes (GIBBS, 1972).
Com isso, cria-se um verdadeiro gradiente espacial em algumas variaveis fisicos e
quimicos. Além do mais, nos anos em que as enchentes dos rios sdo mais intensas,
o imenso volume de agua provavelmente provoca uma diluicdo dos solutos e,
consequentemente afeta as variaveis fisicas e quimicas. Possivelmente, por isso a
condutividade elétrica e sdlidos totais dissolvidos (TDS) na enchente de 2008 estao
ligeiramente mais baixos do que aqueles analisados na cheia do ano anterior.

O Rio Amazonas recebe de varios tributarios um grande volume de aguas
acidas e diluidas, no entanto, observa-se uma tendéncia para estabilizacdo do pH
ao longo do trecho de 1.540 km. Por outro lado, ha uma nitida tendéncia para
reducdo da condutividade e solidos dissolvidos totais em direcdo ao estuario. Santos
& Ribeiro (1988) também observaram esta mesma tendéncia em um trecho de 2.457
km, das cidades de fronteira Leticia-Tabatinga (Colémbia-Brasil) até a cidade de
Santarém (Estado do Para). As descargas dos rios de agua preta, como o Rio
Negro, rio Urubu e rio Uatuma e aquelas provenientes dos rios de agua clara, como
o Rio Tapajés e Rio Xingu provocam uma gradual diluicdo das aguas do Rio
Amazonas até a sua desembocadura no arquipélago de Marajo. Rio de agua preta e
rio de agua clara sao relativamente pobres em ions e possuem baixa condutividade
(FURCH et al., 1982). A despeito da gradual diluicdo do Rio Amazonas da nascente
ao estuario, as aguas do canal principal parecem “tamponar’ o efeito do pH das
aguas dos tributarios fortemente acidos. No geral, ha uma clara tendéncia para
estabilizagcdo do pH ao longo da calha do Rio Amazonas. Provavelmente, isto pode
estar associado a maior quantidade de metais alcalinos e alcalinos terrosos, como
sédio (181,7 yM), potassio (27,9 yM), calcio (208,0 uM) e magneésio (43,2 uM) que o
rio carrega quando comparados aos baixos valores encontrados para o Rio Negro
(Na* 29,6; K* 7,4; Ca*? 8,2 e Mg*? 5,8 uM) (AUCOUR et al., 2003). Por isso, o rio
Solimbes é também classificado como rio de “agua carbonatada” (FURCH, 1984;

KONHAUSER et al., 1994). Embora o canal principal do rio ndo sofra profundas
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modificagdes, alteragbes pronunciadas de pH s6 ocorrem nas margens do Rio
Amazonas nos locais onde o rio recebe grande volume de aguas acidas, tais como
na foz do Rio Negro (~pH 4,0-4,5), do rio Urubu, do rio Uatuma (~pH 5,0-5,5) e do
rio Guama (~pH 4,6-4,8) que desagua na Baia de Marajd, no estuario amazonico.

O estuario do Rio Amazonas tem duas partes: o canal do Norte e o do Sul.
No canal do Sul, as aguas do Rio Amazonas formam uma série de canais naturais
(o Estreito de Breves) a Sudoeste do arquipélago de Marajé criando um antebrago
do Rio Amazonas conhecido como Rio Para. Este rio recebe agua do rio Tocantins
para formar a Baia de Marajo, e, finalmente, recebe descarga de aguas acidas e
diluidas do rio Guama. No periodo de cheia, as aguas do Rio Xingu e Rio Tocantins
diluem as aguas do Rio Amazonas que forma o estuario amazbénico na Baia de
Marajé (CORDEIRO, 1987). Por isso, os valores de condutividade e TDS das aguas
do canal Sul s&o relativamente baixos quando comparados as aguas que fluem pelo
Estreito de Breves.

O Rio Para sofre forte influéncia das marés, principalmente no periodo de
estiagem (seca) quando a maré provoca inversao da corrente em toda extens&o do
Rio Para (PINHEIRO, 1987). Nesta regido, a influéncia salina imp&e caracteristicas
tipicas de manguezais, como pode ser observado em todas as margens ao longo da
baia de Maraj6. Mesmo no periodo de cheia dos rios amazoOnicos, as variagdes
diarias da salinidade durante a amplitude de maré na llha de Colares sugerem que a
condrofauna local pode ser fortemente influenciada pela lingua salina. Interessante,
mas essa regiao possui uma das maiores densidades populacional de arraias de
agua doce da bacia Amazodnica (CHARVET-ALMEIDA, 2001; ALMEIDA, 2003).

A ilha de Colares localiza-se na margem direita do canal sul do estuario
amazodnico. A condrofauna da regido é representada pelas espécies: Paratrygon
aiereba, Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon scobina,
sendo que as duas Uultimas espécies compreendem 90% do total de arraias
capturadas naquela area (CHARVET-ALMEIDA, 2001). Durante a seca dos rios
amazobnicos, a lingua salina que se desloca para o interior da Baia de Marajo
aumenta a salinidade das aguas de Colares de 0,1 ppm para 7 ppm (ALMEIDA,
2003). Ainda assim, os potamotrigonideos n&o desaparecem completamente
(CHARVET-ALMEIDA, 2001; ALMEIDA, 2003). Provavelmente, Potamotrygon

orbignyi, P. scobina e Plesiotrygon iwamae estdo adaptados as fortes variagdes
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diarias de salinidade. As caracteristicas morfofuncionais das branquias de P.
orbignyi e P. scobina estdo discutidas no Capitulo 2 deste estudo, enquanto os
aspectos osmorregulatorios estdo abordados no Capitulo 4. No caso de Paratrygon
aiereba, embora fisiologicamente plastica (ver Capitulo 6), ha evidéncias de que seja
a espécie de arraia da Baia de Marajo mais sensivel as variagdes extremas de
salinidade (CHARVET-ALMEIDA, 2001).

A aparente auséncia de representantes dos géneros Potamotrygon e
Paratrygon em S&o Caetano de Odivelas (distante 37 km de Colares) indica que a
regido de Colares parece ser o limite maximo da tolerdncia a salinidade, e
consequentemente o extremo da distribuicdo geografica para estes dois géneros. As
aguas estuarinas em Sao Caetano de Odivelas sao extremamente salobras (>18
ppm) para os géneros Potamotrygon e Paratrygon. Porém, ha registro de captura de
Plesiotrygon iwamae na plataforma continental do estuario amazdénico, em ambiente
cuja salinidade pode chegar a 25 ppm no periodo de estiagem (TORRES, 1999).

Estudos sobre historia evolutiva dos potamotrigonideos sugerem que
Plesiotrygon iwamae € espécie-irma de Potamotrygon sp. (arraia cururu) (Marques,
2000) e de Potamotrygon schroederi (TOFOLLI, 2006). Na Amazénia, Plesiotrygon
iwamae € restrita a calha (e lagos) do sistema Solimées/Amazonas (agua branca),
enquanto Potamotrygon sp. (arraia cururu) e P. schroederi sdo endémicas de rios de
agua preta, como o Rio Negro e os tributarios da bacia do Orinoco (MARTIN, 2004).
Recentemente Tofolli (2006) sugeriu que as diferengas fisicas e quimicas entre os
dois tipos de aguas podem ter favorecido a especiagdo por adaptacao divergente.
Existem evidéncias fisiolégicas que suportam tal teoria, por exemplo, peixes
teledsteos como os caracideos Gymnocorymbus ternetzi, Paracheirodon innesi
(GONZALEZ et al., 1997; GONZALEZ & PREEST, 1999), Paracheirodon axelroldi
(GONZALEZ & WILSON, 2001) e o elasmobranquio, Potamotrygon sp. (WOOD et
al., 2002; WOOD et al., 2003; ver Capitulo 5 deste estudo) nativos do Rio Negro
possuem especializacdes fisiolégicas que lhes permitem manter um eficiente
transporte ibnico nessas aguas acidas e extremamente diluidas.

Na América do Sul, Paratrygon aiereba e Potamotrygon motoro tém ampla
distribuicdo geografica. P. motoro é encontrada desde a bacia do Orinoco até a
bacia do Parana, enquanto que Paratrygon aiereba ocorre em todos os rios da bacia

Amazobnica e na bacia do Orinoco (MARTIN, 2004). P. aiereba possui algumas
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estratégias osmorregulatérias que podem ter sido importantes para esta espécie
colonizar diferentes ambientes aquaticos na Amazodnia (ver Capitulo 6).

O Rio Negro é o maior rio de agua preta da bacia Amazédnica. Este rio possui
uma das aguas mais acidas e diluidas que se conhece. De fato, em algumas
amostragens foram registrados valores de pH 3,7 e TDS <3 mg/L. Entretanto, em
algumas areas a condutividade elétrica ndo era tdo baixa como esperado para um
rio pobre em eletrdlitos. Sugere-se que neste local a condutividade elétrica possa
estar associada a concentragdo de H* da agua. Por exemplo, habitats mais acidos,
como os igapos localizados nas ilhas do meio do Rio Negro, a condutividade elétrica
foi mais elevada do que se poderia esperar de locais com baixos valores de TDS.
Esta caracteristica também foi observada por Furch et al. (1982) em varios corpos
de agua preta na bacia Amazénica. O perfil limnologico longitudinal da calha do Rio
Negro revela a extrema heterogeneidade de suas aguas. Grande parte desta
variabilidade deve-se as descargas dos rios Demini e Branco. Na foz destes rios, na
margem esquerda do Rio Negro os valores de pH da agua estdo proximos da
neutralidade. Por outro lado, ao longo do canal principal do Rio Negro os valores de
pH, condutividade elétrica e TDS sdo normalmente baixos (<pH 4,5; <17 uS/cm e
<7,1 mg/L, respectivamente). Por causa deste perfil limnoldgico, alguns autores o
consideram como um rio de “agua destilada ligeiramente contaminada com
nutrientes” (SIOLI, 1984; JUNK, 1997). Segundo Konhauser et al. (1994), a
precipitacdo € a principal fonte de muitos metais dissolvidos. Além disso, o Rio
Negro tem sido comumente denominado de “rio faminto” devido a reduzida
densidade de peixes. No entanto, o Rio Negro possui uma das mais ricas ictiofaunas
da Amazobnia, inclusive maior que a do Rio Amazonas/Solimées (JUNK, 1997).

A condrofauna do Rio Negro € particularmente interessante para estudos
sobre Zoofisiologia e Biogeografia histdrica da familia Potamotrygonidae. Paratrygon
aiereba é a espécie mais basal do grupo (LOVEJOY, 1996), além disso, como ja
mencionado, Potamotrygon sp. (arraia cururu) e P. schroederi sao espécies
associadas a Plesiotrygon iwamae. A especiagao entre elas pode ter ocorrido entre
7,7 a 6,8 milhdes de anos atras (LOVEJOY et al., 1998, MARQUES, 2000;
TOFOLLI, 2006), enquanto que as demais espécies do género Potamotrygon que
ocorrem nas demais bacias, incluindo o sistema Solimdées/Amazonas, Tapajos,

Xingu e Tocantins-Araguaia tiveram origem mais recente entre 2,0 a 1,8 milhdes de
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anos atras (TOFOLLI, 2006). Isto significa dizer que a condrofauna do Rio Negro &
marcada pela presenca de espécies basais. Com base nisso, pode-se deduzir que:
(i) as estratégias osmorregulatdrias de Paratrygon aiereba, Potamotrygon sp. (arraia
cururu) e P. schroederi ainda podem ter componentes fisiologicos do ancestral dos
potamotrigonideos, i.€, assumindo que o grupo seja monofilético (LOJEVOY et al.,
1998; MARQUES, 2000); (ii) os habitats do Rio Negro podem representar reliquias
hidrograficas das paleodrenagens do Proto-Amazonas/Orinoco, onde o provavel
ancestral dos potamotrigonideos adaptou-se a vida no ambiente de agua doce entre
23 e 15 milhdes de anos atras (LOVEJOY et al., 1998; MARQUES, 2000) durante o
Mioceno, apds as transgressées marinhas que ocorreram na bacia Amazdnica, as
quais levaram a formacao de grande lagos, mares continentais, além de um amplo
espectro de situagdes aquaticas que incluiam ambientes estuarinos até habitats que
foram progressivamente dessalinizados tornando-se extremamente diluidos
(HOORN, 1994), ou seja, corpos d’aguas similares aos encontrados na atual bacia
do Rio Negro; (iii) a presenga de espécies como Potamotrygon aff. orbignyi e P.
motoro na bacia do Rio Negro pode representar casos de colonizagdo pelas
espécies do grupo denominado roseta-ocelado por Tofolli (2006). Segundo este
autor, estas espécies teriam se originado entre 2,04 milhdes anos atras a partir de
ancestrais que viviam na calha do Rio Amazonas e nas partes baixas dos afluentes
e, que teriam colonizado os trechos a montante de regides com descontinuidades
geoldgicas, tais como areas acima do Arco de Purus no Médio-Alto Rio Negro.

No arquipélago de Mariud, os juvenis de P. aff. orbignyi e Paratrygon aiereba
sao espécies simpatricas e sintopicas, assim também como Potamotrygon sp.
(cururu) e P. motoro. As duas primeiras sdao encontradas em microhabitats de aguas
acidas, levemente correntes, limpidas e rasas nas praias arenosas comuns nas ilhas
no meio do Rio Negro. Por outro lado, Potamotrygon sp. e P. motoro sao frequentes
nas areas de igapos, com liteira e vegetacdo submersa e, normalmente, em aguas
estagnadas com substrato areno-lodoso. Levando-se em consideragao a hipotese
da colonizagdo dos habitats do Rio Negro pelas duas espécies do grupo roseta-
ocelado (P. aff. orbignyi e P. motoro), pode-se deduzir que estas espécies
representam casos de convergéncia adaptativa para o clado mais ancestral do
género Potamotrygon (Potamotrygon sp. € P. schroederi). Assim, espera-se que as

estratégias osmorregulatorias dessas espécies sejam similares aquelas observadas
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para os demais potamotrigonideos do Rio Negro (Paratrygon aiereba, Potamotrygon
sp. e P. schroederi). De fato, todas as espécies de arraias do Rio Negro possuem
valores de eletrolitos (Na*, CI, K* e Ca*?) e niveis de atividade da Na'/K*-ATPase
renal muito semelhantes. Muito embora com balango ibnico negativo em relagdo ao
ambiente estas arraias possuem um ativo mecanismo renal para reabsorver
eletrélitos e evitar perdas ainda maiores para o meio (ver Parte Il e IV deste
estudo).

A condrofauna da bacia do Rio Tapajos ainda é desconhecida. Foi registrada
a ocorréncia para as espécies Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro,
Potamotrygon orbignyi, e duas espécies novas endémicas, Potamotrygon sp.1
“pretinha-P14-ltaituba” e Potamotrygon sp.2 “arraia jabuti” (Maria Lucia Goes de
Araujo, comunicagao pessoal). Exemplares de uma espécie nado identificada, aqui
denominada de Potamotrygon sp.3 foram encontrados entre os municipios de
Itaituba e Aveiros. Esta nova espécie encontra-se em fase de estudo (Marcelo de
Carvalho, comunicacao pessoal). A diversidade de espécies de Potamotrygonidae
no Rio Tapajos pode estar associada as feigdes geoldgicas comuns naquela area. A
regido de ltaituba, no Estado do Para, possui inumeras cachoeiras e corredeiras.
Algumas das espécies do grupo roseta-ocelado (Potamotrygon sp.1, P14-ltaituba e
Potamotrygon sp.2, arraia-jabuti) parece nao ocorrer a jusante dessas cachoeiras
(M.L.G. Araujo, comunicagdo pessoal), e Potamotrygon sp.3 pode n&o ocorrer a
montante das cachoeiras existentes entre Sao Luis do Tapajés e Pimental
(observagao pessoal; Marcelo de Carvalho, comunicagdo pessoal). De maneira
similar & condrofauna da bacia do Tocantins-Araguaia (ver RINCON, 2006), as
cabeceiras dos tributarios do Rio Tapajos podem conter inumeras espécies novas.
Por exemplo, os povos indigenas Mundurukus da regido de Jacareacanga (Alto Rio
Tapajés) relatam a presenga de uma arraia sem ferrdo comum nos igarapés e nas
margens do Rio Tapajos daquela regido.

Atualmente, o regime pluvial da regiao Norte governa o pulso hidrolégico dos
rios amazodnicos. A alternancia de periodos chuvosos na parte meridional e
setentrional da bacia Amazbnica garante uma alimentagcdo diferenciada dos
afluentes do Rio Amazonas (SIOLI, 1984). Uma antecipagdo ou um prolongamento
das enchentes nas duas vertentes provocam o chamado “fenbmeno de

interferéncia”, responsavel pela subida extraordinaria das aguas do Rio Amazonas
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em quase toda a sua extensdo (SALATI & VOSE, 1984). Nessas condigbes os
afluentes séo represados na sua foz fazendo com a agua do rio principal adentre
varios quildmetros alterando significativamente as variaveis abidticas (SANTOS &
TOFOLLI, 1988). E o que acontece com o Rio Tapajos. A foz desse rio é afogada
pelo Rio Amazonas formando uma ria. Embora o Rio Tapajos seja classificado como
um rio de agua clara este possui coloragao verde-azulada. Em geral, possui baixa
condutividade elétrica (~14 uS/cm) e TDS (~8 mg/L) semelhantes aos valores
observados no Rio Negro. Entretanto, os valores de pH ficam proximos aos valores
registrados para o Rio Amazonas (~pH 6,5). Proximo da foz desse rio, as algas
formam um “bloom” de consisténcia viscosa, provavelmente, indicando forte
influéncia do Rio Amazonas e/ou fonte de poluicdo naquele trecho (observagao
pessoal). Ao longo de trés décadas, as intensas atividades antropicas (extragao de
ouro e calcario) modificaram drasticamente a qualidade da agua do Rio Tapajos.
Provavelmente, os picos nos valores de condutividade elétrica e TDS observados no
municipio de Aveiros podem estar associados a poluicdo local. No geral, na regiao
estudada o Rio Tapajés parece ser bem mais homogéneo fisico-quimicamente do
que os trechos estudados no Rio Amazonas e no Rio Negro. Provavelmente, isto se
deve a auséncia de grandes ftributarios neste trecho. Sugere-se que nessas
condigbes, a area estudada no Rio Tapajés tende a formar habitats estaveis
favorecendo o endemismo das espécies supramencionadas. Com base nisso,
podemos inferir que os limites da distribuicdo geografica das espécies endémicas
daquela regiao sao: (i) A foz do Rio Tapajos, onde as bruscas diferengas fisico-
quimicas entre este rio e 0 Rio Amazonas limitam a distribuicdo de muitas espécies
e; (i) as inumeras cachoeiras entre S&o Luis do Tapajés e Pimental onde o
substrato rochoso, correnteza e geomorfologia local dificultam colonizagdo a
montante.

Em sintese, a flutuagdo espacial nas variaveis fisicas e quimicas das aguas
dos grandes rios amazdnicos se deve as descargas dos afluentes que abastecem o
canal principal. Embora heterogéneos, os rios Amazonas, Negro e Tapajos
conservam caracteristicas fisicas e quimicas peculiares ao tipo agua onde séo
classificados: agua branca, preta e clara, respectivamente. Estas diferencas fisicas e

quimicas provavelmente impdem barreiras hidrograficas, as quais podem ter
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favorecido os processos de especiacdo por adaptacdo divergente, ou ainda

mantendo os focos de endemismo para varias espécies de arraias de agua doce.



PARTE I

Morfologia Funcional
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CAPITULO 2

MORFOLOGIA FUNCIONAL DAS BRANQUIAS DAS ARRAIAS DE AGUA
DOCE (POTAMOTRYGONIDAE: ELASMOBRANCHII)

Palavras-chave: Morfologia  branquial, Potamotrygonidae, Células
pavimentosas, Células mucosas, Células cloreto.
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INTRODUCAO

As branquias sdo os mais importantes sitios de troca gasosa, regulagao
ibnica e manutencdo do equilibrio acido-base em teledsteos. Para varios
autores, as branquias dos elasmobranquios sao consideradas o principal sitio
para a respiragcado e regulagdo acido-base relacionada ao transporte de ions
(HUGHES et al., 1986; PIERMARINI et al., 2002). No entanto, inicialmente foi
sugerido que as branquias destes peixes tivessem um papel secundario na
regulacao ibnica devido a presenca da glandula rectal, que secreta ativamente
NaCl (BURGER & HESS, 1960), porém, recentemente foi observado que a
remogao da glandula rectal do tubardo Squalus acanthias ndo altera o balango
idbnico. Wilson et al. (2002) sugeriram que as branquias dos elasmobranquios

tém papel importante na regulagao iénica.

Na década de 1980, a maioria dos estudos sobre morfologia das
branquias de elasmobranquios enfatizou a descrigcdo da vascularizacéo arterio-
arterial nos filamentos branquiais de tubardes e arraias marinhas (HUGHES,
1984; HUGHES et al., 1986). Recentemente, tem sido dada énfase a
identificacdo das células ricas em mitocondrias (ou células cloreto) e
localizagdo de trocadores ibnicos em elasmobranquios marinhos eurialinos e
estenoalinos (WILSON et al., 2002; PIERMARINI et al., 2002; EVANS et al.,
2005, CHOE et al, 2007), entretanto sdo poucos os estudos com
elasmobranquios estenoalinos de agua doce (WOOD et al., 2002; WOOD et
al., 2003; IP et al., 2003; TAM et al., 2003)

As arraias da familia Potamotrygonidae sao os unicos elasmobranquios
de agua doce restritas as bacias hidrograficas da América do Sul
(COMPAGNO & COOK, 1995) e sao consideradas esteno-halinas. A distingao
entre arraias de agua doce esteno-halinas e euri-halinas pode ser descrita
pelas suas diferengas osmorregulatérias. Por exemplo, as arraias euri-halinas
da familia Dasyatidae, Himatura signifer (TAM et al., 2003) e Dasyatis sabina
(PIERMARINI & EVANS, 1998) sao diferentes dos membros da familia
Potamotrygonidae devido aos valores de uréia > 200 mmol/L, e pelos valores

de osmolalidade plasmatica >600 mOsmol/kg. Os potamotrigonideos possuem
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caracteristicas unicas relacionadas a evolugdo no ambiente de agua doce, as
quais incluem a supressdo do acumulo de uréia no sangue, a atrofia da
glandula retal e a utilizagdo de eletrdlitos como solutos osmorreguladores
(THORSON et al., 1967; THORSON et al., 1978; MARTIN, 2004).

Considerando que estudos morfofuncionais das branquias de teledsteos
marinhos e de agua doce tém revelado caracteristicas interessantes quanto a
adaptacao aos diferentes ambientes aquaticos (HUGHES, 1984; EVANS et al.,
1999; EVANS et al., 2005; FERNANDES et al., 2007), o estudo da morfologia
branquial das arraias de agua doce pode contribuir para uma melhor
compreensao da funcdo dessas estruturas, bem como os mecanismos de
adaptacao aos diferentes ambientes aquaticos da bacia Amazénica.

Portanto, o presente estudo descreve a morfologia das branquias de
seis espécies de arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae, com uma

abordagem morfofuncional dos principais componentes do tecido branquial.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Espécimes de arraias da familia Potamotrygonidae foram capturados na
bacia do Rio Negro (S0°49’; W62°51"), Arquipélago de Mariua, préximo da
cidade de Barcelos (Estado do Amazonas) e na llha de Colares (S0°55;
W48°17’), Baia de Marajo (Estado do Pard), estuario amazonico com o Oceano
Atlantico (Tabela 1). Na bacia do Rio Negro, as arraias foram coletadas no
periodo noturno, nas praias e/ou igapds, com auxilio de rapichés e/ou pugas e
mantidas na agua do local de coleta por um periodo de 24-72 horas. Em
Colares, as arraias foram coletadas por meio de arrasto de praia (praia do
Humaita) durante a vazante; e mantida na mesma agua aerada e renovada

constantemente por um periodo de até 24 horas.

Tabela 1. Biometria: peso (médiaterro padrdo) e largura do disco, LD), nuamero
amostral (N) e local de captura das espécies de Potamotrygonidae.

Espécies N Peso (g) LD (cm) Local

Paratrygon aiereba 176,7 £26,7 16,5+3,4 Rio Negro
390,0£29,3 19,3+1,5 Rio Negro
388,8+47,4 20,1+5,7 Rio Negro
3779+61,8 19,6+6,2 RioNegro
206,3+124 16,5+0,8 llhade Colares

254,7+259 17,6+1,5 llhade Colares

Potamotrygon sp. (cururu)
Potamotrygon schroederi
Potamotrygon motoro

Potamotrygon obignyi

W W W w w s

Potamotrygon scobina

As arraias foram irreversivelmente anestesiadas com MS-222 (Sigma
Co.) tamponado (pH 7,4). Os arcos branquiais foram cuidadosamente retirados
e separados individualmente. Os arcos do lado direito foram fixados em
solugédo Bouin (48h) e mantidos em etanol 70% apds remogéo do excesso da
solugdo fixadora; os do lado esquerdo foram fixados em solugdo de
glutaraldeido 2,5% tamponado com 100 mM de tampéo fosfato pH 7,4 e
armazenados em glutaraldeido 0,5% tamponado com a mesma solugéo

tampao.
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Apos fixagao, o numero de filamentos das hemibranquias de cada arco

branquial foi contado e o comprimento dos filamentos foi medido.

Microscopia de Luz

Amostras de cada um dos arcos branquiais fixadas com Bouin foram
desidratadas em série crescente de etanol (70 a 100%), diafanizadas em xilol,
embebidas e incluidas em historesina (Leica), seccionada (3 ym), coradas com
azul de Toluidina e observadas em um microscépio de luz (OLYMPUS BX51)
com uma camera de video acoplada a um microcomputador.

Para analise histoquimica e imuno-histoquimica, as amostras de cada
um dos arcos branquiais foram desidratadas em série crescente de etanol (70
a 100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina. Cortes (6
pum) sagitais ao filamento branquial foram corados com Alcian Blue pH 2,5 e
Peridic Acid of Schiff (PAS) para localizagdo e identificagdo de células
mucosas (CMs), ricas em mucosubstancias acidas e neutras, respectivamente
e observados em um microscoépio de luz (OLYMPUS BX51) descrito acima.

A localizagdo das células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase (CCs-NKA) foi
realizada por método imuno-citoquimico. Apds a remogao da parafina, os
cortes foram lavados em tampéo fosfato de potassio-salino (TPS, 10 mM, pH
7,4). As ligagcdes nao especificas foram bloqueadas apods a adicdo de H,O,
10% durante 20 min, seguido de soro de cabra (20% com Triton X-100, 0,1%)
durante 20 min. Os cortes foram incubados durante 12h (“overnight”) com o
anticorpo primario anti-Na*/K*-ATPase (IgGa5, desenvolvido pelo Dr.
DOUGLAS FRAMBOUGH, Developmental Studies Hybridoma Bank,
Department of Biological Sciences, University of lowa, USA) diluido 1:100 em
TPS com Triton X-100, 0,1%. O excesso de anticorpo foi removido em duas
lavagens de TPS durante 10 min cada. O segundo anticorpo conjugado com a
peroxidase anti-peroxidase (IgG goat anti-mouse Peroxidase, GAMPO) diluido
1:150 em TPS foi adicionado, sendo que os cortes foram incubados durante 1
h. O excesso foi retirado por meio de duas lavagens em TPS (10 min cada).
Todas as incubagdes foram realizadas em baixa temperatura (~10 °C) em
camara umida e escura. A identificacdo das CCs-NKA imunoreativas foi

realizada com solugdo de DAB (0,05 mg L™ de 3-3-diaminobenzidina diluido
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em TPS, pH 7,4) com sulfato de niquel Il aménio (0,25%) em H,0, (0,015%). A
coloragcéo apareceu entre 5 a 10 min. A reagao foi interrompida com agua
destilada. Os cortes foram desidratados em série crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e montados com Entellan (Merck). Controle negativo foi
obtido pela omiss&o do anticorpo primario (IgGa5), seguido de incubagdo com
0 2° anticorpo e coloragdo como descrita acima. A quantificacdo das CCs-NKA
foi realizada em perfis de 3 cortes/arco branquial em 3 individuos/espécie em
cada um dos cinco arcos branquiais. As contagens das CCs-NKA foram
efetuadas aleatoriamente em 50 campos nos espacgos interlamelares
(flamento) e nas lamelas. As lamelas e os espacos interlamelares de cada
arco branquial foram mensurados para evitar efeito do comprimento desses
componentes sobre o numero de CCs-NKA. O numero de CC-NKA ¢é expresso
por milimetro de espaco interlamelar ou por lamela. Todas as medidas foram
realizadas em um microscépio Olympus BX51 acoplado a uma céamera de
video e um microcomputador com o software C.A.S.T. System (Olympus,

Denmark).

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras aleatdrias de filamentos branquiais foram fixadas em
glutaraldeido (GTA)-tamponado (2,5%) em 100 mM de tampao fosfato pH 7,4.
As amostras pré-fixadas foram submetidas ao tratamento para retirada do
excesso de muco por meio de imersdao em glicerol 16% por 24 h seguido de
etanol 20% por mais 24 h, e lavagens sucessivas em tampao fosfato 100 mM
pH 7,4. Em seguida, as amostras foram desidratadas em solugao crescente de
etanol: 50, 70, 80, 90, 95 e 100% e em 2 banhos de HMDS (1,1,1,2,2,2-
hexamethydisilazani) e secas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram fixadas em suporte com cola da prata, metalizadas com ouro
99% e examinadas em um MEV FEG Philips (em 5 kV) do Departamento de
Engenharia de Materiais (DEMA/UFSCar).

Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)
Amostras aleatérias dos filamentos branquiais fixadas em glutaraldeido

(GTA) 2,5% tamponado em 100 mM de tampao fosfato pH 7,4 foram pos-
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fixadas com tetroxido de ésmio 1,0% tamponado em 100 mM de tampao
fosfato pH 7,3, contrastadas em bloco com acetato de uranila com sacarose
(10,5%), desidratadas em solucdo crescente (30-100%) e embebidas em
resina SPURR Low Viscosity-Embedding Kit (EMS). Cortes semi-finos (0,5 um)
foram obtidos com o ultra-micrétomo Leica UltraCut, em seguida corados com
azul de toluidina. Os cortes ultra-finos (60-90 nm) foram contrastados com
acetato de uranila saturada e citrato de chumbo (solugdo de Reynolds) e
observados em um MET Philips CM 120 em 80 kV.

Anélises estatisticas

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilzado a priori para analisar a
distribuicdo normal dos dados (numero de CCs-NKA). Em alguns casos, os
dados foram log-transformados para que fossem submetidas a analise de
variancia (ANOVA) paramétrica seguida de um teste pos hoc, teste de Tukey
para determinar as diferencas no numero de CCs-NKA entre os arcos
branquiais. Em todos os casos, o nivel de significancia aceito foi de 5%
(P<0,05).

RESULTADOS

O corpo das arraias é achatado dorso-ventralmente (Fig. 1A), e as
branquias possuem a mesma organizagdo basica dos elasmobranquios
marinhos, constituidas por cinco pares de arcos branquiais (Figuras 1B). A
agua que entra tanto pelo espiraculo quanto pela boca chega a cavidade
orofaringea (Fig. 1C) é forcada a passar pelas branquias até a camara
parabranquial (Fig. 1D). O primeiro arco branquial (arco hidideo) possui apenas
uma fileira de filamentos branquiais (hemibranquia posterior) e os demais arcos
possuem duas hemibranquias (holobranquias) que se projetam a partir da
barra branquial sendo separadas pelo septo interbranquial. A sustentagéo do
septo interbranquial é efetuada pelos tecidos muscular, conjuntivo e pelos raios
cartilaginosos (Fig. 2A) que se estendem da barra branquial (Fig. 2B) até a
parede corporal na fenda branquial formando a camara parabranquial (Fig.

2C). As fileiras de filamentos branquiais que estao dispostas paralelamente ao
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septo interbranquial e sdo continuas a ele formando o canal septal entre as

lamelas e o septo interbranquial (Fig. 2D).

Figura 1. (A). Regido ventral de um juvenil de Potamotrygon aff. orbignyi. (B)
localizagdo dos cinco pares de arcos branquiais, sendo o 1° arco
denominado de arco hidideo; (C) sentido do fluxo de agua dentro da
cavidade orofaringea; (D) camara peribranquial por onde a agua flui entre
as hemibranquias até chegar a cavidade parabranquial (ponta da seta).
Barras: 1 cm.
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Figura 2. (A) Septo branquial demonstrando os raios cartilaginosos (setas). (B)
detalhes da barra branquial e da camara peribranquial (seta) observados a
partir da cavidade orofaringea. (C) cavidade parabranquial. (D) canal septal
(setas) entre as lamelas secundarias. Barras: (A) e (B) 2 mm; (C) 1,5 mm;
(D) 1 mm.
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Em todas as hemibranquias observa-se uma “protuberancia” localizada
na primeira metade do comprimento do filamento formando um arranjo paralelo
ao arco branquial (Fig. 3A e B). O numero de “protuberancias” em cada
filamento varia de individuo para individuos, e também entre diferentes
especies. A protuberéncia é revestida pelos mesmos tipos celulares que
constituem o epitélio do filamento. Podem ser observadas numerosas células
pavimentosas, e raramente células mucosas e células cloreto (Fig. 3C e D).
Internamente a protuberancia é constituida por tecido conjuntivo mucoso, com
células semelhantes aos fibroblastos que estdo imersos em uma extensa
matriz extracelular alcian blue-positiva (Fig. 3E e F).

A morfometria dos componentes branquiais (nUmero e comprimento dos
filamentos) de alguns representantes da familia Potamotrygonidae esta
representado na Fig. 4. O numero de filamentos em cada holobréanquia varia
entre os arcos branquiais (74-103 filamentos/hemibranquia). Geralmente, a
hemibranquia posterior do 2° e a anterior do 3° arco branquial possuem mais
filamentos que as hemibranquias dos demais arcos branquiais. O numero e o
comprimento do filamento variam entre as espécies estudadas. O comprimento
do filamento ao longo do comprimento do arco apresenta um padréao
assimétrico nas diferentes regides da hemibranquia (ventral, mediana e
dorsal). Os filamentos sao curtos nas extremidades dos arcos branquiais € na
regido mediana do arco branquial, e sdo longos nas hemibranquias

posteriores.
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Figura 3. (A) Disposicdo dos filamentos branquiais de Paratrygon aiereba
demonstrando a presenga de uma “protuberancia” em cada filamento. (B)
Detalhes das protuberancias nos filamentos observados em Microscopia
Eletrénica de Varredura. (C) e (D) demonstram que a protuberancia é revestida
por células pavimentosas. (E) Protuberancia observada em microscopia de luz e
corada com Alcian blue+PAS (pH 2,5) sugerindo a presenga de tecido conjuntivo
mucoso (verde). (F) Detalhes do tecido conjuntivo mucoso com células
semelhantes aos fibroblastos (seta). Barras= (A) 5 mm; (B) 100 uym; (C) 25 pm;
(D) 10 pm; (E) 40 pm; (F) 5 pm.
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Figura 4. Comprimento dos filamentos das hemibranquias anteriores (A) e posteriores (B) de trés potamotrigonideos: Paratrygon aiereba
(largura do disco, LD= 17,5 cm; peso= 210 g), Potamotrygon sp. (LD = 14 cm; peso= 345 g) e Potamotrygon orbignyi (LD= 17,1 cm; peso=
245 Q).
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Os filamentos que se estendem da barra branquial (Fig. 5A) tém sua
regido aferente (“trailing edge”) inseridas no septo interbranquial (Fig. 5B).
Nessa regidao, localiza-se a artéria filamentar aferente que se ramifica em

arteriola e preenche o espago com sangue no interior das lamelas (Fig. 5C, D,
SR> o n D | e
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Figura 5. (A) Corte transversal ao filamento branquial de Paratrygon aiereba mostrando
as lamelas secundarias. (B) Detalhes da regiao aferente do filamento branquial de
Potamotrygon orbgnyi indicando a artéria filamentar aferente (seta). (C)
Microscopia eletrénica de varredura de P. motoro mostrando em um fragmento
branquial a distribuicdo das lamelas, a localizagdo das artériolas lamelares aferente
(ALA) e eferente (AFE), o sentido do fluxo de agua (seta continua) e do fluxo de
sangue (seta tracejada). (D) Em detalhes, a regido eferente das lamelas. (E)
Componentes das lamelas branquiais (seta) e do espaco interlamelar (ponta de
seta) de Potamotrygon sp. (arraia cururu). Barras: (A) 200 um; (B) 20 um; (C) 250
pum; (D) 25 pym; (E) 20 ym.
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O epitélio do filamento branquial é formado por multicamadas de células
(4-6 camadas). As células pavimentosas (CPVs) revestem a camada mais
superficial e s30 as mais numerosas (3.257,3 células/mm?). Em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), as CPVs de Paratrygon aiereba possuem
normalmente microvilosidades na superficie apical, enquanto nas demais
espécies observam-se comumente microdobras curtas. Em algumas CPVs de
P. motoro, as microvilosidades sdo similares as encontradas nas células
cloreto da regido da “trailing edge” do filamento branquial. Em alguns casos, a
distingdo entre tais células torna-se dificil em pequenos aumentos (Fig. 6A e
B). Em Paratrygon aiereba observam-se numerosos orificios na superficie das
CPVs (Fig. 7A, B e C). Em microscopia eletrbnica de transmissao (MET), a
regidao sub-apical das CPVs contém numerosas vesiculas com material
electrondenso (Fig. 8A) que coincide com a mesma regido sub-apical PAS-
positiva (Fig. 8B, C e D) das CPVs analisadas em microscopia de luz (ML). Em
ML, as camadas inferiores do epitélio do filamento apresentam células PAS
e/ou azul de Alcian positiva. As células Alcian blue-positivas, em geral, sdo
encontradas nas camadas logo abaixo da superficie do epitélio. As demais
células sdo PAS e/ou azul de Alcian. As células da camada basal do filamento
sao Alcian blue e PAS-negativas (Fig. 8C).

As células mucosas (CMs) estao distribuidas nas bordas do filamento
branquial (nas regides aferente e eferente do filamento). As CMs sao grandes
e apresentam forte reacdo positiva com o PAS ou Alcian blue (Fig. 9A, B e C).
A CM parece estar envolvida por células menores com nucleo fusiforme
similares as células mio-epiteliais observada em vertebrados superiores. Além
disso, a regido apical das CMs tende a manter contato com a camada mais
externa do epitélio branquial (Fig. 9 D). Em ML e em MEV, podem ser
observadas numerosas CMs (199,4 célulassmm?) na regido aferente do
filamento branquial de P. motoro (Fig. 9 A/E) sendo que todas as CMs
apresentam orificios na sua superficie apical (Fig. 9 E,F). Estas células sao

raramente encontradas na lamela e/ou no espacgo interlamelar.
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Figura 6. (A) Microscopia eletrénica de varredura da superficie do filamento e das
lamelas mostrando as células pavimentosas (CPVs) e célula cloreto (seta) de
Potamtrygon motoro. (B) Em detalhes, os possiveis morfotipos de CPVs em
relagdo a morfologia superficial e electrondensidade; em muitos casos, as CPVs
sdo semelhantes as células cloreto (setas). Barras: (A) 20 ym; (B) 10 ym.
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Figura 7. (A) Fotomicroscopia eletronica de varredura mostrando as células epiteliais
da lamela secundéria de Paratrygon aiereba. (B e C) Detalhes dos poros
observados na superficie apical das células pavimentosas. Barras: (A) 10 um; (B)
2um; (C) 1 ym.
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Figura 8. (A) Microscopia eletrbnica de transmissao de uma célula pavimentosa
demonstrando a presenca de inumeras vesiculas sub-apicais. (B) Corte
transversal do filamento branquial de Potamotrygon sp. (cururu) indicando que
as células pavimentosas (CPVs) das lamelas possuem reacao Alcian-blue (pH
2,5) + PAS-positivas. (C) Microscopia de luz demonstrando que as CPVs do
filamento sdo Alcian-blue (pH 2,5) + PAS-positivas. (D) Os detalhes da regiao
sub-apical da CPV com forte reagdo com o PAS. Barras: (A) 2 ym; (B) 40 pym;
(C) 20 pym; (D) 5 pm.
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Figura 9. Microscopia de luz mostrando as numerosas células mucosas no
filamento branquial de Potamotrygon motoro (A) e P. schroderi (C). Detalhes
das células mucosas Alcian-blue (pH 2,5) + PAS-positivas de P. motoro (B) e de
Paratrygon aiereba coradas em azul de toluidina (D). Fotomicroscopia eletronica
de varredura mostrando as provaveis células mucosas gigantescas (setas) do
filamento branquial de P. motoro (E) Detalhes da superficie apical de uma célula
mucosa (F). Barras: (A) 20 um; (B) 10 ym; (C) 40 pm; (D) 10 pym; (E) 50 ym; (F)
5pum.
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As células cloreto imuno-positivas para a enzima Na'/K*-ATPase podem
ser encontradas tanto no filamento quanto nas lamelas das seis espécies de
potamotrigonideos estudadas (Fig. 10 A-F). Porém, as CCs-NKA sdo mais
frequentes no espaco interlamelar da regido aferente (“trailing edge”) do
filamento (165+13/mm em P. schroederi; 166£17/mm em Potamotrygon sp.;
124+18mm em P. orbignyi; 201£16/mm em P. scobina; 81£17/mm em P.
motoro e 104+10/mm de espago interlamelar em Paratrygon aiereba), e em
menor numero nas lamelas (2,3+0,3/mm em Potamotrygon sp.; 12+3/mm em
P. orbignyi; 28+6/mm em P. scobina; 17+£3/mm em P. motoro e 14+4/mm de
lamela em Paratrygon aiereba), exceto em Potamotrygon schroederi, na qual
ha grande quantidade de CCs-NKA (40+7/mm de lamela) distribuidas em todo
epitélio lamelar (Fig. 11).

Em Potamotrygon sp. (arraia cururu), espécie endémica das aguas
pretas, acidas e pobre em ions do Rio Negro, as CCs-NKA encontradas nas
lamelas sao isoladas e distribuidas aleatoriamente no epitélio lamelar. No
entanto, as CCs-NKA encontradas no filamento estdo regularmente
distribuidas formando complexos multicelulares (Fig. 12A) compostos por 7-8
células cuja superficie apical compartilha um pequeno canal com 7,6£0,3 um
de didametro (Fig. 12B). Em MEV, as aberturas dos canais dos complexos
multicelulares das CCs-NKA podem observadas entre o0s espacgos
interlamelares (Fig. 12C e D).

Em todas as espécies estudadas, a imuno-reatividade para a Na'/K’-
ATPase (NKA) na célula cloreto € intensa na periferia do citoplasma sugerindo
que as unidades da NKA estao localizadas na membrana basolateral da célula
(Fig. 13 A,B). Estudos em MET evidenciam a auséncia de sistema labirinto-
tubular membranoso no citoplasma das células cloreto de Potamotrygon sp.
Porém, demonstra a presengca de moderadas invaginagdes entre as ceélulas
cloreto que constituem o complexo multicelular. Ao contrario do que era
esperado, estas células possuem apenas uma quantidade moderada de
mitocdndrias, e em alguns casos, indicando a presenga de material pouco
electrondenso entre as cristas mitocondriais (Fig. 14 A,B). A regido apical das
células cloreto do complexo multicelular em Potamotrygon sp. possui

numerosas microvilosidades, além disso, o contato célula-célula nessa regido &
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marcado pela presenga de inumeras invaginagbes de membrana (Fig 14 C,D).
Em MEV, a regido apical da célula cloreto localizadas na regido basal da

lamela de Potamotrygon sp. possui inumeras microvilosidades (Fig. 14 E, F).

Figura 10. Corte transversal ao filamento branquial mostrando a distribuicdo das
células cloreto imuno-positivas para a Na'/K*-ATPase nas lamelas e no filamento
do 4° arco branquial de diferentes espécies de arraias de agua doce: (A)
Potamotrygon schroederi, (B) Potamotrygon sp., (C) P. orbignyi, (D) P. scobina, (E)
P. motoro, (F) Paratrygon aiereba. Barras: 10 pym.
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Figura 11. Variacdo (médiaterro padrdao, N=3 para cada espécie) no numero de
células cloreto imuno-positivas para a Na*/K* - ATPase (CC-NKA) por milimetro
de filamento (El) ou por lamela secundaria (LS) nos arcos branquiais dos
potamotrigonideos. (*) significativamente diferente (P<0,05) dos demais arcos
branquiais. (a) indica diferenca (P<0,05) dos arcos IlI, Il e IV. (b) diferente
significativamente (P<0,05) dos arcos lll, IV e V. (c) indica diferenga (P<0,05) dos

arcos | e ll.
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Figura 12. (A) Corte sagital ao filamento branquial de Potamotrygon sp. (arraia cururu)
demonstrando que o complexo multicelular € constituido por células cloreto
imuno-positivas para Na*/K* -ATPase. (B) Detalhes dos complexos multicelulares
nos espacgos interlamelares. (C) Microscopia eletrénica de varredura mostrando
as provaveis aberturas dos canais (setas) dos complexos multicelulares
localizados entre os espacgos interlamelares. (D) Em detalhes, a abertura de um
dos complexos multicelulares. Barras: (A) 20 ym, (B) 10 ym, (C) 25 ym, (D) 2 ym.
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Figura 13. (A) Células imuno-positivas para células cloreto ricas em Na'/K*-ATPase
em P. schroederi. Notar maior intensidade de imuno-localizagdo na regido
basolateral da célula cloreto (seta). (B) Células cloreto imuno-positivas para a
Na'/K*-ATPase presentes na lamela de P. schroederi. Barras indicam: 10 ym.
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Figura 14. (A) Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) demostrando a auséncia de um
sistema membranoso labirinto-tubulo-vesicular no citoplasma das células cloreto de
Potamotrygon sp. (arraia cururu). (B) Detalhes das invaginagdes proximas a regido sub-apical
das células cloreto. (C) Detalhes em MET do complexo multicelular de células cloreto de
Potamotrygon sp. (D) Detalhes em MET da regido sub-apical e apical das células cloreto
demonstrando a presenga de mitocéndrias e microvilosidades apicais curtas. (E) Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) das branquias de Potamotrygon sp. mostrando uma célula
cloreto na lamela secundaria. (F) Detalhe em MEV da superficie da célula cloreto mostrando
as inumeras microvilosidades. Barras: (A), (B), (D) e (F) 2 ym; (C) 5um; (E) 10 pm.
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DISCUSSAO

A organizagao geral das branquias de 6 espécies (das cerca de 11
encontradas na Amazoénia) de arraias de agua doce amazdnicas da familia
Potamotrygonidae segue o mesmo padrdao encontrado nos demais
elasmobranquios marinhos e eurialinos. Tipicamente, cinco pares de arcos
branquiais estdo presentes na camara branquial sendo que o primeiro arco
(arco hidideo) é constituido por uma hemibranquia anterior (HUGHES, 1984).
Nos demais arcos, o septo interbranquial separa cada hemibranquia (ver
EVANS et al., 2005 para recente revisao).

De acordo com Hughes (1984), a agua que entra pelo espiraculo e/ou
pela boca para a cavidade orofaringea segue por entre as lamelas, pelos
canais septais, para a camara parabranquial até sair pelas fendas branquiais.
Funcionalmente, o que separa a cavidade orofaringea da camara
parabranquial € uma resisténcia branquial formada pelos filamentos branquiais
e lamelas secundarias. Este € o padrao basico em todas as espécies, porém
nos potamotrigonideos observa-se a presenga de uma “protuberancia” em
cada filamento branquial. Até o presente momento, ndo ha relato da presenca
de tais estruturas nos filamentos branquiais de elasmobranquios ou em outras
classes de peixes (LAURENT, 1984; EVANS et al., 2005). Além disso, n&o ha
um padrdo especifico, .6, na mesma espécie observam-se de 1-3
protuberancias enfileiradas nos filamentos branquiais, e também varia de
especie para espécie.

Histologicamente, a camada submucosa da protuberéncia é constituida
por tecido conjuntivo mucoso, indicando a presenca de células semelhantes
aos fibroblastos imersos em uma matriz extracelular Alcian-blue positiva. Em
vertebrados superiores este tecido embora firme é extremamente flexivel.
Possivelmente, nos potamotrigonideos a presengca de uma protuberancia na
regiao medial do filamento branquial influencia o caminho e a distribuicdo do
fluxo de 4gua ao longo do comprimento do filamento.

Estudos sobre morfologia branquial de elasmobranquios sao
relativamente escassos. Em termos praticos, as medidas das dimensdes

fisicas das branquias podem auxiliar e complementar os dados sobre as
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funcdes de trocas gasosas (HUGHES et al., 1982; HUGHES, 1984), ibnicas
(EVANS et al., 1999; EVANS et al., 2005) e equilibrio acido-base (CLAIBORNE
et al., 2002) nas branquias de peixes. O arranjo e a forma dos filamentos
branquiais dos potamotrigonideos sdo similares aos de outros
elasmobranquios (HUGHES, 1984).

Entre os potamotrigonideos o numero de filamentos é bastante variavel,
tanto entre os arcos branquiais, quanto entre as espécies. Hughes (1984)
observou que, na maioria dos peixes, o numero de filamentos nas duas
hemibranquias de uma mesma holobranquia tende a ser similar. Esta mesma
tendéncia foi observada nos potamotrigonideos. O numero de filamentos
branquiais ndo é profundamente afetado pelo crescimento, mas o comprimento
total do filamento € uma fungdo da idade dos peixes (HUGHES, 1984;
HUGHES et al.,, 1986). Provavelmente, isto pode explicar a grande
variabilidade interespecifica nas medidas de comprimento dos filamentos dos
exemplares de Potamotrygonidae estudados. Segundo Hughes (1984), o
comprimento do filamento é uma das mais importantes dimensdes
morfométricas usadas no calculo da area branquial, uma vez que a medida da
area superficial da lamela secundaria € um procedimento extremamente dificil.

Informagdes preliminares baseadas em morfometria estereolégica do
sistema respiratorio branquial de potamotrigonideos revelam que estas arraias
possuem uma grande area de superficie respiratoria que varia de 3,0 cm2/g em
Potamotrygon sp a 8,0 cm?/g em P. schroederi (COSTA, O.T.F., DUNCAN,
W.P., ARAUJO, M.L.G., FERNANDES, M.N., dados ndo publicados). Tais
valores podem ser extremamente elevados, se o estilo de vida do animal for
levado em consideragao. A area respiratoria e a distancia de difusdo de gases
sdo altamente correlacionadas com o estilo de vida e o habitat dos peixes (DE
JAGER & DEKKERS, 1975). Assim sendo, os potamotrigonideos parecem
violar este paradigma.

As arraias de agua doce (Potamotrygonidae) possuem baixa mobilidade
e, normalmente formam populacbes locais com baixa capacidade de
disperséo, provavelmente sao territoriais e filopatricas (FREDERICO, 2006;
RINCON, 2006a). Além disso, possivelmente este estilo de vida pode estar

associado a baixa taxa metabolica. No entanto, a area superficial branquial de
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P. schroederi é superior a de muitos elasmobranquios predadores ativos, como
o tubardo-branco, Carcharodon carcharias (5,1 cm?g) (EMERY &
SZCZEPANSKI, 1986), e préoximo de 12,3 cm2/g do atum, Thunnus thynnus
(DE JAGER & DECKKERS, 1975), um valor anatomicamente comparavel ao
pulmao de mamifero (ver revisdo de PERRY, 1992).

A espessura da barreira agua-sangue (distancia de difusdo de O;) na
lamela secundaria dos potamotrigonideos ¢é similar a de muitos
elasmobranquios. Por exemplo, para duas espécies que vivem no Rio Negro,
os valores da espessura de difusdo agua-sangue foram estimados em 3,6 um
para Potamotrygon sp. € 5,1 ym para P. schroederi (COSTA, O.T.F., DUNCAN,
W.P., ARAUJO, M.L.G., FERNANDES, M.N., dados ndo publicados). Estes
valores s&o préximos do estimado para a arraia marinha, Raja montagui (4,8
pm) (BUTLER, 1999). Elasmobranquios normalmente possuem barreira agua-
sangue mais espessa que teledsteos (HUGHES, 1984; BUTLER, 1999), mas a
distancia de difusdo agua-sangue tende a nado ser homogénea ao longo da
lamela, e entre as lamelas de um mesmo filamento (HUGHES, 1984). Estas
variagdbes podem ser explicadas pelas mudangas e/ou alteragcbes na
distribuicdo das células que constituem o epitélio branquial (FERNANDES &
PERNA-MARTINS, 2002; KATOH & KANEKO, 2003; EVANS et al., 2005).

Nos peixes, o0 epitélio que reveste os filamentos branquiais e as lamelas
secundarias ndo forma apenas uma distinta barreira entre os ambientes
externo e interno, mas possui um papel critico nas mais importantes fungdes
branquiais, tais como transporte de gases (PERRY, 1997), osmorregulacao
(MARSHALL & BRYSON, 1998; EVANS et al., 1999; EVANS et al., 2005) e
equilibrio acido-base (CLAIBORNE & EVANS, 1992; CLAIBORNE et al., 2002).
O epitélio branquial dos potamotrigonideos € constituido pelos mesmos tipos
de células diferenciadas que caracterizam o epitélio dos demais peixes: célula
pavimentosa (CPV), célula mucosa (CM) e célula cloreto (CC).

Em maior numero, as CPVs recobrem quase toda a superficie das
lamelas secundarias e do filamento, incluindo o espago interlamelar. A
membrana apical das CPVs pode apresentar microvilosidades ou microdobras,
cujo padrao varia entre espécies e também varia dentro do préprio epitélio de

um mesmo individuo. A superficie apical da maioria das CPVs possui
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microvilosidades em Paratrygon aiereba e microdobras nos demais
potamotrigonideos. Em alguns casos, a similaridade na aparéncia superficial
das CPVs e CCs dos potamotrigonideos torna dificil uma distingao entre os
dois tipos celulares baseada apenas nas suas caracteristicas superficiais. Tais
caracteristicas também foram observadas no epitélio branquial do tubario
Squalus acanthias (WILSON et al., 2002) e na arraia euri-halina Dasyatis
sabina (EVANS et al., 2005). De acordo com Evans et al. (2005), estas
projecdes provavelmente aumentam a area de superficie funcional do epitélio e
podem ter um papel importante tanto na manutengdo do muco na superficie
branquial, quanto na hidrodinAmica do fluxo de agua ao produzir
microturbuléncias na superficie epitelial da lamela aumentando a eficiéncia de
troca gasosa. Em peixes de agua doce, existem evidéncias que as CPVs tém
papel importante na tomada de ions e equilibrio acido-base (PERRY, 1997;
EVANS et al., 1999; EVANS et al., 2005).

Em agnatas e elasmobranquios marinhos, as CPVs possuem granulos
secretores apicais ou vesiculas contendo muco que, posteriormente se fundem
com a membrana celular apical (EVANS et al., 1999; EVANS et al., 2005). As
CPVs dos potamotrigonideos apresentam reagao citoquimica PAS-positiva,
indicando a presenca de mucosubstancias neutras. Detalhes ultraestruturais da
regido sub-apical das CPVs dos potamotrigonideos evidenciam a presenca
dessas vesiculas sub-apicais contendo provavelmente material mucoso.

As CMs em Potamotrygonidae estdo distribuidas principalmente nas
bordas externa e interna do filamento branquial e sdo raras nos espacgos
interlamelares e nas lamelas. O emprego de métodos citoquimicos (reagéo
com Alcian blue e PAS) indica que as CMs dos potamotrigonideos sintetizam
mucosubstancias acidas e neutras. Como estas células s&o grandes, a
secregcao do material mucoso pode ser auxiliada por células similares as
células mio-epiteliais. Mucosubstancias acidas podem prevenir a proliferagao
de microrganismos patogénicos na superficie epitelial (MITTAL et al., 1994);
enquanto as mucosubstancias neutras podem estar associadas a protecio e
lubrificagdo do epitélio branquial contra o atrito (SIBBING & URIBE, 1985).

As arraias sdo bentdbnicas e tém como habito se enterrar na areia;

portanto, suas mucosas normalmente se expdem as particulas de sedimentos
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durante a resuspensao do sedimento. Assim, as CPVs e as CMs no filamento
branquial das arraias de agua doce desempenham um papel essencial na
producao de muco para lubrificacdo, protecao fisica e microbiolégica. Segundo
Handy & Eddy (1991), o muco que recobre o epitélio branquial dos peixes de
agua doce apresenta maior concentragdo de Na' e CI" do que a &agua
circundante. Isto pode ser de extrema importancia para os mecanismos de
transporte iGnico no epitélio branquial das arraias de agua doce, principalmente
para Paratrygon aiereba, Potamotrygon schroederi, P. motoro, P. aff. orbignyi e
Potamotrygon sp., espécies que vivem nas aguas pobres em ions do Rio
Negro.

Em se tratando de mecanismos de transporte ibnico, as CCs sao
consideradas as mais importantes células do epitélio branquial devido ao seu
papel na regulacéo idnica (PERRY et al., 1992; PERRY, 1997; MARSHALL &
BRYSON, 1998). Diferente da maioria dos teledsteos, as CCs dos
elasmobranquios marinhos possuem uma membrana basolateral com
invaginagcdes moderadas (LAURENT, 1984). Estudos ultraestruturais das CCs
dos potamotrigonideos indicam que estas células sdo semelhantes aquelas
observadas nos representantes marinhos. Isto explica a forte marcagao imuno-
histoquimica (anticorpo contra a Na*/K*-ATPase) na periferia e, sobretudo, na
regido basolateral das CCs-NKA das arraias de agua doce. Varios autores
sugerem que estas invaginagdes na regiao basolateral sdo os provaveis sitios
de localizagéo da Na*/K*-ATPase (PISAM et al., 1990; PIERMARINI & EVANS,
1998; PIERMARINI & EVANS, 2000) e da V-H'-ATPase (PIERMARINI &
EVANS, 2001; PIERMARINI et al., 2002).

Quase todas as descrigdes morfolégicas das CCs tém sido realizadas
primariamente em peixes marinhos (PISAM, 1981; PISAM et al., 1990) ou
eurialinos (KOTOH & KANEKO, 2003; KATOH et al., 2003). Poucos estudos
foram realizados em elasmobranquios, incluido as espécies euri-halinas.
Recentemente, Evans et al. (2005) descreveram as CCs das branquias de
Dasyatis sabina, uma arraia euri-halina que também vive na agua doce. Nesta
arraia, a CC possui um denso agrupamento de microvilosidades na superficie

apical. Em microscopia eletrénica de varredura, a superficie apical da maioria
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das CCs dos potamotrigonideos tem a mesma aparéncia daquelas descritas
para D. sabina.

Diferente das CPVs, as CCs ocupam apenas uma pequena proporgao
(<10%) da area epitelial das branquias (PERRY, 1997; EVANS et al., 2004;
EVANS et al., 2005). Além disso, enquanto as CPVs s&o encontradas em todo
epitélio branquial, as CCs sao usualmente comuns na regido aferente (“trailing
edge”) do filamento e, na maioria dos peixes sdo raramente encontradas no
epitélio da lamela secundaria (PERRY, 1997; EVANS et al., 2005). Contudo,
em algumas espécies, sob certas condi¢des ambientais (por exemplo, aguas
pobres em ions) podem proliferar na lamela (FERNANDES & PERNA-
MARTINS, 2002; KATOH & KANEKO, 2003).

Em todas as arraias da familia Potamotrygonidae a distribuicdo das CCs
imuno-positivas para Na*/K*-ATPase (CCs-NKA) ocorre preferencialmente nos
espacos interlamelares na regido aferente do filamento branquial, e podem
ainda ser encontradas difusas no epitélio da lamela secundaria. Em P.
schroederi, uma espécie comum nas aguas pretas, acidas e pobre em ions da
bacia do Rio Negro, as CCs-NKA sao numerosas nas lamelas. A presenga de
CC-NKA na lamela branquial tem sido descrita para a D. sabina capturada na
agua doce (PIERMARINI & EVANS, 1998; PIERMARINI & EVANS, 2000). De
acordo com estes autores, o aumento do numero de CC-NKA nas lamelas e
nos espacgos interlamelares possivelmente representa um mecanismo de
regulagao ibnica para criar um elevado gradiente eletrogénico para absorgao
de Na' e CI a partir de um meio extremamente hipo-iénico em relacdo ao
animal (para revisdes recentes, ver EVANS et al., 2004; EVANS et al., 2005).
Isto pode ser particularmente vantajoso para as espécies que vivem nos
habitats ionicamente pobres do Rio Negro, tais como Paratrygon aiereba,
Potamotrygon motoro, P. aff. orbignyi, Potamotrygon sp. e P. schroederi.

A distribuicdo das CCs-NKA entre os arcos branquiais dos
potamotrigonideos provavelmente pode estar associada a hidrodinamica do
fluxo de &agua. Pois, na maioria das espécies, as CCs-NKA s&o mais
numerosas nos 3° e 0 4° arcos branquiais. Este padrdao corrobora os dados
sobre atividade especifica da Na'/K*-ATPase (NKA) de Paratrygon aiereba e

Potamotrygon sp. (ver capitulo 4). Assim, a distribuigdo assimétrica das CCs-
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NKA e os niveis de atividade da Na'/K'-ATPase entre os diferentes arcos
branquiais impdem cautela sobre a escolha de qual arco branquial devera ser
utilizado para estudos sobre osmorregulagao de uma dada espécie.

Em Potamotrygon sp., as CCs-NKA localizadas nos espacgos
interlamelares formam complexos multicelulares cuja organizagao histolégica &
similar a uma cripta. Este padrao de organizagao ainda nao foi encontrado nas
demais espécies de potamotrigonideos estudadas. Grupos de CCs formando
complexos multicelulares (com outras CCs ou células acessorias) sdo comuns
em teledsteos marinhos e raros em peixes de agua doce (HWANG, 1988;
KATOH & KANEKO, 2003; EVANS et al., 2005). Foi observada organizagao
similar de CCs no epitélio opercular do teledsteo eurialino Rivulus marmoratus
aclimatado a agua doce (MARSHALL et al.,, 1997), porém, até o presente
momento n&o havia sido descrito em elasmobranquios.

O papel dos complexos multicelulares de CCs e a presenca apenas em
Potamotrygon sp. ainda sdo desconhecidos. Além disso, € instigante investigar
se estas estruturas estdo relacionadas ao endemismo desta espécie e/ou a
sua distribuicdo geografica restrita a bacia do Rio Negro (ver capitulo I).
Todavia, a formacao de complexos multicelulares de CCs nesta espécie inspira
algumas implicagdes sobre a histéria evolutiva e ecofisiologia da familia
Potamotrygonidae.

Potamotrygon sp. € uma espécie basal dentro da familia
Potamotrygonidae (MARQUES, 2000; TOFOLLI, 2006). Como discutido no
capitulo |, se a familia Potamotrygonidae € monofilética (LOVEJOY et al., 1998;
MARQUES, 2000; TOFOLLI, 2006), poder-se-ia assumir que os complexos
multicelulares de CCs representariam reliquias morfolégicas do ancestral dos
potamotrigonideos. Porém, até o presente momento tais estruturas ainda nao
foram observadas nas demais espécies de arraias de agua doce e,
principalmente, em Paratrygon aiereba que é a espécie mais basal dentre
todos os membros da familia Potamotrygonidae. Os complexos multicelulares
de CCs em Potamotrygon sp. pode ndo ser um trago plesiomorfico, mas uma
autapomorfia dentro do grupo. Os mais recentes estudos filogenéticos

baseados em dados moleculares sugerem que o género Potamotrygon é
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polifilético, pelo menos parcialmente, o que poderia explicar a presenca dos
complexos multicelulares de CCs apenas em Potamotrygon sp.

Do ponto vista osmorregulatério, os complexos multicelulares de CCs
podem ter ser importante para a tolerdncia de Potamotrygon sp. as aguas
pobres em ions da bacia do Rio Negro. Em elasmobranquios, a presencga do
septo interbranquial cria uma resisténcia adicional a 4gua que passa por entre
as lamelas que, posteriormente corre pelo canal septal (BUTLER, 1999).
Assim, a localizagdo dos complexos multicelulares de CCs na regido aferente
do filamento (“trailing edge”) pode ser vantajosa para a troca idnica, uma vez
que estas estruturas estdo profundamente associadas ao compartimento
arterio-venoso da regidao aferente (“trailing edge”) do filamento. A presenca
destas estruturas provavelmente pode estar relacionada a secrecdo de H* para
0 meio aquatico, do mesmo modo como fazem as células parietais gastricas.
Os elasmobranquios secretam acidos em seus estdmagos contra um forte
gradiente de concentracdo (KOELZ, 1992), esta secrecdo de H' tem sido
atribuida ao sistema néao-eletrogénico de transporte antiporte H'/K* - ATPase
(JAISSER & BEGGAH, 1999). Recentemente, Choe et al. (2004)
demonstraram que as glandulas gastricas e as branquias da arraia euri-halina
Dasyatis sabina expressam H'/K* - ATPase. Nesta espécie, a H'/K" - ATPase
localiza-se nas mesmas CCs ricas em Na'/K* - ATPase e, que além da
excrecdo de H*, tais células podem ser responsaveis pela absorcdo de K,
principalmente durante aclimatagcdo no ambiente de agua doce (CHOE et al.,
2004).

O atual modelo de absorcdo de Na*, ClI e excre¢édo de H" e HCO5 para
D. sabina foi proposto por Evans et al. (2004). Para estes autores, as CCs-NKA
possuem um trocador apical eletroneutro Na*/H*, enquanto as células cloreto
ricas em V-H' - ATPase possuem outro trocador eletroneutro CI/HCOs5'.
Recentemente, Choe et al. (2007) observaram que o mesmo mecanismo de
absorcdo de Na® também estd presente em Squalus acanthias, um
elasmobréanquio marinho estenoalino. Portanto, isto sugere um mecanismo
bastante conservativo e que, provavelmente, pode estar presente nas CCs das

arraias da familia Potamotrygonidae.
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Em resumo, as branquias das arraias de agua doce da familia
Potamotrygonidae apresentam a mesma organizagdo basica encontrada nos
demais elasmobranquios. No entanto, a presenca de uma “protuberancia” no
filamento branquial provavelmente pode influenciar a hidrodindmica afetando a
resisténcia branquial e direcionando o fluxo de agua para regides especificas
ao longo do filamento branquial. No epitélio branquial, as CPVs também estao
relacionadas a producdo de mucosubstancias neutras, enquanto as CMs
produzem mucosubstancias neutras e acidas, sendo encontradas nas bordas
externas dos filamentos branquiais, e ausentes nas lamelas e nos espaco
interlamelares. As CCs-NKA sdo abundantes no espaco interlamelar,
principalmente na regido aferente (“trailing edge”) do filamento. Em
Potamotrygon sp., as CCs-NKA se organizam e formam complexos
multicelulares, as quais provavelmente aumentam a eficiéncia na absorcédo de
Na®, K*, CI" e excrecdo de base, material nitrogenado e H* para um ambiente

extremamente acido como as aguas da bacia do Rio Negro.
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CAPITULO 3

MORFOMETRIA BRANQUIAL, Na*/K" -ATPase E CELULA CLORETO DE
Paratrygon aiereba E Potamotrygon sp. (ELASMOBRANCHII:
POTAMOTRYGONIDAE)

Palavras-chave: Morfometria branquial, Paratrygon aiereba, Potamotrygon sp., Na*/K"
-ATPase, Células cloreto
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INTRODUCAO

As branquias sao 6rgaos multifuncionais. Sao estruturas especializadas em
varias fungdes, incluindo troca gasosa, osmorregulagdo, equilibrio acido-base, e
excrecdo de produtos de nitrogenados (EVANS et al., 2005). Por causa destas
multiplas fungdes, as branquias tém sido intensivamente estudadas dentro de uma
perspectiva morfologica e fisiologica (PERRY, 1997; CLAIBORNE et al., 2002;
FERNANDES et al., 2007). Contudo, a despeito dessa vasta informag&o, a maioria dos
estudos morfologicos e/ou fisioldgicos freqientemente considera as holobranquias ou
arcos branquiais como unidades estruturais idénticas dentro do sistema branquial
(PERRY & FARRELL, 1989).

Alguns estudos tém demonstrado a natureza morfolégica heterogénea dentre os
arcos branquiais (HUGHES, 1984; HUGHES et al., 1986; KARAKATSOULI et al.,
2006). Hughes & Morgan (1973) foram um dos primeiros a propor que o segundo arco
branquial € o mais representativo em termos de area de superficie. Hughes (1984)
estabeleceu e desenvolveu a metodologia necessaria para estudos morfofuncionais.
Assim, a maioria dos estudos sobre morfologia e fisiologia branquial foi realizada no
segundo arco branquial. Recentemente, Karakatsouli et al. (2006) descreveram os
detalhes morfométricos das branquias de Spaurus aurata e, encontraram que o terceiro
arco branquial € o mais representativo em termos de area de superficie branquial.
Wootten (1974) baseado na distribuicdo de parasitas sobre o epitélio branquial sugeriu
que cada arco branquial possui fluxo de agua diferenciado. Porém, a heterogeneidade
fisioldgica entre as holobranquias foi demonstrada em Pleurinectes flesus. Lyndon &
Brechin (1999) sugeriram que nesta espécie o primeiro arco branquial é
consistentemente mais ativo para a sintese protéica do que o segundo e terceiro arco
branquial. Considerando que as branquias sao estruturas multifuncionais, nenhum
estudo foi realizado para investigar se as diferencas morfométricas entre os arcos
branquiais influenciam nos processos osmorregulatérios, principalmente na atividade
especifica da Na'/K*-ATPase e na distribuicéo e localizacdo das células cloreto.

A Na'/K'-ATPase (NKA) é uma bomba eletrogénica que impulsiona a maioria
dos sistemas de transporte i6nico branquial (MARSHAL & BRYSON, 1998). Como nos
demais peixes, esta enzima exerce um papel crucial para 0os processos 0sSmo-

ionorregulatorios dos elasmobréanquios (EVANS et al., 2004). Neste grupo, a NKA
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localiza-se na regido basolateral das células cloreto (WILSON et al., 2002; EVANS et
al., 2005). Um anticorpo para a sub-unidade a desta enzima serve como marcador
imuno-citoquimico especifico para a célula cloreto (PIERMARINI & EVANS, 2000;
KANEKO & KATOH, 2004). Em Squalus acanthias, um elasmobranquio marinho, foi
demonstrado uma forte correlacdo positiva entre a atividade da NKA e o numero de
células cloreto (WILSON et al.,, 2002). As células cloreto ricas em NKA tém papel
essencial na tomada de ions pelas branquias, sobretudo, em ambientes de baixa
salinidade. Segundo Piermarini & Evans (2000), em Dasyatis sabina a diferenga na
atividade da NKA branquial esta positivamente correlacionada com as mudancas na
expressao da NKA e, portanto, provavelmente relacionada ao numero de células
cloreto imuno-positivas para a NKA (CC-NKA). Além disso, a abundancia relativa e a
atividade especifica da NKA branquial estavam negativamente correlacionadas com o
aumento da salinidade ambiental (PIERMARINI & EVANS, 2000; EVANS et al., 2004).
Porém, nenhum estudo foi realizado sobre atividade da NKA e distribuicido das
CC-NKA no epitélio branquial das arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae.
Do mesmo modo, nenhum estudo foi realizado para verificar as variagdes na atividade
especifica da enzima NKA entre os diferentes arcos branquiais. Ou ainda, se a
atividade da NKA é uma funcdo do numero de célula cloreto ou das caracteristicas
morfométricas de cada arco branquial. Portanto, o principal objetivo deste estudo foi
caracterizar a morfometria branquial, estimar a atividade da enzima Na'/K*-ATPase e o
numero de células cloreto imuno-positivas para a NKA em Paratrygon aiereba e
Potamotrygon sp. para determinar qual a contribuicdo individual dos arcos branquiais

para 0s processos osmo-ionorregulatorios das arraias de agua doce.

MATERIAL E METODOS

Exemplares de Potamotrygon sp. (236,9+21,6 g; 17,5£1,3 cm largura de disco;
N= 09) e Paratrygon aiereba (639,1£61,3 g; 25,4+1,1 cm largura de disco; N= 13)
foram capturados com auxilio de rapichés e/ou pugas no Arquipélago de Mariua, no
Rio Negro (municipio de Barcelos, AM). Apos as coletas, as arraias foram mantidas em
tanque-rede para aclimatizacdo por um periodo de 24-48 h. Apds isto, os animais
foram anestesiados (MS-222, Sigma Co.) e sacrificados por meio de contuséo

espinhal.
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Todos os cinco pares de arcos branquiais foram cuidadosamente removidos.
Um dos quais foi congelado (em Na-liquido) para posterior analise da enzima Na*/K*-
ATPase, enquanto outro fixado em solugdo Bouin. As caracteristicas morfométricas
dos filamentos branquiais (numero e comprimento total) foram determinadas. O
comprimento do filamento foi realizado por meio de medidas sistematizadas dos
filamentos branquiais, a partir da regiao ventral, conforme Saroglia et al., 2007.

Amostras de cada um dos cinco arcos branquiais (apenas a hemibranquia
posterior) foram desidratadas e incluidas em parafina. Os cortes de 6 ym sagitais ao
filamento branquial foram obtidos por meio de um micrétomo MICROM HM360. A
localizagdo das células cloreto ricas em Na'/K*-ATPase (CC-NKA) foi realizadas por
métodos imuno-citoquimicos, modificados a partir de Piermarini & Evans (2000).
Brevemente, os cortes foram desparafinizados, e, em seguida lavados em tampao
fosfato de potassio-salino (TPS, 10 mM, pH 7,4). As ligagbes ndo especificas foram
bloqueadas apo6s a adi¢ao de H,O, 10% durante 20 min, seguido de soro de cabra
(20% em TPS com Triton X-100, 0,1%) durante 20 min. Os cortes foram incubados
durante a noite com o anticorpo primario anti- a-5 Na*/K*-ATPase (1:100 em TPS com
Triton X-100, 0,1%). Apds isso, os cortes foram lavados em TPS durante 10 min. Os
cortes foram incubados durante 1 hora em um segundo anticorpo conjugado com a
Peroxidase anti-peroxidase (IgG goat anti-mouse Peroxidase) diluido 1:150 em TPS. O
excesso foi retirado por meio de lavagens em TPS por 10 min cada.Todas as
incubacdes foram realizadas em baixa temperatura em camara umida e escura. A
coloragdo das CC-NKA foi realizadas com solucdo de 3-3-diaminobenzidine com
sulfato de niquel Il aménio em H;O,. A coloracdo apareceu entre 5 a 10 min. A
coloragdo nao se desenvolveu quando o anticorpo primario (IgGa5) foi omitido nas
seccgoes controle.

A identificacdo das CC-NKA foi realizada em perfis de 3 cortes/animal (3
animais/espécie) em cada um dos cinco arcos branquiais. Foram realizadas 50
contagens independentes e aleatérias (nas lamelas e nos espacos interlamelares,
separadamente). Os espagos interlamelares e as lamelas foram mensurados. Os
resultados estdo expressos em total de CC-NKA por milimetro de espagos
interlamelares ou lamelas. Todas as medidas foram realizadas utilizando um
microscopio Olympus BX51 acoplado a uma camera de video e um microcomputador

com o software C.A.S.T. System (Olympus, Denmark).
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A determinagdo da atividade da Na'/K'-ATPase (NKA) segue conforme
McCormick (1993). Os ensaios da NKA foram analisados independentemente em cada
arco branquial. Os homogeneizados foram preparados em tampao SEI (Sacarose, 0,3
M; EDTA, 20 mM; Imidazol, 0,1 M) em baixa temperatura a 7.000 rpm usando um
homogeneizador (Dispersor Extratur, Quimis), e, entdo centrifugados (Sigma 30-K)
durante 30 min a 12.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi usado para determinagao dos
niveis de proteinas totais e da atividade da NKA. A atividade da enzima foi realizada
nas seguintes condigdes de ensaio: 1ug de proteina: 1uL de tampao contendo NaCl
(100 mM), MgCl; (5 mM), KCI (13 mM), ATP (3 mM) e imidazol (30 mM). Um segundo
ensaio foi realizado simultaneamente contendo os mesmos reagentes, exceto KCI, e o
inibidor da Na*/K*-ATPase (ouabaina). O fosfato inorganico produzido pela hidrélise do
ATP foi determinado pelo método de Fiske & Subbarow (1925). A atividade da enzima
Na*/K*-ATPase foi definida como sendo a diferenga entre o fosfato liberado na mistura
de ensaio na presenca e auséncia de ouabaina. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 620 nm (Spectrum SP-2000 UV) e a atividade especifica expressa em
umoles de Pi/ mg proteina/h.

Os resultados estao apresentados como médiazterro padrao da média. Os dados
da atividade especifica da enzima Na*/K*-ATPase entre os arcos branquiais individuais
foram testados quanto a normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov). As diferengas entre
0s arcos branquiais foram analisadas por meio de uma ANOVA nao-paramétrica (teste
Kruskal-Wallis). A andlise de correlagdo de parcial foi realizada entre as variaveis
osmo-ionorregulatorias (niveis da Na*/K*-ATPase versus somatério das células cloreto
presente no espacgo interlamelar e na lamela de cada arco branquial= filamento+lamela)
e variaveis morfométricas (numero e comprimento total de filamentos) presentes em
cada arco branquial individual. Em todos os testes, o nivel de significancia foi
estabelecido em 5% (P<0,05).
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RESULTADOS

Morfometria branquial

Para uma visdo quantitativa geral, o numero total, o comprimento total e o
comprimento médio de filamento de todo o sistema branquial para as duas espécies de
Potamotrygonidae estao apresentados na Tabela 1, enquando a morfometria dos arcos
branquiais individuais em Paratrygon aiereba e Potamotrygon sp., estdo apresentados
nas figuras 1A e 1B, respectivamente. Como em muitos elasmobranquios, o primeiro
arco branquial possui apenas uma hemibranquia (posterior). O numero de filamentos
diminui do Il para o V arco branquial, sendo a que a primeira hemibranquia (I arco
branquial) possui tamanho similar as holobranquias do V arco em ambas as espécies.
Os filamentos do | arco branquial sdo mais curtos que os demais arcos branquiais.
Usualmente, os filamentos do Il e Il arcos branquiais sdo mais longos que os demais.
Os filamentos das hemibranquias craniais (anteriores) sdo ligeiramente mais curtos
que das hemibranquias caudais (posteriores), facilmente observado em Potamotrygon
sp. Ao longo do arco branquial, os filamentos mais curtos estdo inseridos na regiao
mediana do arco branquial, enquanto os mais compridos est&do localizados nas regides

ventrais e dorsais.

Tabela 1. Morfometria de alguns dos componentes branquiais de Paratrygon aiereba (N=4;
176,7+26,7 g; largura do disco= 16,5%£3,4 cm) e Potamotrygon sp. (N=3; 390,0+29,3g; largura
do disco= 19,3+1,5 cm).

Variaveis morfométricas P. aiereba Potamotrygon sp.
Numero total de filamentos 1571,5£13,9 1480,0+£23,7
Comprimento médio dos filamentos (mm) 5,8+0,05 5,0£0,1

Comprimento total dos filamentos (mm) 9474,4+221,8 8014,9+139,3
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Figura 1. Comprimento dos filamentos das hemibranquias anterior e posterior nos cinco arcos branquiais de (A) Paratrygon aiereba (LD= 18,2
cm; peso= 230 g) e (B) Potamotrygon sp. (largura do disco= 17 cm; peso= 345 Q).
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Atividade da Na'/K*-ATPase, imunolocalizac&o e distribuicdo das células cloreto

A atividade especifica da Na*/K*-ATPase (NKA) e a localizagéo e a distribui¢éo
das células cloreto ricas em NKA (CC-NKA) por espaco interlamelar (filamento) e por
lamela foram determinadas em cada arco branquial de Paratrygon aiereba (Fig. 2A) e
Potamotrygon sp. (Fig. 2B). Elevados niveis da enzima NKA foram encontradas no 1V
arco branquial de P. aiereba e Potamotrygon sp. (2,49+0,11 e 2,52+0,14 ymol Pi/mg
proteina/h, respectivamente), o qual foi significativamente maior (P<0,05) do que nos
demais arcos branquiais. A analise de correlagdo revela que a elevada atividade
especifica da NKA no IV arco branquial deve-se principalmente a grande quantidade
de células cloreto ricas em NKA (r2= 0,84; P< 0,05), e nao esta diretamente
relacionada (P>0,05) as caracteristicas morfométricas (numero e/ou comprimento dos
filamentos) dos arcos branquiais individuais. No entanto, em Potamotrygon sp., a
auséncia de significancia estatistica na correlacdo pode ser atribuida ao Il arco
branquial, no qual a elevada atividade da NKA presente neste filamento afeta a
equagao como valor “outlying” (Fig. 3). A distribuicdo das CCs-NKA nas lamelas e nos
filamentos entre as duas espécies sdo completamente diferentes. Em P. aiereba as
CC-NKA sao numerosas, porém individualmente distribuidas nos espacos
interlamelares (Fig. 4A, B), enquanto, em Potamotrygon sp., as CC-NKA organizam-se

em complexos multicelulares nos espacos interlamelares formando criptas (Fig. 4C, D).
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Figura 2. Variagao da atividade da Na*/K*-ATPase (NKA) e do numero de célula cloreto imuno-
positiva para a NKA no espaco interlamelar (EL= barras escuras) e na lamela secundaria
(LS= barras claras) em cada arco branquial da arraia (A) Paratrygon eiereba e (B)
Potamotrygon sp. (*) indica diferenca significativa em relagdo aos demais arcos branquiais.
(#) diferenga significativa em relagdo aos arcos branquiais I, Il e V. (&)
significativamente diferente em relagdo ao arco branquial 1V. (ANOVA nao-paramétrica,
Kruskal-Wallis, P<0,05).
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Figura 3. Correlagdo entre atividade da enzima Na'/K'-ATPase (NKA, pmoles Pi/mg
proteina/h) e o somatério das células cloreto imuno-reativas para a Na'/K*-ATPase (CC-
NKA) por milimetro de filamento+lamela em Paratrygon aiereba (A) e Potamotrygon sp.
(B). Os arcos branquiais estao indicados em algarismos romanos.
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Figura 4. (A e B) células cloreto imuno-positivas para Na‘'/K*-ATPase (CC-NKA) nos espagos
interlamelares e nas lamelas de Paratrygon aiereba. Fotomicrografias em secgoes
longitudinal (C) e sagital (D) ao filamento branquial de Potamotrygon sp. (arraia cururu).
Notar que nos espacos interlamelares do filamento branquial de Potamotrygon sp. as CCs-
NKA se organizam em complexos multicelulares. Barras: (A) e (C) 40 um; (B) 10 um; (D)
20 pm.
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DISCUSSAO

Os estudos sobre as dimensdes fisicas das branquias dos peixes sdo usados
para complementar os dados sobre as fungbes de trocas gasosas (EMERY &
SZCZEPANSKI, 1986; HUGHES et al., 1986; KARAKATSOULI et al., 2006). Em
termos de area branquial, tem sido demonstrado que para muitos teledsteos, o
segundo arco branquial pode ser o mais representativo (HUGHES & MORGAN, 1973;
HUGHES, 1984). E, provavelmente, por isso, muitos dos estudos sobre funcdes
respiratorias, morfologia branquial e processos osmo-ionorregulatérios foram
extensivamente realizados no segundo arco branquial. No entanto, ndo ha um
consenso sobre qual arco branquial pode ser o mais representativo em termos de
dimensbes morfométricas, uma vez que no teledsteo Sparus aurata, o terceiro arco
branquial € o mais representativo (KARAKATSOULI et al., 2006).

As branquias sdo orgaos multifuncionais (MARSHALL & BRYSON, 1998;
EVANS et al., 2004; EVANS et al., 2005). Sdo os mais importantes sitios para a troca
gasosa (PERRY, 1992), processos osmo-ionorregulatérios (FERNANDES et al., 2007),
equilibrio acido base e excrecdo de material nitrogenado (MARSHALL & BRYSON,
1998; CLAIBORNE et al.,, 2002). Apesar dessa multifuncionalidade, para muitos
autores o0s arcos branquiais individuais sao considerados unidades idénticas
(LYNDON, 1994). Porém, a possibilidade de que arcos branquiais especificos possam
contribuir em graus diferenciados a uma dada fungao branquial foi proposta por Lyndon
& Brechin (1999). Estes autores apresentaram evidéncias que no linguado
Pleuronectes flesus o primeiro arco branquial € mais ativo para a sintese protéica do
que o segundo e terceiro arco branquial e, que, provavelmente, tais diferengas estao
relacionadas a substituicdo/reposicdo de células cloreto ou a sintese de seus
componentes.

As andlises de correlacdo entre os niveis da enzima Na'/K'-ATPase (NKA),
numero de células cloreto (CC-NKA), numero de filamento e comprimento total dos
filamentos em cada arco revela que nao existe relacdo causal direta entre as variaveis
osmorregulatérias (NKA e CC-NKA) e morfométricas das brénquias. Portanto, as
caracteristicas morfométricas, tais como numero de filamentos e comprimento total dos
filamentos no arco branquial parecem nao influenciar diretamente os processos osmo-

ionorregulatérios das arraias de agua doce.
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Nas duas espécies de arraias de agua doce estudadas as células cloretos séo
numerosas no quarto arco branquial. Como nos demais elasmobranquios
(PIERMARINI & EVANS, 2000; WILSON et al., 2002; EVANS et al., 2004), as células
cloreto imuno-reativas para a Na'/K*-ATPase (CC-NKA) dos potamotrigonideos est&o
usualmente distribuidas nos espacgos interlamelares, localizam-se préximas a regido
aferente do filamento branquial, contudo, em algumas espécies de arraias de agua
doce como Potamotrygon schroederi grande quantidade de CC-NKA pode ser
encontrada na lamela (ver Capitulo 2). Em tele6steos marinhos, as células cloreto
possuem um complexo sistema labirinto-tubular formado a partir de uma extensa
invaginagao da membrana basolateral (PISAM, 1981; PISAM et al., 1990). Porém, em
elasmobranquios estas invaginagdes sdo moderadas (PIERMARINI & EVANS, 2000;
WILSON et al., 2002) e provavelmente s&o os sitios de expressdo da Na*/K*-ATPase
branquial (WILSON et al., 2002). Portanto, parece evidente que o aumento na atividade
dessa enzima possa estar associado a proliferacido de células cloreto. Esta relagao
parece bem estabelecida em Paratrygon aiereba, mas nao para Potamotrygon sp. Em
P. aiereba, a forte correlacdo positiva entre atividade especifica da NKA branquial e
numero de CC-NKA presente em cada arco branquial indica que os niveis dessa
enzima podem ser o reflexo da quantidade de células cloreto presente no tecido
branquial. Assim, o quarto arco branquial passa a ser um dos mais representativos
para os processos osmorregulatérios desta espécie. Portanto se, apenas as dimensdes
morfométricas fossem levadas em consideragcdo, o segundo e o terceiro arcos
branquiais passariam a ser os mais representativos para estudos morfofuncionais das
branquias das arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae, considerando os
estudos em Paratrygon aiereba e Potamotrygon sp.

Em P. aiereba a atividade especifica da NKA estava mais elevada no quarto
branquial que nos demais. A mesma tendéncia foi observada em Potamotrygon sp.,
porém, nesta espécie ndo ha uma clara relagao entre NKA e o numero de CC-NKA. A
elevada atividade da NKA do segundo arco branquial sugere uma elevada densidade
da enzima NKA por célula cloreto-cloreto. As CC-NKA s&o numerosas no quarto arco
branquial de Potamotrygon sp. e sdo mais frequentes nos espacgos interlamelares (nos
filamentos) que no epitélio das lamelas. Porém, como discutido no Capitulo 2, as CC-
NKA desta espécie organizam-se em complexos multicelulares nos espagos

interlamelares proximos a regido aferente do filamento. Os complexos multicelulares
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sdo, provavelmente, os mais importantes sitios de tomada de ions Na® e CI, e
excrecdo de H" e HCOs". A formacgdo de complexos multicelulares é mais comum em
teledsteos marinhos (EVANS et al., 1999; KATOH & KANEKO, 2003; KANEKO &
KATOH, 2004), agnatas, como as lampréias (BARTELS & POTTER, 2004) e,
raramente, encontrada em peixes de agua doce (HWANG, 1988). Porém, até o
presente momento nao foram descritas em nenhum grupo de elasmobranquios.

Em resumo, o conflito basico entre a troca gasosa e a regulagao ibnica nas
branquias de peixes de agua doce pode ser resolvido por meio de compartilhamento
dos processos osmo-respiratorios. O segundo e o terceiro arco branquial dos
potamotrigonideos sdo o0s mais representativos em termos de dimensdes
morfométricas, porém, as variaveis morfométricas parecem nao afetar os processos
osmorregulatérios, tais como, atividade da enzima Na’/K’-ATPase e o numero de
células cloreto. A atividade dessa enzima esta intimamente relacionada ao numero de
células cloreto presente no epitélio do filamento, sendo mais elevada no quarto arco
que nos demais arcos branquiais. Portanto, como sugerido por Lyndon & Brechin
(1999), ha indicios de uma divisdo dos papéis fisiologicas e/ou uma contribuigdo

diferenciada do compromisso osmo-respiratorio entre as holobranquias dos peixes.
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CAPITULO 4

OSMORREGULAQAO}DAS ARRAIAS DE AGUA DOCE (POTAMOTRYGONIDAE:
ELASMOBRANCHII): IONS, UREIA, OSMOLALIDADE E ATIVIDADE DA Na*/K" -
ATPASE

Palavras-chave: Potamotrygonidae, Osmorregulacéo, ions, Osmolaridade, Uréia,
Na*/K* -ATPase.
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INTRODUCAO

As arraias da familia Potamotrygonidae tém distribuicdo restrita aos ambientes
aquaticos das principais bacias da América do Sul (CARVALHO et al., 2003; LOVEJOY
et al.,, 2006). De origem marinha, os ancestrais dos potamotrigonideos passaram a
tolerar o ambiente de agua doce ao longo de 20 milhdes de anos (LOVEJOY et al.,
1998; LOVEJOY et al., 2006). A habilidade dos potamotrigonideos para se adaptar em
diferentes tipos de aguas pode ser verificada pela sua ampla distribuicdo nos rios da
América do Sul. Esta familia possui representantes em todas as grandes bacias do
continente sul-americano, exceto nos rios que drenam para o Oceano Pacifico e na
bacia do rio Sdo Francisco (COMPAGNO & COOK, 1995; MARTIN, 2004). A
diversificagdo das arraias da familia Potamotrygonidae possivelmente esta relacionada
as inumeras estratégias ecofisiolégicas, porém, pouco estudadas e/ou desconhecidas.

Ao longo do periodo de isolamento dos potamotrigonideos nos corpos de agua
doce, a composi¢gao quimica e a concentragdo quimica dos principais osmdélitos dos
fluidos corporais das arraias demonstraram algumas semelhangas aos valores
encontrados nos teledsteos de agua doce, tais como baixos teores de uréia e
concentragdes similares de eletrélitos (GRIFFITH et al., 1973; GERST & THORSON,
1977). Recentemente, foram descritos os mecanismos de transporte ibnico em
Potamotrygon sp. (WOQOD et al., 2002; W OOD et al, 2003). Estes estudos
corroboram os trabalhos anteriores que sugeriram uma estreita semelhanga entre os
mecanismos osmorregulatérios das arraias de agua doce e dos teledsteos.

No ambiente de agua doce, os potamotrigonideos sao hiper-osmoéticos em
relacdo ao meio. Como a osmorregulacédo depende da relagdo entre soluto-solvente
entre os dois compartimentos (animal versus ambiente), as arraias precisam resolver
dois grandes desafios osmorregulatorios: o imenso influxo de agua e a perda excessiva
de ions. O aumento da excregdo urinaria € bem documentado em elasmobranquios
eurialinos (JANECH & PIERMARINI, 2002; ANDERSON et al.,, 2007), porém, o
aumento do fluxo urinario pode potencializar a perda idnica. Para compensar a perda
difusional (e aquela excretada pela urina), os eletrdlitos (Na*, K*, CI' e Ca*?) sdo
absorvidos ativamente pelas branquias. Por outro lado, muitos destes solutos sao
reabsorvidos ativamente pelos tubulos renais (WOOD et al., 2002; EVANS et al. 2004;
EVANS et al., 2005).
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Considerando a caréncia de informagdes sobre alguns aspectos da
osmorregulagado das arraias de agua doce da familia Potamtrygonidae capturadas em
seus ambientes naturais, este estudo apresenta um levantamento da concentragao dos
principais osmolitos e osmolalidade do plasma e do fluido perivisceral (e do fluido
uterino de duas espécies), além da atividade especifica da enzima Na'/K* -ATPase
branquial e renal em cinco espécies de potamotrigonideos tipicas da bacia do Rio
Negro (agua acida e diluida) e duas espécies que habitam a Baia de Marajé (préximo

do estuario amazoénico com o Oceano Atlantico).

MATERIAL E METODOS

As espécies de arraias de agua doce (Paratrygon aiereba, Potamotrygon
motoro, Potamotrygon schroederi, Potamotrygon sp. e Potamotrygon aff. orbignyi) que
ocorrem no Rio Negro foram capturadas no arquipélago de Mariua (S0°49’; W62°51’),
préximo da cidade de Barcelos (Estado do Amazonas), no periodo noturno, nas praias
e/ou igapos, com auxilio de rapichés e/ou pugas.

Na Baia de Maraj6é (Estado do Para), estuario amazdnico com o Oceano
Atlantico, Ilha de Colares (S0°55’; W48°17’), os exemplares de duas espécies de
arraias (Potamotrygon scobina e Potamotrygon orbignyi) foram coletadas por meio de
arrasto de praia (praia do Humaita) durante a baixa-mar. Os sitios de captura no Rio
Negro e em Colares estao indicados na Figura 1 do capitulo 1.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios (erro padréo) da biometria

dos animais capturados em ambos os ambientes.
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Tabela 1. Naumero amostral (N), valores médiosterro padrao do peso (g), largura do disco (LD,
cm) das espécies de Potamotrygonidae coletados no arquipélago de Mariua (Rio Negro) e na
llha de Colares (Baia de Marajo, estuario Amazdnico).

Espécies N Peso (g) LD (cm) Local

Paratrygon aiereba 27 316,51+ 14,4 214+29 Mariua, Rio Negro

P. motoro 15 355,2 £ 28,7 23,0+ 3,1 Mariua, Rio Negro

P. schroederi 5 191,1 £ 19,5 18,0+ 2,3 Mariua, Rio Negro

P. aff. orbignyi 18 168,0 + 18,9 175+1,5 Mariua, Rio Negro
Potamotrygon sp. 36 189,7 £ 20,4 16,5+ 2,0 Mariua, Rio Negro

P. scobina 297,3 + 22,1 19,6 £2,8 Baia Marajo, Colares
P. orbignyi 261,7 £ 21,3 18,9+2,2 Baia Marajo, Colares

Concomitante com a captura das arraias, analises das variaveis fisicas e

quimicas da agua foram realizadas por meio de um analisador multiparametro Consort

C535. Além disso, amostras de agua foram coletadas para analise dos ions ([Na'] e

[K*]) num fotdmetro de chama Digimed, DM-61. Em todos os locais de captura (Rio

Negro e Colares), as arraias foram mantidas por 24-48 h nos tanques-redes para

aclimatizagao na mesma agua onde foram capturadas (Tabela 2). Posteriormente, os

animais foram irreversivelmente anestesiados (MS-222, Sigma Co.) e o sangue foi

retirado por meio de pungado cardiaca. Em seguida, as arraias foram sacrificadas por

meio de contusdao da medula espinhal. Uma incisdo ventral expds a cavidade visceral

para a retirada do fluido perivisceral e dos rins. As branquias foram rapidamente

removidas e congeladas em tampao SEl (Sacarose 0,3 mol/L; EDTA 20 mmol/L;

Imidazol 0,1 mol/L em pH 7,4) N2-liquido para posterior analise.
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Tabela 2. Valores das variaveis fisicas e quimicas e concentragdo dos ions Na' e K'
(médiaterro padrao) nos habitats (local de captura e aclimatizagdo) das arraias do Rio Negro
(N=96; exceto ions, onde N=14) e da Baia de Marajé (N=144; exceto ions, onde N=9).

Variaveis Rio Negro Baia de Marajo”
Oxigéno dissolvido (mg/L) 4104 49+1,3
pH 43+11 55+0,1*
Temperatura (°C) 30,1+0,9 29,2+0,7
Condutividade (uS/cm) 19,3+5,2 63,6 £2,7*
TDS (mg/L) 7,7+37 55,0 +0,2*
Salinidade (ppm) 0,0 0,1

[Na'] (uM) 12,3+0,5 47,8 + 2,3*
[K'] (uM) 3,4+0,3 23,8 +1,3*

*Indica diferencga significativa, Mann-Whitney (P<0,05).
*incluindo as andlises realizadas durante a amplitude de maré (baixa-mar e preamar).

O sangue foi centrifugado (12.500 g por 5 min) e o plasma removido foi
armazenado. O plasma e o fluido perivisceral foram mantidos em N.-liquido para
anadlise da concentragdo de ions, uréia e determinacdo da osmolalidade. As
concentracdes dos ions sodio ([Na‘]) e potassio ([K']) foram determinados por
fotometria de chama (Digimed DM-61). O método colorimétrico da ortocresolftaleina-
complexona foi utilizado para determinar a concentracéo de calcio ([Ca+2]). O método
da urease foi usado para determinar a concentracdo de uréia. A concentragao de
cloreto foi determinada por meio de método colorimétrico. Em todos os ensaios
espectrofotométricos foram utilizados os “kits” comerciais In Vitro Diagnostica
(Barbacena, Sao Paulo). A osmolalidade foi estimada por osmometria usando um p-
Osmette Precision. Todos os procedimentos foram realizados em duplicatas.

As branquias e os rins foram removidos armazenados em tampao SEI. Os
homogeneizados foram preparados com o mesmo tampao descrito acima em baixa
temperatura usando um homogeneizador (Dispersor Extratur, Quimis) em 7.000 rpm, e
centrifugados (Sigma 30-K) por 30 min a 12.000 g (4 °C). O sobrenadante foi utilizado
para determinacao dos niveis de proteinas totais e da atividade da NKA. A atividade da
enzima foi realizada nas seguintes condicbes de ensaio: 1ug de proteina: 1uL de
tampao contendo NaCl (100 mM), MgCl, (5 mM), KCI (13 mM), ATP (3 mM) e imidazol
(30 mM). Um segundo ensaio foi realizado simultaneamente contendo os mesmos

reagentes, exceto KCI, mas com ouabaina (inibidor da NKA). O fosfato inorgénico (Pi)
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produzido pela hidrolise do ATP foi determinado pelo método de Fiske & Subbarow
(1925). A atividade da enzima Na'/K'-ATPase foi definida como sendo a diferenca
entre o fosfato liberado na mistura de ensaio na presenca e auséncia de ouabaina. As
leituras de absorbancia foram realizadas em 620 nm (Spectrum SP-2000 UV) e a
atividade especifica expressa em umoles de Pi/ mg proteina/h.

Os dados estédo apresentados como médiaterro padrao da média. O método de
Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a normalidade dos dados. As médias dos
valores das variaveis fisicas e quimicas da agua do Rio Negro versus Baia de Maraj6
foram comparadas usado o teste de Mann-Whitney (n&o-paramétrico). As
comparagdes entre os valores do plasma e do fluido perivisceral foram realizadas
utilizado o teste t de Student pareado. Em todos os casos, o nivel de significancia
aceito foi de 5% (P<0,05).

RESULTADOS

As concentragdes dos eletrdlitos no plasma e no fluido perivisceral das arraias
de agua doce (cinco espécies do Rio Negro e duas do estuario amazénico) estao
apresentadas na figura 1. Nas arraias que vivem nos habitats do Rio Negro, as
concentragdes de Na* plasmatico variam de 143,8 a 157,1 mmol/L, enquanto nas duas
espécies encontradas na Baia de Marajd, as concentragdes desse eletrdlito sdo 183,3
e 190,2 mmol/L em P. orbignyi e P. scobina, respectivamente. A concentracédo de Na*
no fluido perivisceral € significativamente menor (P<0,05) que a do plasma, variando
de 86,3 a 110,1 mmol/L nas arraias do Rio Negro, e 144,2 e 164,7 mmol/L nas duas
espécies coletadas na Baia de Marajo, respectivamente, P. orbignyi e P. scobina. A
concentracdo de Na* no fluido perivisceral parece refletir as caracteristicas observadas
no plasma. Nas espécies tipicas do Rio Negro, as concentragbes de CI" plasmatico
variam de 117,9 a 129,2 mM, enquanto que nas duas espécies da Baia de Marajo, a
[CI] é de 156,4 e 181,5 mM, para P. orbignyi e P. scobina, respectivamente. No geral,
nos potamotrigonideos os teores de CI" no fluido perivisceral variam de 127,7 a 162,7
mM, sendo que em Paratrygon aiereba e P. motoro, a [CI] no fluido perivisceral é
significativamente (P<0,05) mais elevada que no plasma. As concentragdes de [K'] e
[Ca*?] entre os potamotrigonideos sdo bastante semelhantes. Os niveis de [K'] variam
de 4,5 a 7,0 mM, enquanto a [Ca*?] varia de 2,3 a 2,9 mM.
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Na figura 2 estdo apresentados os valores de uréia e osmolalidade no plasma e
fluido perisceral. Em todas as espécies estudadas, as concentragdes de uréia no fluido
perivisceral (22,7 a 34,1 mM) foram mais elevadas que no plasma (1,3 a 5,3 mM). Os
valores de osmolalidade plasmaticas sdo semelhantes ao do fluido perivisceral. Como
esperado, tanto no plasma quanto no fluido perivisceral os valores de osmolalidade
refletem as variacbes nas concentragdes dos principais osmolitos. As correlacdes entre
a osmolalidade versus ([Na* + CI]) plasmatica (r*=0,66; osmolalidade=0,42x([Na* + CI
1)+208,5) e do fluido perivisceral (r?=0,63; osmolalidade=0,51x([Na* + CI1)+198,5)
foram significativas (Fig. 3). As espécies de Potamotrygonidae que habitam as aguas
diluidas e acidas do Rio Negro possuem valores de osmolalidade do plasma entre 307
a 340 e do fluido pervisceral variando de 290 a 331,6 mOsmol/kg, enquanto nas
espécies que habitam o estuario amazdnico os valores de osmolalidade plasmatica
variam de 352 e 366 e do fluido perivisceral em 354,5 e 358,7 mOsmol/kg em
Potamotrygon orbignyi e P. scobina, respectivamente.

A atividade da enzima Na'/K" -ATPase (NKA) foi estimada nas branquias e nos
rins das espécies de potamotrigonideos (Tabela 3). A atividade da NKA branquial varia
de 1,8 a 2,9 ymol/mg proteina/h nas arraias de agua doce. Nas espécies que vivem no
Rio Negro os niveis da NKA renal variam de 8,4 a 11,3 ymol Pi/mg proteina/h,
enquanto que nas espeécies que habitam o estuario amazdnico os valores desta enzima
nos rins variam de 5,3 e 6,6 ymol Pi/mg proteina/lh em P. scobina e P. orbignyi,
respectivamente. No geral, a atividade da NKA ¢é 3,6 vezes mais elevada nos rins que

nas branquias.
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Figura 1. Concentracdo de ions (médiaterro padrao) plasmaticos (preto) e do fluido perivisceral (branco) em Potamotrygonidae coletados no
Arquipélago de Mariua, Rio Negro (Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro, P. schroederi, P. aff. orbignyi e Potamotrygon sp.) € na llha
de Colares, Baia de Marajo, estuario amazénico (P. scobina e P. orbignyi). (*) Indica diferenca significativa entre valores do plasma e do

fluido perivisceral, test t-pareado (P<0,05).
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Figura 2. Niveis de uréia e osmolalidade (médiaterro padrdo) do plasma (preto) e fluido
perivisceral (branco) em Potamotrygonidae coletados nas agua pretas, acidas e pobres em
ions da bacia do Rio Negro (Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro, P. schroederi, P.
aff. orbignyi e Potamotrygon sp.) e na llha de Colares, no estuario do Rio Amazonas com o



91

Capitulo 4

Oceano Atlantico (P. scobina e P. orbignyi). (*) Indica diferenga significativa entre valores
do plasma e do fluido perivisceral, test t-pareado de Student (P<0,05).
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Figura 3. Correlagédo entre a média dos valores de osmolalidade versus somatorio da [Na'] e
[CI] no plasma (O) e do fluido perivisceral (@) dos potamotrigonideos coletados na bacia
do Rio Negro e no estuario amazénico (llha de Colares): 1. P. aff. orbignyi; 2.
Potamotrygon sp. (cururu); 3. P. motoro; 4. P. schroederi; 5. Paratrygon aiereba; 6.
Potamotrygon orbignyi e 7. P. scobina, sendo que os numeros em azul correspondem aos
valores para o plasma e em vermelho para o fluido perisceral.
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Tabela 3. Atividade da Na'/K*-ATPase (umoles Pi/mg proteina/h) branquial e renal em alguns

Potamotrygonidae.

Espécies Branquias Rins

Paratrygon aiereba 1,9+0,5 8,4+0,9
Potamotrygon motoro 2,9+0,5 11,3+2,3
P. schroederi 2,8+0,3 10,2+2,0
P. aff. orbignyi 2,5+0,4 8,5+1,6
Potamotrygon sp. 2,7+0,5 9,8+1,7
P. scobina 2,1+£0,6 5,3+1,1
P. orbignyi 1,8+0,7 6,6+£1,9

Valores estdo apresentados como médiaterro padrdo e N=21 (P. aiereba), 13 (P. motoro), 5
(P. schroederi), 12 (P. aff. orbignyi), 33 ( Potamotrygon sp.), 7 (P. scobina) e 6 (P. orbignyi).

As espécies P. scobina e P. orbignyi foram capturadas na llha de Colares (estuario do Rio
Amazonas), enquanto as demais foram coletadas no Rio Negro (agua acida e pobre em ions).
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DISCUSSAO

Um dos primeiros relatos sobre o perfil dos osmalitos nos fluidos corporais das
arraias da familia Potamotrygonidae foi descrito por Thorson et al. (1967). A despeito
da grande dificuldade na identificacdo das espécies, estes autores demonstraram que
o plasma (e os demais fluidos corporais) dos potamotrigonideos possui composi¢céo
quimica e concentragcao de osmolitos semelhantes aos encontrados nos teledsteos de
agua doce. As caracteristicas do plasma dos potamotrigonideos sao completamente
diferentes dos elasmobranquios marinhos e/ou eurialinos (ver Figura 3) (GRIFFITH et
al., 1973; GERST & THORSON, 1977; BITTNER & LANG, 1980; WOOD et al., 2002).
Em todas as espécies deste estudo, as concentragcdes dos eletrdlitos e uréia sao
extremamente baixas se comparados com representantes marinhos ou eurialinos
(PIERMARINI & EVANS, 1998; EVANS et al., 2004; EVANS et al., 2005). Porém, as
variagdes nas concentragdes dos ions e osmolalidade dos fluidos corporais sao
espécie-especifica e podem estar relacionadas as caracteristicas fisicas e quimicas de

seus habitats.

As espécies de potamotrigonideos que habitam as aguas proximas do estuario
amazonico acumulam mais osmdlitos (Na®, CI" e uréia) em seus fluidos corporais
(plasma e fluido perivisceral) que as espécies-irmas que vivem nas aguas diluidas do
Rio Negro. Consequentemente, possuem maiores valores de osmolalidade nos
compartimentos corporeos. Estas observagbes sdo consistentes com os estudos
realizados em duas populagdes de Paratrygon aiereba capturadas em diferentes
habitats na Amazénia (ver Capitulo 6). Exemplares de P. aiereba coletados no sistema
rio Solimées/Amazonas também acumulam mais eletrélitos no plasma e no fluido
perivisceral do que aqueles capturados no Rio Negro. Para espécies euri-halinas, os
teores dos eletrdlitos no plasma estdo associados a osmolalidade do ambiente
aquatico. Elasmobranquios eurialinos marinhos (como Carcarhinus leucas, Urolophus
jamaicensis e Leucoraja ocellata) quando mantidos em ambiente de agua doce
apresenta reducdo significativa na [Na’], [CI] e [uréia] plasmatica, e conseqiente
diminuicdo da osmolalidade no plasma (SULIKOWSKI & MAGINNIS, 2001;
SULIKOWISKI et al., 2003; PILLANS & FRANKLIN, 2004).
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Figura 4. A. Valores representativos de osmolaridade (mOsmol/L) e teor de uréia plasmatica
(mmol/L); B. Concentragdo de ions Na® e CI plasmaticos (mmol/L) de varios
elasmobranquios marinhos, eurialinos, potamotrigonideos e teledsteos de agua doce. Em
Potamotrygonidae e em teledsteos de agua doce, os teores de uréia no plasma s&o
geralmente <5 mM. No geral, as caracteristicas do sangue dos potamotrigonideos sao
similares aquelas encontradas nos teledsteos de agua doce. Valores adaptados de Evans
et al. (2005).
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Elasmobranquios que vivem na agua doce sao hiper-osméticos em relagédo ao
meio (SHUTTLEWORTH, 1988). Para manter o balango osmoético, Dasyatis sabina
(uma arraia euri-halina) precisa excretar um imenso volume de urina altamente diluida
a uma taxa 2,5 a 10 vezes superior do que os teledsteos de agua doce (JANECH &
PIERMARINI, 2002) e 9 a 15 vezes maior do que elasmobranquios marinhos (CHOE &
EVANS, 2003). A despeito dos rins para produzir um fluido com pouco soluto,
provavelmente, a urina é o principal meio de perda i6nica (LACY & REALE, 1995;
HAZON et al., 2003). Este argumento pode parcialmente explicar os baixos valores de
eletrolitos (Na* e CI') e osmolalidade nos fluidos corporais das arraias do Rio Negro,
em relacao as espécies do estuario. WOOD et al. (2002) estudaram os fluxos idnicos
de Na® e CI unidirecionais e demonstraram que a arraia Potamotrygon sp. (arraia
cururu) vive em balango negativo em relagdo a agua do Rio Negro, sendo que os
valores de Ji,\? (influxo de Na*) = Jo,\® (efluxo de Na*) e Ji, (influxo de CI) = Jou”
(efluxo de CI") estdo em torno de 65-75 pmol/L. Apesar que, para evitar o disturbio
ionorregulatério, provavelmente estas arraias obtém suplemento de sais por meio da
alimentagao. Além disso, WOQOD et al. (2003) ressaltam a protegao e efeito estimulador
dos acidos humicos sobre a regulagao i6nica, especialmente nas aguas do Rio Negro
que sao acidas e ricas em matéria organica.

Para restabelecer o balango idnico, mecanismos adicionais sdo necessarios
para reduzir a perda idnica nos elasmobréanquios aclimatados na agua doce, tais como
baixa permeabilidade branquial (EVANS et al., 2005), aumento da atividade da NKA
branquial (PIERMARINI & EVANS, 2000; EVANS et al., 2004) e aumento da eficiéncia
na reabsor¢ao renal. Com isso, as branquias e os rins dos potamotrigonideos
constituem-se nos principais 6rgaos na manutengdo da homeostase osmatica e iGnica
nos peixes. Nesses 0rgaos, a enzima Na'/K* -ATPase (NKA) esta envolvida direta e/ou
indiretamente em quase todos os sistemas de transporte idnico.

Nas branquias, o numero de células cloreto imuno-positivas para a NKA indica
que os potamotrigonideos possuem um enorme potencial eletrogénico para absor¢ao
de ions (Na*, CI' e K") e excregdo de H* e HCO3™ (ver Capitulo 2), e que a atividade
especifica da NKA esta fortemente relacionada ao numero de CC-NKA (ver Capitulo
3). No geral, a atividade especifica da NKA branquial das arraias sugere que o

aumento ou a redugao da concentragdo dos ions da agua tem pouco ou nenhum efeito
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sobre o sistema de transporte iGnico branquial. Estes resultados sao reforgados pelos
estudos sobre fluxo iGnico em potamotrigonideos. WOOD et al. (2002) relataram que a
curva cinética do influxo unidirecional de Na* e CI" ndo se altera quando Potamotrygon
sp. é aclimatado na agua dura ou a agua do Rio Negro (pobre em ions).

A atividade da NKA renal dos potamotrigonideos que vivem nas aguas acidas e
diluidas do Rio Negro é relativamente elevada. Em varias espécies euri-halinas, a
atividade da NKA renal esta mais elevada nos individuos de agua doce do que
naqueles da agua do mar (VENTURINI et al. 1992; LIN et al.,, 2004). Com isso, €&
provavel que os rins dos potamotrigonideos do Rio Negro tenham um alto potencial
eletrogénico para reabsorver ions e evitar perdas excessivas para o meio. A
incapacidade para acumular uréia nos tecidos pode ter sido uma estratégia vantajosa
para adaptagdo ao ambiente de agua doce. A reduzida capacidade para sintetizar uréia
representa uma importante economia energética para os potamotrigonideos, uma vez
que a sintese de 1 mol de uréia requer a hidrélise de 5 moles de ATP (IP et al., 2003;
TAM et al., 2003). Nos elasmobranquios marinhos e eurialinos, 70-90% da uréia filtrada
nos rins € reabsorvida (HAZON et al. 2003; HAMMERSCHLAG, 2006). Um
transportador facilitado de uréia foi identificado em Raja erinacea (SMITH & WRIGHT,
1999) e Dasystis sabina (JANECH et al., 2003), e nos tubulos coletores de Triakis
scyllia (HYODO et al., 2004). Neste grupo, os segmentos tubulares formam um
eficiente sistema contracorrente para reabsorver uréia (LACY & REALE, 1995). Além
disso, os potamotrigonideos ndo possuem os segmentos que constituem o sistema
contracorrente para reabsor¢ao da uréia (LACY & REALE, 1995), possivelmente isto
representa mais uma economia energética que pode compensar o alto investimento na
sintese da enzima NKA nos tubulos contorcidos distais.

Resumindo, o perfil dos parametros osmo-ionorregulatorios das arraias de agua
doce da familia Potamotrygonidae sdo semelhantes aos encontrados nos teledsteos de
agua doce. Os teores dos osmolitos, osmolalidade e niveis de atividade da NKA podem
estar associados as caracteristicas fisicas e quimicas dos habitats das arraias. Além
disso, para evitar a perda excessiva de ions para o meio, a atividade da enzima Na*/K*
-ATPase renal cria um forte gradiente eletrogénico para aumentar a eficiéncia na

reabsorgao de sais.



PARTE IV

Adaptacoes: estudos de casos
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CAPITULO 5

EFEITOS DA EXPOSICAO A AGUA DO RIO BRANCO SOBRE OS PROCESSOS
OSMORREGULATORIOS DE Potamotrygon sp.: EVIDENCIAS DE BARREIRA
HIDROGRAFICA

Palavras-chaves: Barreira hidrografica, Potamotrygon sp., Rio Negro, Rio Branco,
Osmorregulacéo
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INTRODUCAO

A regido Amazobnica apresenta uma grande variedade de habitats aquaticos
separados por barreiras geograficas fisicas e hidrograficas que limitam o fluxo de
genes entre os individuos. Por causa disso, tem-se postulado que este isolamento
favoreceu os mecanismos de especiagao alopatrica e/ou por adaptagao divergente.
Segundo Toffoli (2006), a especiacdo entre as arraias de agua doce Plesiotrygon
iwamae, Potamotrygon sp. e Potamotrygon schroederi pode ter ocorrido entre 7,7 a 6,8
milhdes de anos atras. Potamotrygon sp. e P. schroederi sdo simpatricas no Rio Negro,
P. iwamae é restrita a calha do Rio Amazonas (MARTIN, 2004; CHARVET-ALMEIDA
et al., 2005a; ver Capitulo 2). Devido a auséncia de evento biogeografico que possa
explicar a “separacado” de P. iwamae das demais espécies basais que ocorrem no Rio
Negro foi postulado que a grande diferencga fisico-quimica entre o Rio Amazonas e Rio
Negro tenha sido a principal forga seletiva que tenha levado a especiagao por
adaptacao divergente (TOFFOLI, 2006).

Nas zonas temperadas, os movimentos horizontais e verticais do salmonideo
Oncorhynchus mykiss sdo influenciados pelas caracteristicas fisicas e quimicas da
agua, tais como temperatura, salinidade e amplitudade das marés, as quais funcionam
como barreiras ambientais naturais (GREGORY & QUINN, 1990). Na Amazénia,
nenhum estudo foi conduzido para testar se as diferencas fisicas e quimicas entre os
corpos d’aguas podem atuar como verdadeiras barreiras hidrograficas. Todavia, para
Callophysus macropterus, uma espécie migratéria, as diferencas nas caracteristicas
fisicas e quimicas entre o Rio Negro e o Rio Amazonas nao formam barreiras naturais
e, portanto, n&do limitam o fluxo de genes entre as populagdes (RAMIREZ-GIL et al.,
1998). Por outro lado, a arraia Paratrygon aiereba que € uma espécie nao-migratoria,
de baixa capacidade dispersiva (FREDERICO, 2006) possui populagbes locais
adaptadas ao tipo de habitat onde vive (ver Capitulo 6). Embora os exemplos acima
sejam interessantes, tratam-se de espécies com ampla distribuicdo na bacia
amazobnica, cuja plasticidade fisiologica |hes permitiu explorar diferentes ambientes
aquaticos. No caso de espécies endémicas, 0s mecanismos adaptativos
provavelmente sao especializados, de maneira que estes animais tornam-se

permanentemente isolados ou restritos a uma bacia em particular.
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As aguas da maioria dos tributarios do Rio Negro s&o de cor preta, transparente,
baixa condutividade, elevado teor de carbono orgéanico dissolvido (DOC) poucos
solidos totais dissolvidos, sendo as vezes chamados de rios de agua destilada
ligeiramente contaminada (KONHAUSER et al., 1994; ALCOUR et al., 2003; ver
também Capitulo 2). Porém, a bacia do Rio Negro possui alguns rios de agua branco-
esverdeada, os quais contrastam com os rios de agua preta. Os principais sdo 0s rios
Demini e Branco, e ambos desaguam na margem esquerda do Rio Negro. Estes rios
possuem caracteristicas limnoldgicas intermediarias entre aqueles observados nas
aguas pretas e brancas (KUCHLER et al., 2000). O Rio Branco possui pH 6-7, baixo
teor de DOC, e sendo mais rico em ions que rios de agua preta. Algumas espécies de
Potamotrygonidae sao endémicas e altamente especializadas para sobreviver nas
aguas mais &cidas e diluidas da bacia do Rio Negro (ARAUJO, 1998) e sdo raramente
capturadas nos tributarios de agua branca. Estudos realizados com a arraia
Potamotrygon sp. tém sugerido que a estratégia de adaptacdo a agua preta, acida e
pobre em ions ocorre de maneira similar aos ciclideos (teledsteos) do Rio Negro
(GONZALEZ & WILSON, 2001; GONZALEZ et al., 2002; WOOD et al., 2002). Segundo
Wood et al. (2002), esta arraia possui um sistema de transporte ibnico de baixa
afinidade (alto Km e baixo Jmax), porém com um sistema de baixa perda difusiva de
ions. O exato mecanismo de transporte ibnico ainda nao esta completamente
compreendido. Para autores como Gonzales & Preest (1999), isto pode estar
profundamente associado a uma reducdo da permeabilidade branquial através das
juncdes paracelulares. Além disso, tem sido demonstrado que o DOC (como os acidos
humicos) interage direta ou indiretamente com as membranas biologicas reduzindo a
perda e/ou estimulando a capacidade de tomada ibnica. Varios autores sugerem que o
DOC exerce um papel protetor contra disturbios ionorregulatérios nas arraias de agua
doce (WOOD et al., 2003) e nos teledsteos nativos do Rio Negro (MATSUO & VAL,
2007). No entanto, desconhece-se o grau de envolvimento e as possiveis mudangas
dos processos renais e extra-renais em resposta a subita mudanca nas caracteristicas
fisicas e quimicas do meio durante uma incursao da arraia Potamotrygon sp. ao Rio
Branco.

A regulagado ibnica em peixes é controlada principalmente pelas branquias e
pelos rins. Estes 6rgdos sdo os principais responsaveis pelo balango ibnico que

envolve perda e ganho de sais. No epitélio branquial, as células cloreto constituem-se
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no principal sitio para o transporte ativo e passivo de ions (PERRY, 1997). Nestas
células, a membrana basolateral é o principal sitio para a enzima Na'/K" -ATPase
(PISAM et al., 1990; WILSON et al., 2002).

A Na'/K* -ATPase (NKA) ¢é uma enzima que ativamente transporta ions Na* e
K" e mantém a homeostase intracelular, pois proporciona uma forga eletrogénica que
impulsiona a maioria dos sistemas de transporte i6nico tanto nas branquias quanto nos
rins (LIN et al., 2003; LIN et al., 2004). Em Dasyatis sabina, esta enzima presente nas
células cloreto branquiais esta relacionada a tomada de ions Na® e excrecdo de H*
para o meio (PIERMARINI & EVANS, 2000; EVANS et al., 2004; EVANS et al., 2005).
Enquanto nos tubulos contorcidos renais de Tetraodon nigroviridis, o aumento da
atividade da NKA tem um papel essencial nos mecanismos de reabsor¢céo de sais,
minimizando a perda excessiva para o meio (LIN et al., 2004). Portanto, em peixes de
elevada plasticidade fisiologica as branquias e rins atuam de maneira integrada,
mesmo quando estes organismos estdo sujeitos aos desafios ambientais. Por outro
lado, espécies que possuem mecanismos altamente especializados, e que
esporadicamente se expdem a habitats hostis podem enfrentar sérios disturbios osmo-
ionorregulatérios. Por exemplo, Wood et al. (2002) demonstraram que as taxas de
absorgdo de Na*, CI' e Ca*? da arraia Potamotrygon sp. foram fortemente
inlfuenciadas pelas mudancgas de pH da agua.

Portanto, por ter uma distribuicdo geografica tdo restrita e raramente ser
capturada nos tributarios de agua branca (Rio Demini e Rio Branco), o objetivo deste
estudo foi analisar os efeitos da exposi¢gdo a agua do Rio Branco sobre 0s processos
osmo-ionorregulatoérios da arraia Potamotrygon sp. Estas informagdes podem contribuir
para a compreensdo dos fatores abidticos determinantes na distribuicdo geografica
dessa espécie, bem como conhecer quais processos organicos sdo afetados quando
as caracteristicas do ambiente forem completamente diferentes dos habitats

preferenciais de uma espécie.

MATERIAL E METODOS

Exemplares de Potamotrygon sp. foram capturados com auxilio de rapichés nas

areas rasas dos igapos do médio Rio Negro (Boca do Igarapé do Zalala, S00°41°881”
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W62°59’153”), distante cerca de 120 km acima da boca do Rio Branco no periodo da
seca do Rio Negro (Fevereiro de 2007, ver Fig. 1).

Trés unidades experimentais, com 2 arraias/unidade (N=6; 354,1+11,8; largura
do disco, 17,8+2,3cm) foram expostas durante 12 horas a agua do Rio Branco (agua
da foz do Rio Branco, S01°23'248" W61°50'887"). Outras 3 unidades experimentais,
sendo 2 animais/unidade (N=6; 416,0+£9,3 g; largura do disco, 20,6+1,7 cm) foram
mantidas na agua do Rio Negro (local de captura da arraias). Nos dois grupos (Rio
Negro e Rio Branco), a renovagdo da agua foi continua, evitando o acumulo de
material nitrogenado de excrecdo, além de manter as condigcbes de aeragao
necessarias. As caracteristicas fisicas e quimicas das aguas dos grupos experimentais
estdo listadas na Tabela 1. Todas as analises das aguas foram realizadas com auxilio
de um analisador multiparametro (Consort C535), exceto as concentragées dos ions
Na® e K, os quais foram determinados por fotometria de chama (Digimed DM 61).

Apods exposi¢cao, os animais foram anestesiados (MS 222, 1:5.000) e o sangue
retirado por meio de puncao cardiaca. O plasma foi separado por centrifugagdo. Uma
incisao ventral expds a cavidade visceral para a retirada do fluido perivisceral. O
plasma e fluido perivisceral foram armazenados em Na-liquido para analises dos ions,
uréia e osmolalidade.

Os ions Na* e K* foram determinados por fotometria de chama (Digimed DM-
61). O meétodo colorimétrico da ortocresolftaleina-complexona foi utilizado para
determinar a concentracao de calcio ([Ca+2]). A determinacao da concentracio de uréia
utilizou-se uma modificacdo do principio de Berthelot. A concentragdo de cloreto foi
determinada por meio de colorimetria. Em todos os ensaios espectrofotométricos foram
utilizados os “kits” comerciais In Vitro Diagnostica (Barbacena, Sao Paulo). A
osmolalidade foi estimada por osmometria usando um p-Osmette Precision. Todos os

procedimentos foram realizados em duplicatas.
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Tabela 1. Variaveis fisico-quimicas da agua do Rio Negro (S00°40'628" W63°03'506") e do Rio
Branco (Boca do Rio Branco, S01°23'248" W61°50'887"). (*) Indica diferenca significativa. N=6

para cada grupo experimental.

Variaveis Rio Negro Rio Branco
pH 4,1+0,3 6,8+0,2*
Temp. (°C) 31,40,2 30,5+0,3
[O,] dissolvido (mg/L) 5,240,4 5,310,4
Condutividade 9,3+1,4 27,5+1,1*
(MS/cm)

TDS (mg/L) 5,240,7 14,7+0,2*
[Na™] (mM) 11,8+2,1 72,3+9,5*
[K'] (mM) 14,8+2,4 23,8+7,9*
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Figura 1. (A) Fotografias do sitio de coleta de agua no Rio Branco. (B) O encontro das aguas
ocorre na altura das coordenadas S01°23'25" W61°50'89". (C) Sitio de coleta de agua e
dos exemplares de Potamotrygon sp. no Rio Negro.
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Amostras das branquias e rins foram removidas e armazenadas em tampao SEI
(0,3 mol/L Sacarose, 20 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 2-mercaptoethanol, and 0,1 mol/L
imidazole, pH 7,4) para analise da enzima Na'/K*-ATPase (NKA). A outra branquia foi
imediatamente fixada em solugdo Bouin gelada para imuno-localizagdo das células
cloreto positivas para a Na'/K* -ATPase. O excesso de fixador foi removido por meio
de lavagens sucessivas em alcool 70%.

Para determinacdo da NKA, os homogeneizados foram preparados com o
tampao SEIl em baixa temperatura usando um homogeneizador (Dispersor Extratur,
Quimis) em 7.000 rpm, e centrifugados (Sigma 30-K) por 30 min a 12.000 g (4 °C). O
sobrenadante foi utilizado para determinacdo dos niveis de proteinas totais e da
atividade da NKA. A atividade da enzima foi realizada nas seguintes condi¢cbes de
ensaio: 1ug de proteina: 1uL de tampéao contendo NaCl (100 mM), MgCl, (5 mM), KCI
(13 mM), ATP (3 mM) e imidazol (30 mM). Um segundo ensaio foi realizado
simultaneamente contendo os mesmos reagentes, exceto KCl, mas com ouabaina
(inibidor da NKA). O fosfato inorgénico (Pi) produzido pela hidrolise do ATP foi
determinado pelo método de Fiske & Subbarow (1925). A atividade da enzima Na*/K’-
ATPase foi definida como sendo a diferenca entre o fosfato liberado na mistura de
ensaio na presenca e auséncia de ouabaina. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 620 nm (Spectrum SP-2000 UV) e a atividade especifica foi expressa
em umoles de Pi/ mg proteina/h.

Amostras das branquias foram desidratadas e incluidas em parafina. Os cortes
de 6 um sagitais ao filamento branquial foram obtidos por meio de um micrétomo
MICROM HM360. A localizagéo das células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase (CC-NKA)
foi realizada por métodos imuno-citoquimicos, modificados a partir de Piermarini &
Evans (2000). Brevemente, os cortes foram desparafinizados, e em seguida lavados
em tampao fosfato de potassio-salino (TPS, 10 mM, pH 7,4). As ligacbes néao
especificas foram bloqueadas apds a adi¢gao de H,O, 10% durante 20 min, seguido de
soro de cabra (20% em TPS com Triton X-100, 0,1%) durante 20 min. Os cortes foram
incubados durante a noite com o anticorpo primario anti- a-5 Na*/K*-ATPase (1:100 em
TPS com Triton X-100, 0,1%). Apds isso, os cortes foram lavados em TPS durante 10
min. Os cortes foram incubados durante 1 hora em um segundo anticorpo conjugado
com a Peroxidase anti-peroxidase (IgG goat anti-mouse Peroxidase) diluido 1:150 em

TPS. O excesso foi retirado por meio de lavagens em TPS por 10 min. Todas as



106

Capitulo 5

incubacdes foram realizadas em baixa temperatura em camara umida e escura. A
coloracao das CC-NKA foi realizada com solucédo de 3-3-diaminobenzidine com sulfato
de niquel Il aménio em H,0,. A coloragao apareceu entre 5 a 10 min. A coloragdo nao
se desenvolveu quando o anticorpo primario (IgGa5) foi omitido nas secg¢des controles.

A identificagdo das CC-NKA foi realizada em perfis de 3 cortes/animal
(N=3/grupo experimental). Foram realizadas 50 contagens independentes e aleatorias
(nas lamelas e nos espacos interlamelares, separadamente). Medidas do comprimento
das lamelas e dos espacos interlamelares foram realizadas. Todas as medidas foram
realizadas utilizando um microscépio Olympus BX51 acoplado a uma camera de video
e um computador com o software C.A.S.T. System (Olympus, Denmark).

Os dados estdo apresentados como médiaterro padrao da média. As médias
entre as variaveis fisico-quimicas da agua, entre os parametros osmorregulatérios nos
dois grupos experimentais (Rio Negro versus Rio Branco) foram comparadas por meio
do teste t de Student. Quando apropriado, também foi utilizado o teste de Mann-
Whitney (ndo-paramétrico). Uma analise de regressao foi realizada entre a atividade da
NKA renal e branquial para se verificar o grau de integragado funcional entre estes
orgados osmorreguladores. Em todos os casos, o nivel de significancia aceito foi
P<0,05.

RESULTADOS

A exposicao a agua do Rio Branco ndo provocou alteragdes significativas nas
concentracdes dos ions K e Ca*?, uréia do plasma e do fluido perivisceral, porém
houve uma redugao significativa (P<0,05) na [Na+] do plasma, e na [CI] plasmatico e
do fluido perivisceral das arraias expostas a agua do Rio Branco em relagdo aquelas
aclimatizadas a agua do Rio Negro (Tabela 2). A reducdo dos eletrdlitos Na* e Ca*?
plasmaticos provocou uma reducédo na osmolalidade total do plasma. Por outro lado, a

reducao na [CI] no fluido perivisceral ndo afetou a osmolalidade deste fluido.
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Nao houve diferenca significativa no numero de células cloreto imuno-positivas
para a Na'/K* -ATPase (lamela ou filamento) branquial entre os dois tratamentos
(Tabela 3) e a atividade da Na'/K" -ATPase (NKA) branquial também n&o variou entre
os dois grupos experimentais Fig. 2A. Porém, a atividade da NKA renal das arraias
expostas as aguas do Rio Branco apresentaram valores significativamente mais baixos
que os grupos mantidos nas aguas do Rio Negro (Fig. 2B).

A correlacdo entre a atividade da NKA renal e branquial apenas das arraias
expostas as aguas do Rio Branco foi fortemente negativa (r>= 0,73; P<0,05), i.é, nos
exemplares cuja atividade da NKA branquial encontrava-se elevada, a NKA renal

encontrava-se reduzida (Figura 3).

Tabela 2. Valores (médiaterro padrdo) da concentragcdo dos ions Na*, CI', K* e Ca*, uréia e
osmolalidade no plasma e fluido perivisceral da arraia Potamotrygon sp. exposta a agua do Rio
Branco e mantida na agua do Rio Negro. N=6 para cada grupo. (*) indica diferenga significativa
(teste t de Student, P<0,05).

Plasma Fluido perivisceral
Rio Negro Rio Branco Rio Negro Rio Branco
[Na*] (mM) 152,7£13,3 124,8+11,9* 83,5+10,1 77,2411,7
[CIT (mM) 156,4+14,4 135,3£11,3* 168,418,9 147,6+13,4*
[K'] (mM) 4,7+0,5 4,9+0,6 6,1£0,9 6,9+0,8
[Ca™] (mM) 2,8+0,2 2,7+0,3 2,0+0,2 1,8+0,3
Uréia (mmol/L) 2,0+0,3 2,50,4 17,3+1,6 16,9+1,3
Osmolal(mOsmol/kg) 298,2+17 1 254,7+22 9 329,5+15,1 307,2+21,4

Tabela 3. Valores (médiaterro padrdao) do numero de células cloreto imuno-positivas para a
Na’/K* -ATPase (No. de CC-NKA/mm de lamela ou de filamento branquial) da arraia
Potamotrygon sp. exposta a agua do Rio Branco e mantida na agua do Rio Negro.

Parametros Rio Negro Rio Branco
Lamela 11,6+1,4 19,241,9
Filamento 97,9+9,2 108,818,9
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Figura 2. Valores (médiaterro padrido) da atividade da Na‘'/K* -ATPase (NKA, umol Pi/mg
proteina/h) das branquias (A) e dos rins (B) de Potamotrygon sp. mantidos na agua nativa
do Rio Negro e exposto a agua do Rio Branco. O asteristico indica diferenga estatistica
(P<0,05). N=6 para ambos os grupos.
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Figura 3. Correlagdo entre as atividades da Na'/K* -ATPase (NKA, umol Pi/mg proteina/h)
branquial e renal de Potamotrygon sp. expostos a agua do Rio Branco. A equagao da
regressdo é NKA renal= 15,76 — (5,98 x NKA branquial), onde r?= 0,73 (P=0,03).

DISCUSSAO

Potamotrygon sp. demonstrou uma clara dificuldade para regular as
concentragdes dos ions Na* e CI nos fluidos corporais apds exposi¢do a agua do Rio
Branco por 12 horas. Os niveis desses eletrélitos no plasma tornam-se reduzidos
quando comparados as arraias mantidas na agua nativa do Rio Negro. A consequéncia
da reducao dos ions tem como reflexo a diminuicdo da osmolalidade plasmatica. O
desequilibrio ibnico foi mais pronunciado para o CI'. A redugao da [CI] plasmatico foi
acompanhada de uma diminuicdo na concentracdo desse eletrdlito no fluido
perivisceral. Estes resultados contrastam com os dados normalmente relatados para
outros elasmobranquios. Os niveis de Na® e CI' plasmaticos de elasmobranquios
eurialinos tendem a reduzir sob condi¢gbes de salinidade ambiental reduzida, isto foi
observado no tubardo cabeca-chata, Carcarhinus leucas (PILLANS & FRANKLIN,
2004), Urolophus jamaicensis (SULIKOWSKI & MAGINNIS, 2001) e na arraia
Leucoraja ocellata (SULIKOWISKI et al., 2003). Portanto, como a agua do Rio Branco
€ mais rica em ions que a agua do Rio Negro esperava-se um aumento das



110

Capitulo 5

concentracdes dos eletrolitos, principalmente Na® e CI', nos fluidos corporais de
Potamotrygon sp.. Porém, estes dados parecem estar coerentes com as analises de
fluxo ibnico observados por Wood et al. (2002) para esta espécie. Estes autores
observaram que a curva cinética para o influxo de Na* ou CI" de Potamotrygon sp. ndo
foi alterada apds aclimatagdo a agua enriquecida ionicamente. Uma explicagéo
sugerida por Wood et al. (2002), é que o sistema de tomada de ions pelos
potamotrigonideos, o qual foi originariamente desenvolvido para operar no ambiente
marinho, modificou-se ao longo da historia evolutiva para explorar o ambiente de agua
doce, entretanto, durante este periodo perdeu a capacidade para diferenciar os tipos
de aguas.

Entdo, se a aclimatagdo a uma agua ionicamente enriquecida n&o altera a
cinética de influxo dos ions Na* e CI', a redugdo na concentracdo desses ions nos
fluidos corporais de Potamotrygon sp. expostos a agua do Rio Branco pode estar
relacionado aos seguintes processos osmo-ionorregulatérios: (i) o aumento da taxa de
efluxo branquial; (ii) a perda por meio da excregao renal; (iii) ou ainda, o resultado de
um ajuste entre todos estes processos, e possivelmente alterado pela agao dos acidos
huamicos sobre o epitélio branquial (WOOD et al., 2003).

Wood et al. (2002) relataram que o efluxo de Na™ (Jout Na*) em Potamotrygon sp.
aclimatado a agua do Rio Negro ndo varia com a mudanga na concentragao externa de
Na®, enquanto o J,.Cl" aumenta significativamente com o aumento na concentragéo de
CI" na agua. Assim sendo, provavelmente esta arraia tende a perder mais CI" que Na*
para o meio externo. Isto explica, pelo menos superficialmente, a reducgao significativa
de CI" no plasma e no fluido perivisceral, diminuindo a osmolalidade total das arraias
expostas a agua do Rio Branco. Além disso, Wood et al. (2002) relatam que o perfil
cinético do fluxo ibnico de Potamotrygon sp. com alto Km e baixo Jmax leva a um
balango i6nico negativo com perdas significativas de Na* e CI. Por isso, tem-se
sugerido que a presenca do carbono organico dissolvido (DOC) na agua em baixo pH
possa atuar diretamente sobre as branquias protegendo estas arraias (WOOD et al.,
2003) e outros teledsteos do Rio Negro, como o cardinal tetra, Paracheirodon axeroldi
(MATSUO & VAL, 2007) contra a perda de ions, e evitando possiveis disturbios
ionorregulatérios. Como a concentragédo de DOC do Rio Negro (11,4 mg/L) é cerca de
4 vezes maior que a do Rio Branco (2,7 mg/L) (KUCHLER et al., 2000), a baixa

concentracdo de DOC no Rio Branco pode ter contribuido para potencializar a perda
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de ions por meio das branquias para o meio, além disso, pode-se incluir a perda
ocorrida pela atividade renal reduzida.

As diferencas nas caracteristicas fisicas e quimicas da agua entre os rios néo
alteram os niveis de atividade especifica da enzima Na*/K* -ATPase (NKA) branquial
de Potamotrygon sp., possivelmente devido ao fato de que, as alteragao nos teores de
ions da agua nao influenciam na cinética de J;, Na* e J;, CI', como sugerido por Wood
et al. (2002), e provavelmente também nao afetam os mecanismos eletrogénicos que
impulsionam os sistemas de transportes de ions pelas branquias dessas arraias.

Em alguns teledsteos, como Chanos chanos, a redugdo na [Na'], [CI] e
osmolalidade plasmatica ocorre entre 3-6h apds choque hipo-osmético (fase de ajuste),
porém, a expressao, a atividade da NKA e o numero de CC-imuno-positiva para NKA
(CC-NKA) s6 aumentam entre 12 - 96 h, no inicio da fase regulatéria (LIN et al., 2003).
Os dados sobre o numero de CC-NKA branquial de Potamotrygon sp. também
suportam esta evidéncia. Nao ha alteracdo no numero de CC-NKA nas arraias apés
12h de exposigao a agua do Rio Branco. No entanto, ndo se pode assumir que estes
mecanismos osmo-ionorregulatérios possam, por si s, assegurar que a arraia
Potamotrygon sp. permanega indefinidamente nas aguas do Rio Branco, uma vez que
a adaptagado osmorregulatéria envolve o compromisso direto e/ou indireto de outros
orgaos osmorreguladores extra-branquiais, tais como os rins.

A aparente auséncia de efeitos morfofuncionais sobre as branquias sugere que
os rins tenham sido, pelo menos parcialmente, responsaveis pela reducdo dos
eletrélitos plasmaticos e do fluido perivisceral de Potamotrygon sp. apds exposi¢ao a
agua do Rio Branco. A maioria dos peixes quando submetidos em ambientes pobres
em ions tendem a aumentar a atividade da NKA renal, como uma forma de minimizar a
perda de sais, produzindo uma urina diluida (HAZON et al., 2003; LIN et al., 2004).
Este nao foi o caso de Potamotrygon sp. exposto a agua do Rio Branco, pois a redugao
na atividade da NKA renal poderia representar uma tentativa para ajustar os
mecanismos compensatérios relacionados a manutengdo da homeostase ibnica. A
forte correlagado negativa entre a NKA renal e branquial ressalta o compromisso entre
estes 6rgédos para a manutengdo da regulagao i6nica. Porém, a aparente inabilidade
para regular os mecanismos de reabsor¢cdo de ions pelos rins dos exemplares
expostos a agua do Rio Branco pode ter contribuido para a perda excessiva de ion

[Na*] plasméatico e [CI] tanto do plasma quanto do fluido perivisceral. Principalmente
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para o ion CI', onde a perda excessiva desse ion pode ser crucial para a homeostase
hidromineral. A perda excessiva de ions CI" em Myoxocephalus octodecimspinosus
(CLAIBORNE et al.,, 1994) e Fundulus heteroclitus (SCOOT et al., 2004) apds
exposi¢cao ao ambiente hipo-osmaético tem sido apontada como a principal causa de
mortalidade.

O Rio Branco desagua na margem esquerda do Rio Negro, na altura das
coordenadas S01°23'248" W61°50'887. As diferencas nao se limitam apenas a
aparéncia fisica (na qual os rios recebem seus nomes). Na confluéncia dos rios, as
caracteristicas fisicas e quimicas do Rio Branco, tais como pH >6,5; condutividade
elétrica =27,5 pS/cm; solidos totais dissolvidos =14,7 mg/L contrastam fortemente com
os baixos valores dessas variaveis no Rio Negro (pH <4,5; condutividade elétrica =9,3
pNS/cm; solidos totais dissolvidos, =5,2 mg/L). Ainda assim, ndo € improvavel que na
natureza a espécie Potamotrygon sp. eventualmente seja exposta as aguas do Rio
Branco, pois esta arraia € abundante e endémica da regido do Médio Rio Negro
préximo a boca do Rio Branco. Portanto, se a barreira existe, esta pode ser devido as
caracteristicas fisicas e quimicas da &agua e n&o a barreiras fisicas
(geoldgicas/geograficas). Porém, a estrutura das comunidade de algumas familias de
peixes na confluéncia do rios Negro e Branco reforcgam a hipétese de que rios com
caracteristicas limnoldgicas distintas (juntamente com fatores ecoldgicos, como nicho,
predacao, competicao, etc.) possam atuar como barreiras hidrograficas. Por exemplo,
das 17 espécies de Gymnotiformes da familia Apteronotidae que ocorrem no Rio Negro
proximo & boca do Rio Branco, apenas 3 foram capturadas no Rio Branco (THOME-
SOUZA & CHAO, 2004). Portanto, a hipétese da barreira hidrografica em
Potamotrygon sp. € sugerida como sendo um disturbio no balango eletrolitico apos
exposi¢cao a agua do Rio Branco em curto espago de tempo. No entanto, € importante
comentar que os limites fisiolégicos somam-se aos fatores ecolégicos, como nicho,
predacgao, competicao e estrutura de habitat, que conjuntamente atuam como fatores
determinantes da distribuicdo geografica desta espécie.

Em resumo, os mecanismos osmo-ionorregulatérios da arraia Potamotrygon sp.
estdo adaptados a sobrevivéncia as aguas extremamente diluidas e acidas do Rio
Negro. A rapida exposi¢ao as aguas do Rio Branco provoca desequilibrio idnico, com
perda de sais, 0s quais, possivelmente, estao relacionados as falhas nos mecanismos

osmorregulatérios das branquias e dos rins. Portanto, a mistura das aguas dos rios
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Branco e Negro na altura das coordenadas S01°23'25" W61°50'89" pode atuar como
um dos fatores (além do substrato de fundo rochoso e fatores ecoldgicos) que
delimitam a distribuicdo geografica da arraia Potamotrygon sp., uma espécie endémica

do Médio Rio Negro.
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CAPITULO 6

PADROES OSMORREGULATORIOS DA ARRAIA DE AGUA DOCE, Paratrygon
aiereba MULLER & HENLE (CHONDRICHTHYES: POTAMOTRYGONIDAE) DA
AGUA PRETA E AGUA BRANCA DA BACIA AMAZONICA

Palavras-chave: Paratrygon aiereba, Rio Negro, Rio Solimées/Amazonas, Agua
branca, Agua preta, Osmorregulagao.
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INTRODUCAO

As arraias de agua doce Neotropicais (Potamotrygonidae Garman, 1877) sao os
unicos elasmobranquios completamente adaptados para viver e se reproduzir
exclusivamente no ambiente de agua doce (COMPAGNO & COOK, 1995; LOVEJOY,
1996; CHARVET-ALMEIDA et al., 2002; CHARVET-ALMEIDA et al., 2005a). A familia
Potamotrygonidae € constituida por trés géneros (Paratrygon, Plesiotrygon e
Potamotrygon) distribuidos nas grandes bacias da América do Sul (ROSA, 1990;
COMPAGNO & COOK, 1995).

Este grupo tem desenvolvido varias caracteristicas fisiologicas durante sua
historia evolucionaria no ambiente de agua doce, tais como inabilidade para acumular
uréia nos tecidos como soluto osmorregulador (THORSON, 1970; BITTNER & LANG,
1980; TAM et al., 2003; TREBER et al., 2006), presenca de albumina no plasma
(GRIFFITH et al., 1973), e glandula rectal nao-funcional (THORSON et al., 1978;
EVANS et al.,, 2004). Varios estudos tém demonstrado que a ormorregulacdo dos
potamotrigonideos ocorre de maneira similar aos tele6steos de agua doce e é
caracterizada pela baixa concentragdo de eletrdlitos (THORSON et al., 1967;
GRIFFITH et al., 1973; BITTNER & LANG, 1980). Recentemente, Wood et al. (2002)
descreveram que O mecanismo de transporte i6nico na arraia esteno-halina,
Potamotrygon sp. (arraia cururu), uma espécie nova e endémica das aguas acida e
pobre em ions do Rio Negro. Segundo estes autores, os mecanismos de transporte
ibnico nesta espécie ocorrem de maneira similar aos ciclideos (teleésteos) que
ocorrem naquele mesmo rio, ou seja, sao caracterizados por um sistema de transporte
de baixa afinidade, mas é compensado por uma baixa perda difusiva de ions.

Paratrygon aiereba (Muller & Henle) € uma espécie monotipica amplamente
distribuida na bacia do Orinoco e nos sistemas aquaticos da bacia Amazdnica (ROSA,
1990; LASSO et al., 1996). Esta espécie forma populacao local com baixa variabilidade
genética, padrdo nao-migratério e baixo fluxo génico entre populagdes (FREDERICO,
2006). Estas caracteristicas fazem desta espécie um excelente modelo para estudos
sobre as estratégias osmorregulatorias em diferentes ambientes aquaticos na
Amazénia.

A bacia Amazdbnica se caracteriza pela presenca de diferentes corpos d’agua.

Rios de agua branca da bacia Amazbnica s&o ricos em solutos dissolvidos e
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extremamente turbidos devido as altas concentragcbes de sedimentos em suspensao.
Em contraste, os rios de agua preta possuem baixa carga de sedimentos dissolvidos,
baixo conteudo iGnico e sdo extremamente acidos devido ao elevado conteudo de
acidos humicos e fulvicos provenientes da lixiviagdo da liteira em decomposi¢cao na
floresta Amazdnica (FURCH et al., 1982; KONHAUSER et al., 1994; AUCOUR et al.,
2003). Enquanto Potamotrygon sp. € uma espécie endémica e adaptada as aguas
pretas e acidas do Rio Negro e seus tributarios (WOOD et al., 2002; WOOD et al.,
2003; CHARVET-ALMEIDA et al., 2005a; ver Capitulo 5), Paratrygon aiereba vive em
ambos os tipos de aguas (preta e branca). Até o presente momento, nenhuma
informacéo esta disponivel sobre os aspectos da regulagao idnica das espécies que
vivem nestes ambientes. Portanto, este estudo tem como objetivo caracterizar a
concentracdo dos principais osmdlitos dos fluidos corporais e a atividade da Na'/K" -
ATPase branquial e renal de P. aiereba de agua preta (rio Negro) e agua branca (rio
Solimbes). Os parametros hematoldgicos dos espécimes destes dois habitats também

foram analisados.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e captura dos animais

Juvenis de Paratrygon aiereba pesando entre 171 a 212 g (194433 g) e largura
de disco variando entre 220 a 360 mm (302141 mm) foram coletados usando rapichés
€ pucas nas praias rasas do Rio Negro (proximo a cidade de Barcelos-AM, S00°51’;
W62°45’) e no rio Solimbes (no Lago Janauaca-AM, S03°21’; W60°15’). Em todos os
sitios de coleta, as arraias foram capturadas durante o periodo de seca dos rios
amazodnicos. Os locais de coleta estdo indicados na Figura 1. Concomitantemente com
a captura das arraias, as variaveis fisico-quimicas pH, temperatura, concentragcao de
oxigénio, solidos totais dissolvidos e condutividade da agua foram imediatamente
determinados usando um analisador multiparametro Consort C535. Amostras da agua
foram coletadas para analises dos ions Na* e K* por fotometria de chama (Digimed
DM-61).

ApoOs as coletas, as arraias foram mantidas por 24 - 48 h na mesma agua do rio
onde foram capturadas. Apds a aclimatizagdo, os animais foram irreversivelmente

anestesiados em acido 3-amino-benzoico etil éster (MS-222, Sigma Chemical Co.)
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tamponado (Tampéo fosfato 10 mM; pH 7,3). O sangue foi retirado por meio de pungéo
cardiaca usando seringa com agulha hipodérmica heparinizada. Os animais foram
sacrificados por contusdo espinhal e o fluido perivisceral, branquias e rins foram
removidos apoés incisao cirurgica ventral. Sub-amostras de sangue foram utilizadas
para os procedimentos hematoldgicos e o restante foi centrifugado (12.500 g por 5 min)
para remover o plasma. Tanto o plasma quanto o fluido perivisceral foram congelados

em Na-liquido até o momento das anadlises laboratoriais.

rio Solimoes

- (F

Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta das arraias (Paratrygon aiereba) no Rio Negro
(dgua preta do Arquipélago de Mariua, Barcelos) e Rio Amazonas/Solimdes (agua branca
do Lago Janauaca). Imagem do satélite JERS-1 (NASDA) do “Global Rain Forest Mapping
Project South America”, setembro/dezembro de 1995, volume AM2.
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Analises hematologicas

As variaveis hematoldgicas foram imediatamente analisadas. O hematdcrito (Ht,
%) foi determinado por meio de centrifigagdo a 12.000 g por 10 min. A concentragao de
hemoglobina ([Hb], g/dl) foi estimada espectrofotometricamente (540 nm) pelo método
da cianometahemoglobina. O nimero de eritrcitos circulantes (RBC x10° mm?®) foi
contado utilizando-se uma camara de Neubauer. As constantes hematoldgicas:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média ([CHCM, pg]), concentragcdo de
hemoglobina média (HCM, %) e volume corpuscular médio (VCM, um?®) foram

estimados por meio de equagdes apos as determinagdes das variaveis hematolégicas.

Procedimentos analiticos

As anadlises do plasma e do fluido perivisceral foram feitas usando um
espectrofotbmetro Spectrum SP-2000 UV. A concentracdo de proteina total foi
quantificada pelo método da reacéo do Biureto (550 nm). Os niveis de albumina foram
estimados por meio da reacéo do verde de bromocresol em pH 4,2. Este procedimento
forma um complexo verde-azulado, onde a mudanca de absorbancia em 628 nm é
diretamente proporcional a concentragcdo de albumina presente na amostra. A
concentragao de glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase (550 nm). O
método da ortocresolftaleina complexona foi utilizado para se estimar os teores de
calcio. O método da urease, uma modificagdo da reacdo de Berthelot foi utilizada para
determinacao dos niveis de uréia presentes na amostra. A concentracao de cloreto foi
determinada por meio de titulacdo colorimétrica. Todos os métodos analiticos foram
adquiridos da In Vitro Diagnostica (Barbacena, Sdo Paulo, Brasil) e cada ensaio foi
realizado em duplicata. As concentragdes de ions Na* e K* foram determinadas por
fotometria de chama (Digimed Model DM-61), enquanto a osmolalidade foi realizada
por osmometria de ponto de congelamento (u-Osmette Precision Systems

microsmometer).

Atividade especifica da Na'/K* - ATPase

Amostras de ambos os arcos branquiais e dos rins foram armazenados em
tampao SEI (sacarose 300 mM, EDTA 20 mmol, Imidazol 100 mmol, pH 7,4) e
congelados em Na-liquido até o momento das analises. Os homogeneizados foram

preparados em baixa temperatura (~4 °C) usando um homogeneizador Dispersor
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Extratur (Quimis). Apods isso, foram centrifugados em 17.500 g por 30 min em baixa
temperatura. Sub-amostras dos homogeneizados foram usados para determinagéo da
concentracdo de proteina e atividade da Na'/K*-ATPase (NKA). As analises da NKA
foram ensaiadas em tamp&o NaCl, 100 mM; MgCl, 5§ mM; KCI, 13 mM; ATP, 3 mM e
imidazol, 30 mM, em pH 7,4 incubados durante 30 min a 25°C. Simultaneamente, outro
ensaio foi realizado em iguais condigbes, mas com a presenga da ouabaina (2 mM) e
auséncia de KCI. A reacgao foi interrompida com TCA (25%) e o fosfato inorganico foi
determinado em 620 nm por meio da modificagdo do método Fiske-Subbarow (1925).
A atividade da NKA foi definida como sendo a diferenca no fosfato liberado na
presenca e auséncia da ouabaina e expressa como atividade especifica em pmoles de

Pi/mg proteina/h.

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como médiaterro padrdo. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi usado inicialmente para analisar a distribuicdo dos dados. As
comparagoes feitas entre os grupos coletados na agua preta versus agua branca, bem
como os dados do plasma versus fluido perivisceral foram realizadas por meio do teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney. Em todos os casos, o nivel de significancia aceito
foi de 5% (P<0,05).

RESULTADOS
Variaveis fisicas e quimicas da agua

Os valores das variaveis fisicas e quimicas das aguas do Rio Negro e rio
Solimdes estdo apresentados na Tabela 1. Como esperado, as aguas pretas do Rio
Negro sdo pobres em eletrdlitos (Na® e K'), tem menores valores de pH, de
condutividade elétrica e solidos totais dissolvidos do que a agua branca do rio
Solimbes. Nesse aspecto, a agua do rio Solimbes pode ser considerada rica em
eletrdlitos quando comparada as aguas do Rio Negro. A concentragao de oxigénio nao
foi significativamente diferente entre os dois locais de coleta, muito embora,

ligeiramente mais baixa na agua do rio Solimdes do que no Rio Negro.
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Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas (mediaterro padrao) do Rio Negro (dgua preta) e Rio
Solimdes/Amazonas (agua branca). *Indica diferenca significativa entre os rios (P<0,05).

Varidveis ambientais Rio Negro Rio Solimdes
Oxigénio dissolvido (mg/L) 51+0,2 3,2+0,3
Temperatura (°C) 29,6 +0,7 28,3+0,9
pH 45+0,9 6,4+0,7*
Condutividade (uS/cm) 9,4+0,7 18,9+ 0,5*
Sélidos Dissolv. Totais (mg/L) 5,2+0,1 17,3 £ 0,6*

[Na'] (WEqQ/L) 10,3 £ 0,4 183,0 + 3,1*
[K'] (MEQ/L) 14,2 + 2,1 34,3 +1,0*

Hematologia

Os resultados das variaveis hematoldgicas estdo apresentados na Tabela 2. O
hematocrito, o volume celular médio e a concentragdo média de hemoglobina
corpuscular das arraias de agua branca (rio Solimdes) estdo mais elevados (P<0,05)
que aquelas provenientes de agua preta (Rio Negro), muito embora, nenhuma
diferenca significativa tenha sido encontrada no numero de eritrécitos circulantes e

concentracdo de hemoglobina.

Tabela 2. Variaveis hematolégicas (mediaterro padrao), hematdcrito (Ht), concentragdo de
hemoglobina ([Hb]), numero de eritrécitos circulantes (RBC), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) de exemplares de P. aiereba do Rio Negro (agua preta, N=8) e Rio
Solimdes/Amazonas (agua branca, N=6).

Agua preta Agua branca
Ht (%) 14,2 +1,2 22,9 + 1,0
[Hb] (g/dL) 49+0,5 44+05
RBC (x 105/mm?) 0,2 + 0,01 0,2 + 0,01
VCM (mm°) 71,2+5,2 114,5 + 9,4*
HCM (pg) 245+23 22,0+1,8
CHCM (%) 34,9+36 19,4 +2,3*

(*) indica diferenca significativa entre os grupos: agua preta versus agua branca (P<0,05).
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Composicao quimica do plasma e fluido perivisceral

A concentragao de proteina total e os niveis de glicose de P. aiereba sdo mais
elevados (P<0,05) no plasma do que no fluido perivisceral. No entanto, nenhuma
diferenca foi observada entre as duas populagdes, i.€, das arraias de agua preta e
agua branca (Tabela 3). A albumina, encontrada apenas no plasma, néo difere entre os

espécimes de diferentes sitios de coleta.

Tabela 3. Proteinas totais (g/100 mL), albumina (g/100 mL) e concentragdo de glicose
(mmol/L) no plasma e no fluido perivisceral de exemplares de P. aiereba do Rio Negro (agua
preta, N=8) e Rio Solimbes/Amazonas (agua branca, N=6).

Agua preta Agua branca
Plasma Fluido perivisceral Plasma Fluido perivisceral
Proteinas totais 1,6 £0,2 0,2 +0,01% 1,2+0,2 0,3 +0,02*
Albumina 0,3+0,1 Nd 0,5+0,1 Nd
Glicose 1,740,2 0,4 +0,01% 1,5+0,3 0,5+ 0,01*

(*) indica diferenga significativa entre plasma e fluido perivisceral (P<0,05). Nd= n&o detectado
pelo método. Valores como media + erro padrao.

Os teores de uréia plasmatica de P. aiereba de agua branca sao mais elevados
(P<0,05) do que nos exemplares de agua preta, de igual modo foi observado nos
valores de osmolalidade plasmatica (Fig. 2). A osmolalidade do fluido perisvisceral
entre as duas populacdes de P. aiereba ndo foram diferentes. Por outro lado, os niveis
de uréia sdo mais elevados (P<0,05) no fluido perivisceral do que no plasma, muito

embora, os valores de osmolalidade tenham sido similares entre estes fluidos.

As concentracbes de Na® e CI plasmatico em P. aiereba foram
significativamente mais elevadas nos exemplares de agua branca que naqueles de
agua preta (Fig. 3). Em P. aiereba do Rio Negro, as concentragdes dos ions Na* e CI
foram 138,9+2,2 e 146,2+2,8 mEq/L, respectivamente. Nos espécimes do rio Solimbes
as [Na'] e [CI] foram 156,6+1,9 e 177,5+2,9 mEq/L, respectivamente. Por outro lado,
as concentragdes dos fons K* e Ca*? foram similares nas arraias agua preta, Rio Negro
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(4,8+0,2 e 5,2+0,2 mEq/L, respectivamente) e da agua branca, rio Solimbdes (5,7+0,1 e

5,81£0,2 mEq/L, respectivamente).
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Figura 2. Valores médiosterro padrdo da concentragdo de uréia e osmolalidade no plasma
(barras pretas) e no fluido perivisceral (barras claras) de exemplares juvenis de P. aiereba
de agua preta (Rio Negro, N=8) e agua branca (Rio Solimbes/Amazonas, N=6). (*)
diferenca significativa entre arraias de agua preta e agua branca. (#) indica diferenca
significativa entre plasma e fluido perivisceral (P<0,05).
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Nenhuma diferencga significativa foi encontrada nas concentragdes dos eletrdlitos
(Na*, CI, K* e Ca*?) no fluido perivisceral das arraias provenientes dos dois sitios de
coleta. Contudo, nos espécimes do rio Solimdes (agua branca) as concentragdes de
Na*, CI' e Ca* estavam significativamente mais elevadas no plasma (P<0,05) do que

fluido perivisceral. As concentragdes de K ndo variaram entre o plasma e o fluido

perivisceral.
180 200
160 . 180 1
/_T —~
= # S 160 -
wl
E 140 £
+ . 140 1
g S #
120
120 {
100 n . 100
Agua preta Agua branca Agua preta Agua branca
8 8
7
_ o 67
s g
L £
E° < "
~ 4
+ 3 [
X @©
5 1 ©
2 4
4 , ,
Agua preta  Agua branca Agua preta Agua branca

Figura 3. Concentracdo médiaterro padrao dos ions no plasma (barras escuras) e fluido
perivisceral (barras claras) em exemplares de P. aiereba de agua preta (Rio Negro, N=8) e
agua branca (Rio Solimbes/Amazonas, N=6). (*) indica diferenca entre as duas
populagdes. (#) diferenca significativa entre plasma e fluido perivisceral (P < 0,05).
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Atividade da Na'/K*-ATPAse branquial e renal

As atividades especificas da Na'/K'-ATPAse (NKA) nas branquias e rins das
arraias de agua preta (Rio Negro) sdo mais elevadas (P<0,05) que dos espécimes que
vivem na agua branca, rio Solimdes (Fig. 4). Nos exemplares do Rio Negro, a atividade
da NKA branquial foi 2,5 vezes maior do que nos espécimes do rio Solimdes. De igual
modo foi observado nos rins, onde a NKA estava 1,6 vezes mais elevada nos
exemplares do Rio Negro Pi/m(12,8+0,5 umoles g proteina/h) do que nos de agua
branca (8,2+0,4).
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Figura 4. Atividade especifica da Na'/K*-ATPase nas branquias (barras escuras) e nos rins
(barras claras) de exemplares juvenis de P. aiereba da agua preta (Rio Negro, N=8) e da
agua branca (Rio Solimées/Amazonas, N=6). (*) indica diferenca significativa entre os
valores das duas populagbes de arraias (P < 0,05).
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DISCUSSAO

As diferencas nos parametros hematolégicos e osmorregulatérios entre as duas
populagcdes de Paratrygon aiereba sado explicadas pelo conceito da plasticidade
fenotipica. Plasticidade fenotipica € a chave para a adaptacdo, e pode ser definida
como a “amplitude” da variagao fisiolégica de um dado gendtipo quanto exposto a
diferentes condigdes ambientais abidticas ou bidticas (ALMEIDA-VAL et al., 1999).

A habilidade de algumas espécies de peixes amazodnicos para tolerar baixos
niveis de oxigénio € uma vantagem adaptativa se comparada as espécies menos
tolerantes. Durante o periodo de seca, quando os niveis de oxigénio estédo
extremamente reduzidos muitas espécies sensiveis morrem. As espécies mais
tolerantes apresentam inumeras estratégias morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas
para aumentar a eficiéncia na captacdo e transferéncia de oxigénio do ambiente aos
tecidos. Ajustes nos parametros hematolégicos podem aumentar a capacidade de
transporte de O, pelo sangue durante os periodos de baixo teor de oxigénio ambiental
(ALMEIDA-VAL et al., 1999).

Diferente dos teledsteos, Paratrygon aiereba apresenta um numero reduzido de
eritrocitos circulantes e baixa concentracdo de hemoglobina. Os parametros
hematolégicos desta espécie estdo dentro dos intervalos relatados para outros
potamotrigonideos (GRIFFITH et al., 1973). No periodo de seca, as aguas do Lago
Janauaca, no Rio Amazonas/Solimdes apresentam baixos teores de oxigénio
dissolvido (hipéxia moderada). Os elevados valores de hematécrito das arraias desse
local sugerem hemo-diluicdo, e, portanto uma redugdo dos fosfatos organicos, os
moduladores alostéricos da hemoglobina (Hb), favorecendo o aumento da afinidade da
Hb-O,. Em condi¢des de hipdxia, estes ajustes podem auxiliar na reducdo da
ventilagdo branquial e, portanto reduzir a perda de ions pelas branquias (EVANS et al.,
2005).

Com relagao aos mecanismos da interacdo organismo-ambiente, um dos mais
interessantes aspectos da fisio-ecologia é: como uma mesma espécie € capaz de
conquistar diferentes habitats? A espécie P. aiereba tem ampla distribuicdo geografica

e suas populagdes locais parecem bem adaptadas ao tipo de ambiente onde vivem.
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Alguns parametros fisioldégicos sdo similares, enquanto outros estdo associados ao
habitat. Por exemplo, exemplares das duas populacbes de P. aiereba estudados
apresentaram similares valores para o0s niveis de proteinas totais e glicose
plasmaticos, sendo que estes valores estdo dentro dos intervalos relatados para
potamotrigonideos (THORSON et al.,, 1967; WOOD et al., 2002). Os niveis de
albumina plasmatica, que é ausente ou extremamente baixa em elasmobranquios
(GRIFFITH et al., 1973) esta presente em P. aiereba em quantidades que variam de 20
a 40% do total de proteinas plasmaticas, confirmando os primeiros relatos para
potamotrigonideos. A presenga de albumina pode sugerir um papel associado ao
transporte de lipideos, ou mesmo um importante constituinte da pressdo osmaética no

plasma.

As duas populacdes de P. aiereba apresentaram diferencas nos teores de uréia
do plasma. Os niveis de uréia plasmatica nesta espécie sdo baixos se comparados aos
valores relatados para espécies marinhas. Isto sugere que a osmorregulagdo de P.
aiereba é realizada principalmente pelos eletrdlitos plasmaticos. Esta caracteristica foi
sugerida por varios autores (THORSON et al.,, 1967; GEST & THORSON, 1977;
WOOD et al., 2002; TAM et al., 2003; IP et al., 2003). Porém, quantidades significativas
de uréia foram escontradas no fluido perivisceral de P. aiereba, 0 que sugere que a
uréia ainda pode exercer um importante papel como osmodlito neste fluido. Estes
valores sdo 135 vezes superiores aos encontrados para varios potamotrigonideos

relatados por Thorson et al. (1967).

As concentracdes dos ions plasmaticos também foram diferentes entre as duas
populacdes de P. aiereba. Estas diferengas podem ser explicadas pela plasticidade
fenotipica usualmente observada em uma espécie que se adapta em habitats
aquaticos com diferengas na composi¢do quimica. Comparando os Rios Negro e
Solimbées/Amazonas em relagao as suas caracteristicas limnolégicas, observa-se uma
grande diferenga entre os valores de pH, condutividade elétrica e solidos totais
dissolvidos. O Rio Solimées/Amazonas é rico em ions, se comparado ao Rio Negro. O
sistema Amazonas/Solimdes tem 6,2 mais [CI]; 7,3 mais [Na']; 3,3 mais [K'] e 39,4
mais [Ca*?] do que o Rio Negro (FURCH et al., 1982; AUCOUR et al., 2003). Portanto,
alguns tragos osmorregulatorios de P. aiereba parecem ter uma natureza plastica. Esta

caracteristica € similar aquelas observadas em outros elasmobranquios expostos ao
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gradiente salino, ou seja, as concentragdes dos ions plasmaticos aumentam, na
medida em que a osmolaridade ambiental aumenta (BITTNER & LANG, 1980; TAM et
al., 2003; PILLANS & FRANKLIN, 2004).

Em teledsteos, as branquias e o0s rins sdo o0s principais 0rgaos
osmorreguladores (LIN et al., 2004; EVANS et al., 2005). No ambiente de agua doce, a
manutencdo do balanco hidrico requer dos rins a formagao e excregao de uma urina
diluida, cujo volume é semelhante ao influxo liquido de agua pelas branquias e
tegumento (JANECH & PIERMARINI, 2002). Além disso, a perda difusional de Na* e
K" pelas branquias requer o balango entre os mecanismos de absorc¢éo idnica e a
reduzida perda pela urina (SHUTTLEWORTH, 1988). Em geral, os mecanismos
adaptativos para reduzir a perda de ions em elasmobranquios de agua doce incluem a
baixa permeabilidade branquial (EVANS et al., 2005), a glandula rectal ndo funcional
(THORSON et al., 1978), e o aumento da reabsorc¢ao tubular renal (LACY & REALE,
1995). A arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu) quando aclimatizada nas aguas acidas
e pobre em ions da bacia do Rio Negro parece osmorregular de maneira similar aos
ciclideos que vivem nesta bacia (WOQOD et al., 2002; WOQOD et al., 2003). De acordo
com Gonzales & Wilson (2001), alguns teledsteos do Rio Negro apresentam duas
estratégias osmorregularorias: (i) sistema de transporte de Na® de alta afinidade
insensivel a inibicdo pelo baixo pH da agua, porém com uma elevada taxa de perda
difusiva. Esta estratégia € comum em muitos caracideos; (ii) sistema de transporte de
baixa afinidade relativamente sensivel a inibicdo pelo baixo pH, porém com reduzida
taxa de perda idnica. Este mecanismo foi observado nos ciclideos. Para Wood et al.
(2002), a arraia cururu, Potamotrygon sp. mantem-se em balango iénico (Na*, Cl" e
Ca*®) negativo com o ambiente aquatico, e representa uma versdo extrema da

segunda estratégia.

A elevada atividade renal da Na*/K* -ATPase de P. aiereba pode ter contribuido
para aumentar a reabsorcéo tubular dos ions Na* e CI". Porém, é importante enfatizar
que Paratrygon aiereba é predominantemente ictiofagica (LASSO et al.,, 1996;
RINCON, 2006a) e pode obter quantidades suplementares de ions pela dieta

carnivora.
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Concluindo, P. aiereba ajusta as variaveis hematolégicas em relacédo as
caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente. Esta espécie possui a capacidade para
osmorregular em diferentes habitats aquaticos da bacia amazbdnica com diferentes

caracteristicas limnologicas.
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Consideracoes finais
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CAPITULO 7

BIOLOGIA DA CONSERVACAO DE POTAMOTRYGONIDAE

A Biologia da conservagao adapta conceitos e teorias ecoldgicas para propor
metodologias apropriadas para que sejam implantadas ag¢des praticas que facilitem a
conservagao de um dado recurso biologico. Dessa forma, ela combina ciéncia e
manejo dentro do especto da interagdo espécies-habitats-ecossistemas (MARTIN,
2004; MARTIN, 2005). O ser humano nao pode ser excluido do processo, pois 0s
esforgcos e ferramentas desenvolvidas no campo da biologia da conservagao foram
criadas para minimizar os efeitos da agdo antrépica. A biologia da conservacgéo
procura, inicialmente, identificar e estudar os impactos das atividades antropogénicas
em cada um dos niveis hierarquicos da organizagao bioldgica (individuo, populagdes,
comunidades e ecossistemas); e numa segunda etapa criar e implementar agdes para
recuperar e/ou minimizar o processo biolégico afetado (LEVEQUE & MOUNOLOU,
2003).

Os objetivos deste capitulo direcionam-se a primeira das ag¢des descritas acima,
constitui-se de um breve relato sobre a complexa e confusa sistematica dos
potamotrigonideos e em seguida, discute-se o uso das arraias de agua doce da familia
Potamotrygonidae como recurso natural e os mecanismos legais que permitiram o uso
desse recurso. As principais atividades antropogénicas que comprometem as acgdes
conservacionistas das arraias de agua doce foram identificadas. Em cada um dos
topicos sera dada énfase aos processos organicos inerentes aos potamotrigonideos

que merecem atencgéao diferenciada para as futuras agdes conservacionistas do grupo.
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1. A sistematica atual: um grande problema para a biologia da conservacao

Os problemas da biologia da conservagao dos potamotrigonideos comegam com
a auséncia de conhecimento sobre a biologia basica do grupo. Para a grande maioria
das espécies, desconhecem-se os limites fisicos de sua distribuicdo geografica,
historia natural, aspectos reprodutivos, adaptagcdo e sistematica. Como citado
anteriormente, o atual status da sistematica do grupo é complexa, confusa, e em
muitos casos, até contraditoria. A dificuldade para estabelecer as relagdes filogenéticas
deve-se, em parte, ao pequeno grupo de especialistas em sistematica filogenética. A
ampla distribuicdo geografica do grupo nas grandes bacias sul-americanas requer um
elevado esfor¢co humano e financeiro para a obtengdo de exemplares. Podem ser
destacadas ainda as dificuldades burocraticas na obtengédo de autorizagbes dos 6rgéaos
competentes para coleta e transporte das espécies, o elevado grau de morfotipos e
padrdes policromaticos. Na maioria dos casos, o padrao de coloracao dorsal tem sido o
unico critério adotado na identificagdo das espécies, no entanto varios estudos tém
mostrado que diversas espécies compartiham o mesmo padrdo de cor (ALMEIDA,
2003; RINCON, 2006a; TOFFOLI, 2006).

A despeito das dificuldades em se identificar corretamente as espécies, ao longo
de quatro décadas foram publicados varios estudos sobre osmorregulagdo dos
potamotrigonideos (GRIFFITH et al., 1973; GERST & THORSON, 1977; BITTNER &
LANG, 1980; WOQOD et al., 2002; WOOD et al., 2003). Embora estas informacdes
sejam relevantes para o grupo inteiro, a incerteza na identificagdo do espécime
mantém a auséncia de dados para espécies individuais, e, portanto, nao altera o status
de conservagcdo da espécie. O trabalho pioneiro de Thorson et al. (1967) € dos
melhores exemplos. Estes autores foram um dos primeiros a notar que as arraias de
agua doce da América do Sul (Potamotrygonidae) ndo acumulam uréia em seus
tecidos, alem de manter valores de eletrolitos (Na*, CI', K" e Ca+2) nos fluidos corporais
em niveis semelhantes aos encontrados para peixes teledsteos de agua doce. No
entanto, os préprios autores deixam evidente que a identificagdo dos exemplares
utilizados no estudo foi inadequada.

As arraias de agua doce da América do Sul estdo incluidas em uma unica
familia (Potamotrygonidae Garman 1877). O grupo é composto por 3 géneros:

Paratrygon, Plesiotrygon e Potamotrygon. McEachran & Aschliman (2004) incluiram as
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arraias do género Himantura dentro da familia Potamotrygonidae. Entretanto, os
estudos sobre sistematica molecular ndo dao suporte a esta topologia, sugerindo que
as espécies do género Himantura representam espécies-irmas da familia
Potamotrygonidae (LOVEJOY et al., 1998; MARQUES, 2000).

Outro problema é a posicdo filogenética dos membros da familia
Potamotrygonidae. Inicialmente, a espécie Plesiotrygon iwamae foi apontada como
sendo o membro mais basal da familia (ROSA et al.,, 1987). No entanto, o atual
consenso € que Paratrygon aiereba seja a espécie mais basal (LOVEJOY, 1996;
LOVEJOY et al., 1998). A posicédo filogenética de Plesiotrygon iwamae ficou dubia
quando os estudos de MARQUES (2000) e TOFFOLI (2006) sugeriram que esta
espécie é filogeneticamente agrupada dentro do género Potamotrygon. Isso complica
ainda mais as relagdes filogenéticas dentro deste género, que é altamente especioso.
Sao aproximadamente 16-18 espécies nominais validas (CARVALHO et al., 2003;
MARTIN, 2005), com duas espécies novas descritas recentemente, Potamotrygon
marinae das bacias Maroni, Grand Inini e Oyapock da Guiana Francesa (DEYNAT,
2006), e Potamotrygon boesemani procedente da bacia do rio Corantijn, Suriname
(ROSA et al., 2008). Para este género, cerca de sete espécies estdo em processo de
descrigdo, sendo pelo menos 3 para a bacia do Rio Tapajos, 2 para a bacia do Rio
Tocantins, 1 para a bacia do Rio Negro e 1 para a Illha de Marajé. Este numero ainda
pode aumentar, pois nem todas as bacias foram suficientemente amostradas,
principalmente as cabeceiras dos principais tributarios. Além disso, segundo Rosa et
al. (2008), dada a ampla distribuicdo geografica e a diversidade de morfotipos, P.
motoro e P. orbignyi podem ser complexos de espécies e nao espécies individuais. As
espécies do género Potamotrygon sao as mais dificies para se identificar. O elevado
grau de policromatismo, morfotipos e compartilhamento de padrdes de coloragao entre
diferentes espécies contribuem para a confusa e complexa identificacdo das espécies
do género Potamotrygon. Por exemplo, ARAUJO (2004) relata a existéncia de pelo
menos 9 padrdes de coloragdao em P. motoro do Médio Rio Negro.

Um fator importante que dificulta o conhecimento sobre as relagdes filogenéticas
entre as espécies deste género, é que a taxa de mutagcdo dos elasmobranquios
quando comparada a dos mamiferos é bastante reduzida (MARTIN et al, 1992), e
provavelmente muitas das ferramentas em genética molecular (amplamente utilizadas

em teledsteos) tém falhado em separar ou agrupar individuos em nivel especifico.
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Exemplos disso estdo bem relatados nos atuais estudos sobre as relagdes
filogenéticas de espécies do género Potamotrygon (ver MARQUES, 2000; ALMEIDA,
2003; TOFFOLI, 2006). Outros fatores incluem a falta de material biolégico adequado e
0 péssimo estado de conservagao dos holétipos e paratipos nos Museus. Por exemplo,
o holétipo MNHN 2333 de P. orbignyi se resume a um pedago de pele, cauda e
nadadeiras pélvicas (RINCON, 2006a).

Os géneros Paratrygon e Plesiotrygon até o presente momento sdo monotipicos.
Porém, CHARVET-ALMEIDA et al. (2005b) relatam que o género Paratrygon € um
complexo de espécies, com pelo menos 5 morfotipos que podem ser identificados
pelas caracteristicas morfoldgicas externas e internas. Estas informagdes foram
consideradas durante o desenvolvimento deste estudo. Considerando as informacgdes
disponiveis até o presente momento, optou-se por utilizar apenas exemplares com
tragos morfoldgicos semelhantes, embora atualmente nédo exista na literatura nenhuma
descricdo nominal para estas espécies.

A familia Potamotrygonidae tem representantes em quase todas as grandes
bacias da América do Sul, sobretudo naquelas que drenam para o Oceano Atlantico.
Por isso, dada a dimens&o geografica de sua distribuicdo, além dos problemas citados
anteriormente, torna-se uma tarefa ardua estimar um numero total de espécies para a
familia Potamotrygonidae. Diante de tudo isso, faz-se necessario uma tarefa-especial
que concentre todos os esforgos e estudos disponiveis para esta singular familia de
arraia de agua doce, para que as agdes conservacionistas e de manejo possam ser

realmente implantadas.

2. Uso dos recursos: conflitos de pesca, legislacdo e controvérsias

As populagdes ribeirinhas na Amazdnia ndo consideram as arraias de agua
doce como um recurso valioso para alimentacdo. Na bacia amazébnica, raras sdo as
localidades onde as arraias de agua doce sao utilizadas como alimento. Na regiao de
Colares, na Baia de Marajo, proximo ao estuario Amazbnico, ocasionalmente as
arraias capturadas sdo consumidas como alimento. Nesta localidade, os animais
adultos ja eviscerados sdo vendidos por R$ 1,00/kg no Mercado Municipal (Fig. 1). Os
neonatos que constituem a fauna acompanhante durante a pesca da pratiqueira (Mugil
spp.) nas praias de Colares também sao consumidos (observacao pessoal; CHARVET-
ALMEIDA, 2001; ALMEIDA, 2003). Ha relatos de consumo na regido do Meio Médio
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Amazonas (ARAUJO et al., 2004a), mas n&o ha registro de consumo no Rio Negro ou
nas outras sub-bacias na Amazénia.

Atualmente, o maior problema para os potamotrigonideos passa a ser a pesca
comercial em larga escala. Desde 2001 que o aumento na captura de Paratrygon
aiereba, Potamotrygon motoro e Plesiotrygon iwamae direcionada a pesca comercial
tem chamado a atencéo dos especialistas em elasmobranquios e dos 6rgaos publicos
de fiscalizagao (citado em IBAMA, 2005). Segundo Araujo (2005) esta pratica tem sido
realizada principalmente nos rios Purus, Madeira e na calha do Rio Amazonas,
atualmente ja esta ocorrendo no Médio Rio Negro (Fig. 2). A Instrugdo Normativa do
IBAMA, IN n° 118 de 19 de setembro de 2006, proibiu a captura de arraias para
exportagdo, mas nao para fins de consumo. Segundo os dados do
PROVARZEA/IBAMA (citado em IBAMA, 2005), entre os anos de 2001 a 2004 a
producdo anual de carcagas de arraias de agua doce nas regides de Santarém e
Obidos (Estado do Para) aumentou mais de 1.700%. O aumento na press&o de pesca
de arraias para fins de consumo fez com o IBAMA realizasse urgentemente encontro
técnico para discutir o assunto para se propor planos com ag¢des emergenciais e
levantamento de dados sobre pesca e estoque pesqueiro (I Reunido Sobre A Pesca de
Arraias de Agua Continentais Para Fins de Consumo, Belém-PA, 26 e 27 de junho de
2008). Se considerarmos o baixo consumo local, fica evidente que o destino deste
pescado € a exportacdo. A meédia de peso dos exemplares encontrados nos
desembarques pesqueiros em Santarém oscilava entre 30 e 70 kg, sendo que esta
modalidade de pesca incide principalmente sobre o estoque parental de Paratrygon
aiereba e Potamotrygon motoro (ARAUJO, 2005). Uma vez que as fémeas sdo
maiores que os machos (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005a), a pressao da pesca recai
principalmente sobre as fémeas adultas. Do ponto de vista conservacionista, a pesca
comercial direcionada aos potamotrigonideos deve ser observada com mais cautela,
principalmente para Paratrygon aiereba, devido as suas estratégias reprodutivas que
n&o sustentam uma pressao pesqueira dessa natureza (ARAUJO, 2005).

Os elasmobranquios sao particularmente vulneraveis a sobre-explotacdo devido
as caracteristicas inerentes a sua historia de vida, tais como: crescimento lento,
maturidade tardia, longo periodo de gestacdo, baixa fecundidade e longevidade

elevada (MARTIN, 2005). Todas estas caracteristicas fazem dos elasmobranquios
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animais K-estrategistas, ou seja, apresentam uma taxa intrinseca de crescimento
populacional muito lenta (CORTES, 2000).

Figura 1. Venda de Potamotrygon scobina no Mercado Municipal de Colares, Estado do Para.
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Figura 2. “Béia” de uma arrastadeira na calha do Rio Negro em Mariua, Barcelos, AM.

Nas espécies-alvo da pesca comercial, a fecundidade uterina é muito baixa,
varia entre 2 e 7 em Paratrygon aiereba e Potamotrygon motoro, respectivamente. O
periodo de gestagcdo € longo, cerca de 6 meses em P. motoro, e 9 meses em P.
aiereba (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005a). Segundo ARAUJO (2005), a espécie P.
aiereba é a mais capturada (72% de ocorréncia nos desembarques). Justamente a
espécie com menor fecundidade ovariana, uterina e longo periodo de gestacéo
(ARAUJO et al., 2004a). Portanto, se considerarmos as limitacdes devido ao forte
padrdao K-estrategista de P. aiereba e o elevado crescimento da produgdo anual da
pesca comercial, em curto espaco de tempo as populagdes locais desta espécie
poderdo entrar em situagao de vulnerabilidade ou mesmo criticamente em perigo. Vale
ressaltar que casos de deplecao dos estoques populacionais de varias espécies de
elasmobranquios em niveis globais estdo bem documentados na literatura (FOWLER
et al., 2002; MARTIN, 2005).
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Além da pesca comercial para exportacdao, outra forma de exploragdo das
arraias de agua doce como recurso econdmico € por meio da pesca ornamental. O
aquarismo € um hobby consagrado em todo o mundo e tem como foco principal
espécies exoticas de cores, formas e comportamentos chamativos e graciosos. As
arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae reinem todas estas qualidades: séo
achatadas dorso-ventralmente, possuem alto grau de policromatismo, comportamento
natatorio elegante e a presenca de um ferrao caudal.

Na bacia Amazoénica, as arraias sao capturadas para fins de ornamentacao ha
mais de 25 anos. Varios estudos relatam que pelo menos 10 mil familias nas bacias do
Rio Negro (ARAUJO, 1998; ARAUJO et al., 2004b), Rio Xingu (CHARVET-ALMEIDA,
2006), Rio Tocantins (RINCON, 2006a) e do Rio Tapajés (RINCON, 2006b) estao
envolvidas com a pesca ornamental. Porém, as arraias de agua doce representam uma
pequena fragdo (<0,1%) do numero total de peixes ornamentais exportado pelos
Estados do Amazonas e Para. Por exemplo, segundo os dados do IBAMA/AM-NTPO'
em 2003 foram exportados 17.836.766 individuos vivos de diversas espécies de peixes
ornamentais. Neste mesmo ano, a legislagdo do IBAMA (Portaria n° 036/2003) so
permitia a exportacdo de 16.000 unidades de arraias/ano. As espécies de
potamotrigonideos regularmente exportadas com propdsitos para o aquarismo foram:
Potamotrygon sp. (arraia cururu), P. motoro, P. schroederi, P. orbignyi, P. henlei e P.
leopoldi (ARAUJO et al., 2004a; DUNCAN, 2005). A maioria capturada principalmente
no Médio Rio Negro, na regido de Barcelos (Estado do Amazonas). Segundo Araujo et
al. (2004a; 2004b), as arraias da regido de Barcelos correspondiam a 57% do total de
arraias que foram exportadas durante a vigéncia da Portaria 036/2003 - IBAMA que
regulamentou a exportagcdo de arraias de agua doce (Potamotrygonidae) nos Estados
do Amazonas e Para durante as safras dos anos 2003-2005. Se considerarmos que
todas as empresas do setor exportaram todas as suas cotas, na Fig. 3 estdo
apresentados o percentual de cada espécie capturadas ao longo de 8 safras com

legislagdes especificas que regulamentaram a exportagao.

'www.promamazonia.org.pe/SBiocomercio/Upload%5CConferencia%5CDocumentos/2.ppt
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P. motoro
(37,5%)
P. leopoldi
(2,0%)
P. henlei

(1,6%)

Potamotrygon sp.

(34,2%) P. schroederi

(12,8%)

P. orbignyi
(11,9%)

Figura 3. Percentual das espécies de Potamotrygonidae provavelmente capturadas da
natureza para fins de ornamentagao (percentual de captura espécie-especifica foi baseado
nos dados estimados a partir da Tabela 2).

Antes de 1998, ndo havia regulamentacédo especifica sobre a explotagdo para
fins ornamentais dos potamotrigonideos. As arraias eram exportadas ilegalmente. O
Estado do Amazonas foi pioneiro ao regulamentar a explotagdo de arraias de agua
doce. Mas, somente em 1998 foi estabelecida a primeira portaria federal (Portaria
IBAMA N° 022/98), e subsequientemente duas novas legislagdes regulamentaram o
ordenamento deste recurso biolégico. Em todas elas adotou-se um sistema de
cota/espécie (ver Tabela 1). As autorizagdes foram periodicamente renovadas, e se for
considerado que todas as empresas de exportagao utilizaram suas cotas, teoricamente
quase 110 mil neonatos e/ou juvenis de arraias foram exportadas legalmente durante a
vigéncia dessas legislagdes entre os anos de 1998 a 2006 (Tabela 2). Neste periodo,
os principais destinos das arraias foram para os aquarios de Taiwan, Japao, Alemanha

e Estados Unidos?.

“www.promamazonia.org.pe/SBiocomercio/Upload%5CConferencia%5CDocumentos/2.ppt
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Tabela 1. Numero de exemplares/espécie de Potamotrygonidae permitidos para exportacao
conforme legislagbes (portarias e instrucao normativa) do IBAMA para exportacao de arraias
de agua doce para fins de ornamentacgao.

Espécies/Regulamentacdo Port. N° 22/98 Port n.° 36/2003 IN n.° 27/2005 IN n.° 204/2008¥%

Potamotrygon motoro 5.000 5.500 3.900 5.200
Potamotrygon sp. 5.000 5.000 3.000 6.000
P. orbignyi 1.500 2.000 1.200 2.400
P. schroederi 2.000 1.500 300 1.000
P. henlei * 1.000 600 1.000
P. leopoldi * 1.000 1200 5.000
Total 13.500 16.000 10.200 20.600

* Espécies que nao foram listadas no Art. 1° da Portaria N° 22/98 de 18 de fevereiro de 1998.
¥Instrugdo Normativa em vigor até a realizacdo deste estudo. Esta IN permite a exploragdo
(captura e comercializacao) de arraias para fins de ornamentagao para as safras 2008-2009.

A Instru¢do Normativa do IBAMA (IN 118 de 19 de setembro de 2006) proibiu a
exportacdo de arraias pelo Brasil. Embora na pratica isto significa: (i) aumento do
comeércio ilegal; (ii) e super-valorizacdo das espécies endémicas e de padrao atrativo
para o mercado internacional. Mesmo durante o periodo de vigéncia das legislagdes
especificas, o comércio ilegal de potamotrigonideos encontrou uma oportunidade para
exportar “legalmente” espécies valiosas e ndo incluidas na lista de espécies permitidas.
Por exemplo, ARAUJO (2001) relata que as espécies Potamotrygon henlei e P.
leopoldi representavam 6 e 26%, respectivamente das arraias de agua doce exportada
pelo Estado do Amazonas. Estas duas espécies sdo endémicas do Estado do Para. P.
henlei € endémica da bacia do Rio Tocantins, enquanto P. leopoldi € somente
capturada na bacia do Rio Xingu. Estas espécies s6 foram incluidas na lista de
espécies para exportacao no ano de 2003, a partir da publicacdo da Portaria IBAMA N°
032/2003.

Outro fato importante, € que duas espécies novas do género Potamotrygon
(“pretinha” P14-Itaituba e arraia Jabuti) endémicas da bacia do Rio Tapajos estdo entre
as mais valiosas no comércio internacional de arraias de agua doce. Estas espécies
nao foram incluidas nas cotas anuais autorizadas pelo IBAMA. Provavelmente ainda
estdo sendo comercializadas ilegalmente. A clandestinidade tem efeito imediato sobre
o valor do produto no comercio internacional. Por isso, um exemplar da arraia

denominada de “P14-ltaituba” foi cotada em torno de € 1.500,00 no mercado
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internacional. Como estas espécies podem ter sido exportadas? Parte desta pergunta
pode ser respondida pela dificuldade de identificagdo dos potamotrigonideos.
Identificar uma espécie é tarefa ardua até mesmo para especialistas, e os motivos
pelos quais foram relatados anteriormente. Sob tais condi¢gbes, P14-ltaituba pode ser
simplesmente denominada de Potamotrygon aff. leopoldi ou P. aff. henlei, ja que o
padrdo de coloracdo € compartilhado entre estas espécies, enquanto, a arraia-jabuti
pode ter sido considerada uma “variante” de P. motoro ou mesmo de Potamotrygon sp.
(arraia cururu).

A Instrugdo Normativa do IBAMA em vigor até a realizagao deste estudo (IBAMA
IN n. 204 de 22 de outubro de 2008) permite a captura, comercializagao e exportagéao
das 6 espécies de potamotrigonideos listadas na IN N°.27/2005 por um ano (safra
2008/2009). A cota global permite a captura de 20.600 animais nesta safra, i.é, quase
30% superior a cota permitida na Portaria 036/2003. Esta nova IN aumentou em 5
vezes a cota anual para a venda de Potamotrygon leopoldi, e em 1,2 vezes a cota de
Potamotrygon sp. em relacdo a cota anual da Portaria 036/2003. E importante
mencionar que as arraias do Rio Tapajos (“pretinha’-P14 Itaituba e jabuti) nao
constardo nesta nova permissdo do IBAMA. Provavelmente, estas espécies seréo
incluidas nas novas solicitagbes das cotas a partir de 2009. No entanto, para alguns
pesquisadores, a auséncia de dados biolégicos para estas espécies requer medidas
cautelares para que possam ser incluidas nas proximas cotas anuais. Por outro lado, a
auséncia dessas espécies pela nova IN do IBAMA sugere a manutengdo dos mesmos
problemas relacionados a ilegalidade ja elencados anteriormente, porém, com fortes
evidéncias que a arraia “pretinha” P14-Itaituba podera ser exportadada dentro da cota
de P. leolpoldi (6.000/ano), enquanto a arraia jabuti continuara a ser exportada dentro
da cota de P. motoro (5.200/ano) ou Potamotrygon sp. (=Potamotrygon cf. histrix,
6.000/ano), ou mesmo P. orbignyi (2.400/ano). E importante mencionar que P. orbignyi
€ extremamente sensivel ao manejo e tem pouco valor comercial no mercado
internacional.

Um importante problema para a biologia da conservagdo das arraias de agua
doce é que o numero total de individuos exportados legalmente ndo traduz o numero
total de arraias retiradas das areas de pesca. Por exemplo, quando se contabilizam as
taxas de mortalidade espécie-especifica durante o transporte e a taxa de rejeicéo

sobre as cotas/espécies. O total de arraias capturadas na natureza supera os 160 mil
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exemplares ao longo dos anos em que a exportagdo foi legalizada (Tabela 3). Além
disso, € bem provavel que este numero ainda possa estar subestimado, pois neste
calculo ndo foram incluidas as taxas de mortalidade pds-captura durante o periodo de
quarentena nas areas de pesca, nos tanques dos intermediarios e dos exportadores.
Segundo ARAUJO et al. (2005) a taxa de mortalidade pds-captura é espécie-especifica
e a taxa de rejeicdo nas areas de captura oscilava entre 30 a 42% do total de arraias
comercializadas. Estes autores estimaram que a taxa de mortalidade pos-captura para
as espeécies capturadas no Rio Negro variam de 2 a 12%, sendo que P. schroederi (10-
12%) > P. orbignyi (8-10%) = P. motoro (8-10%) > Potamotrygon sp. (2-5%). Taxas de
mortalidade tdo elevadas representam grandes problemas para agdes
conservacionistas. Nesse contexto, o conhecimento prévio sobre a biologia basica das
espécies, tais como estudos sobre efeito do pH da agua e do material nitrogenado de
excrecdo sobre o0s processos osmorregulatérios podem servir de subsidios teoricos
para o desenvolvimento de técnicas de manejo mais apropriadas para cada uma das

especies visando reduzir as taxas de mortalidades durante o transporte.

Tabela 2. Numero total de Potamotrygonidae exportados foi calculado a partir das safras
durante a vigéncia das legislagoes do IBAMA, considerando que todas as empresas de
exportacdo de peixes ornamentais utilizaram suas cotas.

Potamotrygonidae 1998-2003* 2003-2005 2005-2006 Total/espécie
Port. N° 22/98 Port. N° 36/2003  IN N° 27/2005

P. motoro 25.000 11.000 3.900 39.900

Potamotrygon sp.  25.000 10.000 3.000 38.000

P. orbignyi 7.500 4.000 1.200 12.700

P. schroederi 10.000 3.000 300 13.300

P. henlei O 2.000 600 2.600

P. leopoldi O 2.000 1200 3.200

Total/safras/regul  67.500 32.000 10.200 109.700

* Inicialmente regulamentada pela Portaria N° 22/98 com validade de 1 ano, e depois mantida
por Portarias da Executiva do IBAMA Amazonas; ©= proibida para exportagao.

Com tanto individuos removidos da natureza, ndo se sabe qual foi o impacto da
pesca ornamental sobre as populagdes da condrofauna? Segundo ARAUJO et al.
(2004a), os dados de CPUE indicam que esta atividade ndo tem afetado as populacdes
de Potamotrygon sp., P. orbignyi e P. motoro do Rio Negro. Alguns pesquisadores tém
argumentado que esta modalidade de pesca das arraias incide somente sobre

individuos neonatos e juvenis que morreriam naturalmente e, portanto com pouco ou



142

Capitulo 7

nenhum efeito sobre as populagdes de elasmobranquios capturados com propésitos
para o aquarismo (ARAUJO, 2001; CHARVET-ALMEIDA & ARAUJO, 2002; ARAUJO,
2004; ARAUJO, 2005). No entanto, este argumento ndo tem base cientifica para
sustenta-lo, uma vez que, atualmente ndo se conhecem os estoques naturais ou a

curva de sobrevivéncia natural das espécies de potamotrigonideos.

Tabela 3. Estimativa das principais espécies de Potamotrygonidae retiradas da bacia
Amazénica durante a vigéncia das legislagdes que regulamentavam a exportagédo de arraias de
agua doce para fins ornamentais. Estes valores foram calculados a partir dos dados da Tabela
1 onde foram incluidas as taxas de mortalidade espécie-especifica durante o transporte
(Araujo, 2005) e a taxa de rejeicdo pds-captura (Araujo, 2004).

Espécies 1998-2003* 2003-2005 2005-2006 Total/
Port. N° 22/98  Port. N° 36/2003 IN N° espécie
27/2005
P. motoro 39.050 15.730 5.577 60.357
P. sp. 37.275 13.650 4.095 55.020
P. orbignyi 11.715 5.720 1.716 19.151
P. schroederi  15.904 4.368 437 20.709
P. henlei* O 2.000 600 2.600
P. leopoldi* O 2.000 1200 3.200
Total 103.944 43.468 13.625 161.037

= proibida para exportacéao.

* As taxas de mortalidade e de rejeicdo ndo sao conhecidas, por isso, para efeito de
calculo foram mantidas apenas os valores estimados de arraias exportadas ao longo das
safras/portarias regulamentando a exportagao.

O comércio de peixes ornamentais € uma atividade bem consolidada.
Algumas espécies sdo extremamente valorizadas no mercado internacional. As lojas
de aquarismo exibem na Internet os precgos, disponibilidade e origem das arraias
(Apéndice IV). Animais cultivados geralmente tém cotagdo inferior aqueles capturados
na natureza. Animais cuja exportagao é ilegal também s&o mais valorizados do que
aqueles com comércio legal. Além disso, matrizes (fémeas adultas reprodutivas) sao
muito mais valiosas que jovens. Ressalte-se que a IN do IBAMA n°® 027/2005 tenha

proibido a exportacdo de matrizes.
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Nos dias de hoje, se forem considerados apenas os numero total de arraias de
agua doce comercializadas legalmente durante as 8 safras, o movimento geraria cerca
de US$ 17 milhdes no mercado internacional. Se considerarmos os dados do IBAMA-
NTPO® sobre o valor individual/espécie, os exportadores de peixes ornamentais no
Brasil apenas movimentaram <3% desse valor. Se levarmos em conta os custos
operacionais, fiscais, mao-obra e financiamento de pesquisa, entre outros encargos,
torna-se evidente que o comércio de arraia de agua doce n&o € um mercado lucrativo.
Fica dificil explicar porque as arraias sempre fizeram parte do mercado de peixes
ornamentais para exportagdo. Talvez isso ndo seja objeto de investigacéo cientifica.
Para muitos pesquisadores, a venda das arraias estimula o comércio das demais
espécies comercializadas. O cardinal (Paracheirodon axelrodi) € o teleésteo do Rio
Negro mais comercializado no mercado internacional e tem seu prego contado a US$
2,95/unidade. Assim sendo, o comércio dessa espécie movimentou cerca de US$ 29,6
milhées somente no ano de 2003.

Se considerarmos toda a cadeia produtiva, os pescadores de peixes
ornamentais receberam apenas cerca 0,3% do total movimentado pelo comércio
internacional durante os anos das safras legalmente permitidas foram para os
pescadores (Fig. 4). Na regidao de Barcelos, no Médio Rio Negro, a unidade de
qualquer espécie de arraia é comercializada a R$ 1,00 (Tabela 4). Se considerarmos a
cotagdo do doélar em US$ 1,00= R$ 1,74 (28/03/2008), os pescadores de Barcelos
receberam um pouco mais de R$ 100 mil pelas arraias coletadas durante todas as 8

safras (ou cerca de R$ 12 mil/ano) legalmente permitidas (Tabela 4).

3. Degradacéo dos habitats

Esta falta de valorizacdo dos pescadores de peixes ornamentais tem reflexo na
sua relacdo para com as arraias, além de fortalecer outras modalidades de pesca na
regidao do Médio Rio Negro, tais como a pesca comercial para fins de consumo e a
pesca esportiva. Todas elas tém provocado impactos diretos ou indiretos sobre as
populacdes de elasmobranquios de agua doce e os conflitos de pesca tém sido
documentados para as areas de pesca de potamotrigonideos no Médio Rio Negro
(ARAUJO et al., 2004a; DUNCAN, 2005).

*www.promamazonia.org.pe/SBiocomercio/Upload%5CConferencia%5CDocumentos/2.ppt
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Tabela 4. Valor comercializado em US$ por exemplar/espécie de Potamotrygonidae em cada
segmento do setor produtivo.

Precos em US$

Espécies Area pesca em Exportador Mercado
Barcelos-AM Manaus-AM* Internacional®

Potamotrygon motoro 0,57 9,37 125,00
Potamotrygon sp. 0,57 5,33 98,00

P. orbignyi 0,57 6,32 95,00

P. schroederi 0,57 3,66 325,00

P. henlei - VD 500,00

P. leopoldi - VD 500,00

IBAMA/AM-NTPO, 2005 (WWW.promamazonia.org.pe/SBiocomercio/Upload%5CConferencia)
*\alores obtidos por meio de cotagcdo em lojas de aquarismo com site na Internet (ver Apéndice 1V);
VD=valor desconhecido.

Tabela 5. Valores estimados (US$) pelo faturamento em cada segmento do setor produtivo a
partir da Tabela 4 durante o periodo de vigéncia das legislacbes 1998-2006, e considerando
que todas as empresas utilizaram completamente suas cotas/espécie.

Precos em US$

Espécies Pescadores Exportadores Mercado
Barcelos-AM Manaus-AM Internacional
P. motoro 22.743,00 373.863,00 4.907.500,00
Potamotrygon sp.  21.660,00 202.540,00 3.724.000,00
P. orbignyi 7.239,00 80.264,00 1.286.500,00
P. schroederi 7.581,00 48.678,00 4.322.500,00
P. henlei - NC 1.300.000,00
P. leopoldi - NC 1.600.000,00
Total 59.223,00 505.345,00 17.140.500,00

NC= ndo calculado
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Exportador Manaus
(2,9%)

T~

Pescador Ornamental
(0,3%)

Mercado Internacional
(96,8%)

Figura 4. Percentual do faturamento pelo comércio de arraias de agua doce
(Potamotrygonidae) em cada um dos trés segmentos do setor produtivo ao longo das 8
safras com exportacédo legalizada pelo IBAMA. O movimento no comércio internacional
nesse periodo foi estimado em cerca de US$ 17 milhdes (ver apéndice IV para valor
individual/espécie em dodlares).

A regido de Barcelos, no Médio Rio Negro, € cercada de belezas naturais
cénicas, com imensas praias que aparecem durante a vazante do Rio Negro. Outro
setor que tem atraido turistas para a regido é a pesca esportiva. As principais
espécies-alvo desse setor sao os tucunarés (Cichla spp.), que € uma das principais
fontes de proteinas para a populacéo ribeirinha. Isto tem gerado um intenso conflito em
varias comunidades ribeirinhas do Médio Rio Negro. Como a pesca esportiva tem
como publicos-alvo os turistas que também usufruem das praias do Rio Negro, os
empresarios do setor estabeleceram “parcerias” com os pescadores para a chamada
“operacao limpeza das praias”. Esta pratica foi adotada para evitar acidentes com as
arraias. A operacao “limpeza das praias” representa o aspecto mais perverso da pesca
negativa dos potamotrigonideos do Rio Negro. Entende-se como pesca negativa a
remogao ou mutilagdo do individuo da populagdo sem que haja aproveitamento
econdmico do recurso (COMPAGNO, 1990; ARAUJO et al., 2004a). O relatério de
ARAUJO (2004) estimou que cerca de 20% das arraias capturadas na regido do Médio
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Rio Negro estavam mutiladas, e principalmente tiveram seu ferrdo caudal removido.
Segundo esta autora, cerca de 300 arraias foram mortas nas praias de Barcelos no
inicio da vazante do Rio Negro no ano de 2001. A operacao “limpeza das praias” foi
mais intensa nas espécies cujos habitats preferenciais sdo os locais arenosos. Por
isso, Paratrygon aiereba e Potamotrygon orbignyi foram as espécies que
representaram mais de 50% das arraias mortas durante as operagdes “limpeza das
praias” (ARAUJO et al., 2004a). Atualmente, arraias ainda sdo encontradas mortas nas
praias do Rio Negro (Fig. 5), indicando que esta modalidade de pesca negativa ainda é
praticada na regido de Barcelos.

A regiao do Médio Rio Negro € um ambiente de contradigbes. Enquanto as
empresas de turismos investem na remocéao das arraias como uma forma de ampliar o
uso das praias, as empresas da construgao civil retiram as areias das praias (Fig. 6).
Uma forma ainda mais degradante, pois afeta o ecossistema como um todo.

De maior impacto sdo as mega-construgdes na bacia Amazdnica. Entre eles
estdo as hidrovias e as usinas hidrelétricas (UHEs). O potencial hidrelétrico da
Amazdnia é imenso. A idéia de que a Amazdbnia poderia se tornar uma provincia
energética para o pais surgiu pelo menos ha trés décadas (ANEEL, 1999). Embora
necessarias, a construgdo de barragens hidrelétricas € um das atividades mais
controversas, pois representam grandes problemas ambientais e sociais. Atualmente,
cinco hidrelétricas estdo em plena operagdo na Amazoénia. No entanto, ha uma lista de
79 barragens planejadas para a regido (FEARNSIDE, 2005). As maiores UHEs estao
projetadas para os rios Madeira, Tapajos e Xingu. Nestes rios, as UHEs poderao
alterar a distribuicdo Zoogeografica das espécies, especialmente no Rio Tapajos (Fig.
7) onde muitas espécies sdo endémicas e que possui uma das condrofaunas mais
desconhecidas. Em outras bacias, a construgao de hidrelétricas alterou a distribuicao
geografica de varias espécies de potamotrigonideos. Por exemplo, a construgado da
UHE de ltaipu na bacia do Rio Parana criou uma imensa planicie de inundacao
fazendo desaparecer as barreiras naturais (Cachoeiras de Sete Quedas de Guaira),
com isso as espécies Potamotrygon falkneri e Potamotrygon cf. motoro alcangaram o
Alto Rio Parana expandido suas areas de ocorréncias e colonizaram o0s rios
Paranapanema e a boca do rio Tieté, no Estado de Sao Paulo (HADDAD Jr., 2005;
GARRONE-NETO & HADDAD Jr., 2007). A densidade populacional de P. aff. motoro a
jusante da UHE de llha Solteira, Alto Rio Parana (Estado de S&o Paulo) ja inspira
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cuidados. Em recente campanha naquela localidade foram coletados seis individuos
(incluindo adultos reprodutivos) logo abaixo da barragem, no paredao de concreto da
UHE (Fig. 8). Ha relatos de que alguns exemplares foram introduzidos a montante, no
lago da UHE de llha Solteira nas areas frequentadas por banhistas. Como as arraias
sdo peconhentas, com células glandulares secretoras de toxinas préximas ao ferréo
caudal (HADDAD Jr. et al., 2004), acidentes decorrentes da interagao entre homem e
arraias poderao se tornar frequentes, pois os ribeirinhos ou banhistas dessas regides
desconhecem os perigos oferecidos pelos potamotrigonideos.

Resumindo, os problemas académicos e ambientais indicam que se
nenhum plano de agcdo comecar a agir, muitas das espécies de potamotrigonideos na
Amazoénia desaparecerao sem que sejam conhecidas pela comunidade cientifica. Os
agentes antropicos sdo os mais diversos possiveis, 0os quais incluem pressao dos
estoques populagdes pelas pescas comercial e ornamental, a pesca negativa
estimulada pelo turismo e as futuras mega-construgdes planejadas para os grandes
rios da Amazoénia. As hidrovias e UHEs poderao se tornar os maiores problemas para

0s programas de conservagao e manejo dos potamotrigonideos.

Figura 5. Exemplares de Potamotrygon aff. orbignyi mortos, provavelmente durante a
operacao “limpeza das praias” no Médio Rio Negro, Amazénia Central.
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Figura 6. As areias retiradas das praias do Arquipélago de Mariua (Estado do Amazonas),
habitats preferencial das espécies Paratrygon aiereba, Potamotrygon aff. orbignyi e P.
schroederi.

Figura 7. Regido de Cachoeiras de S&o Luis no Rio Tapajés, no municipio de ltaituba (Estado
do Pard), ameacada pela constru¢ao de uma UHE planejada para gerar 11 mega-watts de
energia, principalmente para alimentar as maquinas das gigantescas mineradoras que
exploram bauxita e calcario na regido.
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Figura 8. Registro de ocorréncia de Potamotrygon cf. motoro (A) a jusante da UHE de llha
Solteira (B), Alto Rio Parana (Estado de Sao Paulo). Ha relatos de introdugéo no lago a
montante da UHE, situagdo potencialmente perigosa pois € uma area muito freqlientada
pelos banhistas (C).
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CONCLUSOES FINAIS

Se comparados com a vasta literatura sobre teledsteos,
elasmobréanquios marinhos ou eurialinos, os estudos sobre fisiologia
osmorregulatéria relacionados a interagdo organismo-ambiente das arraias de
agua da familia Potamotrygonidae sao relativamente escassos. Os poucos
estudos sobre osmorregulagdo dos potamotrigonideos usualmente limitam-se
as medidas dos parametros osmoéticos do plasma. Porém, até o presente
momento, ndo existe qualquer estudo sobre morfologia funcional das branquias
ou sobre os aspectos osmorregulatérios relacionados a natureza da interagao
organismo-ambiente de potamotrigonideos coletados in situ.

Portanto, as principais conclusdes deste estudo foram:

o As variagbes espaciais nas caracteristicas fisicas e quimicas das aguas
dos rios Amazonas, Negro e Tapajos se devem as descargas dos
afluentes (e das regides geoldgicas) que abastecem o canal principal.
Portanto, embora heterogéneos longitudinalmente o Rio Amazonas, Rio
Negro e Rio Tapajés conservam caracteristicas fisicas e quimicas
peculiares ao tipo de agua onde sédo classificados: agua branca, preta e
clara, respectivamente;

o As variaveis fisicas e quimicas das aguas agem como barreiras
hidrolégicas que delimitam a distribuicdo de varias espécies de
potamotrigonideos. Por exemplo, a influéncia salina no canal Sul do
estuario do Rio Amazonas determina o limite zoogeografico para
distribuicdo das espécies do género Potamotrygon até a llha de Colares,
na regiao Baia de Marajo;

o Os estudos sobre a morfologia funcional das branquias das arraias de

agua de doce ressaltam cinco caracteristicas interessantes peculiares a
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familia Potamotrygonidae: a) uma ou mais protuberancias (constituidas
de tecido conjuntivo mucoso) localizadas em cada filamento branquial; b)
varias camadas celulares no epitélio branquial que contém material
mucoso (alcian blue-PAs positivas), exceto nas células mais basais; c)
células pavimentosas que possuem numerosos granulos subapicais
contendo mucosubstancias; d) grandes células mucosas quando
comparadas as outras células epiteliais; €) numerosas células cloretos no
espaco interlamelas, e especialmente em Potamotrygon sp. estas células
organizam-se em complexos multicelulares, sendo até o presente
considerada uma autapomorfia dentro do grupo;

A atividade da bomba eletrogénica Na'/K'-ATPase esta intimamente
relacionada ao numero de células cloretos presentes no epitélio branquial,
sendo expressiva no quarto arco branquial que nos demais;

Os teores dos ions e de uréia, bem como os valores de osmolalidade (no
plasma e fluido perisceral) de varias espécies de potamotrigonideos estao
relacionados as caracteristicas fisicas e quimicas dos habitats, sendo
geralmente mais elevados nas espécies que vivem no Rio Amazonas que
no Rio Negro, exceto para os niveis de atividade da bomba Na*/K'-
ATPase branquial e renal, pois estdo relacionados aos mecanismos
ativos de absorgédo de ions da agua e reabsor¢ao renal, principalmente
nos habitats considerados altamente diluidos como o Rio Negro;

Os mecanismos osmorregulatorios da arraia Potamotrygon sp. (arraia
cururu) indicam uma tolerancia limitada as aguas do Rio Branco, pois a
exposicdo em curto prazo revelou desequilibrio ibnico caracterizado pela
perda de Na®, e principalmente de CI;

Paratrygon aiereba, uma espécie de ampla distribuicdo geografica na
bacia Amazobnica, possui a capacidade para osmorregular em diferentes
habitats aquaticos com diferentes caracteristicas fisicas e quimicas;

A pesca ornamental, a pesca esportiva e a pesca comercial para fins de
consumo constituem-se nos principais conflitos de interesses (entre
populacao ribeirinha, setor produtivo e érgaos publicos de fiscalizagao)

dentro do cenario da biologia da consergédo dos potamotrigonideos.
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APENDICE I.

Informagdes sobre os sitios de analise da agua do Rio Amazonas (Maio/2007).

Sitios GPS Localidade Distancia (km)

1 S00°44'653"/W48°00'986” S. Caet. Odivelas 0,0

2 S00°55'443"/\W48°17'439” Colares, PA 37,0
3 S01°14’'8727°/W48°24'288” Outeiro, Belém 77,2
4 S01°13'2007/W48°33'288” Cotijuba, PA 88,8
5 S01°30'971"/W48°31'105” Foz r. Guama 121,8
6 S01°30°051"/W48°37°'412” Barcarena, PA 133,8
7 S01°31'146”/W48°51'277” Baia de Marajo 160,3
8 S01°37'252”/W49°07'531” Baia de Marapata 193,5
9 S01°38’195"/W49°16'572” Ponta Negra, PA 210,4
10 S01°49'682"/W49°51'522” Rio Para 269,6
11 S01°49'3427/W49°46'507” Curralinho, PA 278,9
12 S01°48'259"/W50°04'074” Rio Para 302,3
13 S01°47’336"/W50°19'524” Furo de Breves 331,0
14 S01°40'304”/W50°36'471” Estreito de Breves 365,0
15 S01°20’158”/W50°49'271” Estreito de Breves 409,1
16 S01°07’676"/W51°10'785” Estreito de Breves 4581
17 S01°28'415"/W52°10'067” -- 577,7
18 S01°33'168”/W52°40'028” Almeirim, PA 634,0
19 S01°45’561"/W53°04'030” -- 684,0
20 S01°58’336"/W53°58'230” -- 787,2
21 S02°00'0317/W54°01'774” Monte Alegre 794.5
22 S02°24’129"/W54°19'829” Santarém, PA 850,1
23 S02°16’000"/W54°46'915” Santarém, PA 902,5
24 S01°58'530"/W55°23'561” Obidos, PA 977,7
25 S02°01'548”/W55°46'686" -- 1.021,0
26 S02°10'234”/W56°08'701” Juruti, PA 1.064,8
27 S02°19'797"/W56°25'531” -- 1.100,6
28 S02°33'394”/W56°36'183” Parintins, AM 1.132,5
29 S02°31'728"/W57°00'180” -- 1.177 1
30 S02°26'758"/W57°21'815” -- 1.218,2
31 S02°47'989"/\W57°47'577” -- 1.287,6
32 S03°03'669"/W58°12'921” -- 1.342,7
33 S03°09'630"/W58°28'697” Itacoatiara, AM 1.373,9
34 S03°13'957”/W58°35'512” Ns. Sra. Gragas 1.388,9
35 S03°14'729°/W58°57°'173” -- 1.429,1
37 S03°13'526"/W59°02'878" -- 1.439,9
38 S03°08’857"/W59°23'616” -- 1.479,3
39 S03°04'202”/W59°36'450” -- 1.504,6
40 S03°04’391"/W59°40'182” Encontro das aguas 1.511,5
41 S03°04'443"/W59°40'415” Encontro das aguas 1.511,9
42 S03°04°623”/W59°40’985” Encontro das aguas 1.513,0
43 S03°04’391"/W59°41'736" Encontro das aguas 1.514,5
44 S03°06'776"/W59°50'887” Encontro das aguas 1.532,0
45 S03°08’364"/W59°55'808” Manaus, AM 1.541,6

* Distancia do estuario (Estuario Amazénico, sendo que o marco 0 km foi considerado
o municipio Sdo Caetano de Odivelas, PA).
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Informagdes sobre os sitios de analise da agua do Rio Amazonas (Maio/2008).

Sitios GPS Localidade Distancia (km)*
1 S00°44’653”/W48°00'986”  S. Caet. Odivelas 0,0
2 S00°55'445”/W48°18°300” Colares, PA 21,0
3 S00°54'616”/W48°25'887” Colares, PA 55,0
4 S01°30'716”/W48°30°909” F. Guama, Belém 136,0
5 S01°32’153"/W48°50'986” Baia de Marajo 155,0
6 S01°38'443”/W49°17°439” -- 279,6
7 S01°49'872”/W49°46°288” -- 339,1
8 S01°47°200”/W50°19'288” Furo Breves 376,0
9 S01°07’971”/W51°10°105” Estreito Breves 436,8
10 S01°12’826”/W51°21°456” -- 526,6
11 S01°28°'443”/W52°10'268” -- 568,2
12 S01°33'435"/W52°40'653” Almeirim 627,0
13 S02°00’076”/W54°01'876” Monte Alegre 780,2
14 S02°16°099"/W54°46°423” Santarém, PA 843,1
15 S01°58'577"/W55°23'123” Obidos, PA 970,7
16 S02°10'274”/W56°08°'094” Juruti, PA 1014,0
17 S02°33'544”/W56°36'234” Parintins, AM 1125,5
18 S02°25'776”/W57°32'745” -- 1231,0
19 S03°13'534”/W58°35'234” Itacoatiara 1381,9
20 S03°08’879”/W59°23'453” -- 1497,6
21 S03°05'048”/W59°46°849” Manaus, AM 1534,6
S03°08’400”/W59°55'836” Manaus, AM 1568,0

* km (Estuario Amazébnico, sendo que o marco 0 km foi considerado o municipio Sao
Caetano de Odivelas, PA).
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Informacdes sobre os sitios de analise da agua do rio Negro (Margo de 2007).

Sitios GPS Localidade Distancia da foz*

1 S03°29'250”/W59°55'808" Manaus 0

2 S03°05'850”/W60°08'378” Manaus 5,4

3 S03°04'261”/W60°08’325” Anavilhanas 14,2
4 S02°54’'823”/W60°29'227" Anavilhanas 56,6
5 S02°31'746”/W60°52'357” -- 115,2
6 S02°21°'384”/W61°00'277” -- 138,3
7 S02°14’'273”/W61°03'359” -- 151,1
8 S01°55'960”/W61°17'788” -- 193,6
9 S01°44’833”/W61°25'275” -- 217,7
10 S01°37'767°/W61°27'418” -- 229,8
11 S01°25'130”/W61°36'813” Moura 258,7
12 S01°23'693”/W61°48'693” Foz r. Branco 276,0
13 S01°23'6467/W61°52'429” Foz r. Branco 281,1
14 S01°13'4797/W62°22'325” Com. Carvoeiro 330,1
15 S01°06'049”/W62°40'297” -- 372,8
16 S01°02'828”/W62°43'790” -- 382,5
17 S01°01°'754”/W62°46'334” -- 403,6
18 S00°58'942”/W62°53'030” Barcelos 419,3
19 S 00°50'536"/W62°57'074” Mariua 4325
20 S00°49°'815"/W62°57°277” Mariua 435,6
21 S00°47°970"/W62°56°755” -- 438,8
22 S00°47°487"/\W62°56°729” -- 440,9
23 S00°46°720"/W62°56'609” Foz r. Demini 446,4
24 S00°46°306"/W62°56°'505” Foz r. Demini 451,2
25 S00°46°116"/W62°56°'539” Foz r. Demini 4523
26 S00°46°027"/W62°56'930” Foz r. Demini 453,2
27 S00°45°843"/\W62°56'979” Foz r. Cuiuni 458,6
28 S00°42°373"/W63°05°008” Foz. r. Cuiuni 463,4
29 S00°42°293"/W63°06°740” Foz r. Cuiuni 467,3
30 S00°41°'588”/W63°07°930” -- 476,2
31 S00°41°245”/\W63°09°101” -- 480,5

*
=
3
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Informagdes sobre os sitios de analise da dgua do rio Negro (Abril de 2008).

Sitios GPS Localidade Distancia da foz*
1 S03°04°'891"/W60°10°'578” Manaus 19,4
2 S03°03'372"/W60°19°'740” Manaus 36,6
3 S02°51°473"/W60°30°'617” Anavilhanas 66,4
4 S02°36°'884"/W60°98°'799” Novo Airdao 109,5
5 S02°27°'507"/W60°55°335” Com. Sto Antonio 130,6
6 S02°16°'563"/W61°02°'215” -- 1545
7 S502°08°'483"/W61°07°261” - 172,0
8 S01°56°'397"/W61°16°324” Boca r. Jau 200,1
9 S01°46°793"/W61°24°720” - 2237
10 S01°38°'092"/W61°26°792” Com. Canta Galo 240,3
11 S01°27°227"/W61°38°'313” Moura 269,6
12 S01°23'828"/W61°50°'737” -- 293,5
13 S01°23'569"/W61°52°'807” Boca r. Branco 297.,4
14 S01°12°073"/W62°23'674” Carvoeiro 358,4
15 S01°08°194”/W62°31°500” -- 375,3
16 S01°04°271"/W62°31°900” -- 400,5
17 S01°02’'042”/W62°47°'091” Barcelos 406,3
18 S00°56°044"/W62°56°'998” Ilha da Metada 428.8
19 S00°53'556"/W62°57° 775" Mariua 431,9
20 S00°51°588"/W62°58°360” Mariua 435,7
21 S00°50°'630"/W62°58'833” Mariua 437,7
22 S00°50°'823"/W62°58°122” Ilha dos Pombos 4391
23 S00°51°341"/W62°56°828” lauana 4417
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APENDICE IlI

Informacdes sobre os sitios de andlise da agua do Rio Tapajos (Junho de 2007).

Sitios GPS Localidade Distancia da foz*
1 S02°25'631"/W54°53'091” Santarém 19,8
2 S02°37°057”/W55°01'501” Belterra 46,0
3 S02°54’'578”/W55°05'879” -- 79,3
4 S03°17°435"/W55°12'564” -- 123,2
5 S03°38'404”/W55°20'554” Aveiros 164,6
6 S03°51°'897”/W55°32'409” Forlandia 197,8
7 S04°03'227"/W55°39'757” Brasilia Legal 2227
8 S04°13'099"/W55°52'420” Itaituba 252.4
9 S04°20'581"/W56°04'518” Maloquinha 278,7

10 S04°22’'337”/W56°06'445” -- 283,5
11 S04°22'509"/W56°08'864” -- 288,0
12 S04°23'722"/W56°13'824” -- 299,7
13 S04°27°'678"/W56°15'046” Sao Luis 300,3
14 S04°28'340"/W56°15'753” Sao Luis 308,4
15 S04°28'570"/W56°16'009” -- 310,2
16 S04°28'496"/W56°16'182” -- 312,0
17 S04°27°355"/W56°16°'182” -- 312,5
18 S04°30'502"/W56°14'782” Cach. Papagaio 312,8
19 S04°30°'790"/W56°14'999” Cach. Maranhao 313,1
20 S04°30°640”/W56 °15°210” Cachoeira Flexal 313,5
21 S04°28'592”/W56°16'213”  Corredeira Tracoa 309,9
*km

Informacdes sobre os sitios de analise da agua do Rio Tapajés (Maio de 2008).

Sitios GPS Localidade Distancia da foz*
S02°24°966"/ W54°43°'618 Santarém 2,52
S02°23'971"/ W54°47°229 Alter do Chao 8,70
S02°30°904"/ W55°00°370 Belterra 35,32
S02°45°143"/ W55°04°'737 -- 56,49
S03°23’335"/ W55°13°620 -- 123,4
S03°35°175" W55°20°'606 Aveiros 148,7
S03°49°'783"/ W55°30°093 Fordlandia 190,7
S04°00°866"/ W55°38°'175 -- 205,9
S04°10°376"/ W55°47°270 - 229.6
S04°16°969"/ W55°59°'727 [taituba 2523
S04°19'973"/ W56°03'433 [taituba 260,8
S04°22°652" W56°09°'766 Parana-Mirim 2717
S04°23'241"/ W56°12’'934 Maloquinha 276,1
S04°25°169"/ W56°15'398 Sao Luis 281,6
S04°30°502"/ W56°14°782 Cach. Papagaio 312,3
S04°30°'617"/ W56°15°189” Cach. Cabano 312,5
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APENDICE IV

Valores em délares (US$) das espécies de arraias de agua doce Potamotrygonidae.

Espécies Nome vulgar Preco (US$) Loja Aquaricfilia
internacional

P. castexi Jaguar stingray 700,00 Aquatic Predator

P. menchacai Tiger stingray 695,00 Cichlid City Aquariums

P. leopoldi Black ray 500,00 Fish Keeping

P. castexi Otorongo ray 450,00 Aquatic Predator

P. schroederi Peru flower fem 450,00 Aquatic Predator

Potamotrygon sp. Star stingray 379,00 Cichlid City Aquariums

P. schroederi True Flower ray 325,00 Aqua Scape Online

P. castexi Otorongo 300,00 Aqua Scape Online

P. castexi Jaguar 300,00 Aqua Scape Online

P. castexi Otorongo ray 290,00 Cichlid City Aquariums

P. motoro Marble motoro 275,00 Aqua Scape Online

P. motoro Orange spot 250,00 Cichlid City Aquariums

Plesiotrygon iwamae Antenna stingray 250,00 Aqua Scape Online

P. schroederi Flower Ray Peru 225,,00 Aqua Scape Online

Paratrygon aiereba China stingrays 200,00 Aqua Scape Online

P. motoro Motoro stingray 145,00 Cichlid City Aquariums

Dasyatis sabina Florida stingray 125,00 Aqua Scape Online

P. motoro Motoro stingray 125,00 Aqua Scape Online

P. motoro Motoro pup 125,00 Monster Fish Keepers

P. motoro Motoro pup 125,00 Aquatic Predator

P. yepezi Yepezi stingray 125,00 Aqua Scape Online

P. motoro Wild caught fem 110,00 Aquatic Predator

Potamotrygon sp. Mottled ray 98,00 Cichlid City Aquariums

P. humerosa Humerosa ray 95,00 Cichlid City Aquariums

Potamotrygon sp. Common stingray 75,00 Aqua Scape Online

*Entrega= US$ 80,00 por caixa (28/03/2008).
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) MM A
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

DIRETORIA DE FAUNA E RECURSOS PESQUEIROS

AUTORIZAGAO N° 127, DE 29 DE DEZEMBRO DE 2004.

O DIRETOR DA DIRETORIA DE FAUNA E RECURSOS PESQUEIROS DO
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS — IBAMA no uso da competéncia que Ihe foi conferida com base no disposto
no art. 1° do Decreto n° 4.579, de 21 de janeiro de 2003, e tendo em vista o que consta do
Processo IBAMA/MMA n® 02005.000817/04-14, resolve:

1° - Autorizar a Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar, na pessoa dos
pesquisadores Wallice Luiz Paxiuba Duncan € Marisa Narciso Fernandes, a coleter e
transportar raias de agua doce das espécies Paratrygon aiereba e Potamotrygon orbignyi,
para fins cientificos, visando a execugao do projeto Osmorregulagdo e Morfologia Branquial

em Arraias de Agua Doce (Chondrichthyes, Potamotrygonidae).

2° _ Esta autorizada a coleta de 20 (vinte) exemplares de cada uma das duas
espécies mencionadas, em cada estacao de coleta. As estacdes de coleta sdo: (i) medio rio
Negro (0°55" N); (i) baixo rio Solim&es/alto rio Amazonas (03°02" S; 59°57° W); (iii) médio rio
Amazonas (01°48' S; 54°41" W); (iv) médio-baixo rio Amazonas (0°54" S; 48°44" W), e (v)
estuario do rio Amazonas (0°54' S; 48°44’ W). Para a captura das raias, esta autorizado
somente o uso de pucas e rapichés.

3° - Aos pesquisadores acima mencionados, enquanto prepostos da UFSCar,
cabera a responsabilidade pelas atividades a serem desenvolvidas, pela coleta e transporte
dos espécimes, assim como por qualquer dano, porventura causado, ao meio ambiente.

4° _ A Instituicéo, representada pelos pesquisadores ora autorizados, devera
apresentar relatorios semestrais a Geréncia Executiva do IBAMA no Estado do Amazonas -
GEREX/AM, Geréncia Executiva do IBAMA no Estado do Para - GEREX/PA, ao Centro de
Pesquisa e Gestéo de Recursos Pesqueiros do Litoral Norte - CEPNOR/IBAMA, assim como
relatério final & Diretoria de Fauna e Recursos Pesqueiros - DIFAP/IBAMA sobre os estudos
realizados, bem como cépia de qualquer publicagéo cientifica produzida.

5° - O ndo cumprimento do disposto nos itens anteriores implicara na
revogacdo desta Autorizagdo e na aplicagao das sancdes e penalidades previstas na
legislagao pertinente.

6° - Esta Autorizagdo é valida por 1 (um) ano e 6 (seis) meses, a partir da
data de sua assinatura, e ndo exime os pesquisadores de cumprirem o disposto na Medida
Provisoria n® 2.186-16/01 e no Decreto n° 3.945, de 28 de setembro de 2001, que dispde
sobre 0 acesso ao patrimdnio genético. -2

émulo José Fernandes eto Mello
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Ministerio do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Sistema de Autorizagao e Informacgéao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica
Numero: 10085-1 | Data da Emisséo: 28/10/2007 09:38 Data de Validade: 27/10/2008

Dados do fitular
Registro no |bama: 562614 |Nome WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN |CPF 304 905 962-15
Titulo do Projeto OSMORREGULAGAO E MORFOLOGIA BRANQUIAL EM ARRAIAS DE AGUA DOCE (CHONDRICHTHYES
POTAMOTRY GONIDAE)
Nome da Instituigéo - FUNDACAO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA | CNPJ: 04 378 626/0001-97

Observagdes, ressalvas e condicionantes

1 | A participagao do(a) pesquisadon(a) estrangeiro(a) nas abividades previstas nesta altorizagao depende de autorizagao expedida pelo Ministéno de Ciénciae
Tecnologia (CNPg/MCT);

Esta autorizagao nao exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anugncias previstas em outros instrumentos Iegais, bem como do consentimento do

2 responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

Esta autorizagao nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamento
3 |ambiental de empreendimentos. O matenal bioldgico coletado devera ser utilizado exclusivamente para atividades didaticas ou cientificas sem potencial de uso
econdmico.

A autorizagao para envio de material bioldgico nao consignado ao exteror devera ser requerida por meio do enderego eletrdnico www ibama.gov bricites. Em caso de
material consignado, consulte www .ibama.gov brisishio - menu Exportagao.

o

O fitular de licenga ou autorizago e 0s membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
§ |0 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos, e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagGes do grupo taxonfmico de interesse em condigdo in situ

QOutras ressalvas

[T TAautorizacdo e valida apenas para exemplares neonatos efou subadultos

Equipe
7 Nome Fungao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
Pesquisadora, coleta,
1 | Naara Ferreira da Siva ransporte & anlse de dagg | 51199896215 18484050 SSP-AM Brasileira
2 | Mana Lucia Goes de Araujo Pesquisadora 276.286.205-15 678495 S5P-5E Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio UF  [Descricao do Tocal Tipo
T_|BARCELOS AM___ | Mariua Fora de UC
2 |MANAQUIRI AM Lago janauaca Fora de UC
3 | SANTAREM PA Camunidade Arapema Fora de UC
4 | COLARES PA llha de Colares Fora de UC
Atividades X Taxons
# Alividade Taxons
5 2 Potamotrygon scobina, Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon schroeden, P otamotrygon motoro,
1 |Coieltmnsporte de-amusias biokgcas:In:siy Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon histrix, Paratrygon aiereba
Potamotrygon orbignyi ("Qtde: 20), Potamotrygon schroederi ("Qtde: 20), Potamotrygon motoro
2 | Coletatransporte de espécimes da fauna silvestre in situ ("Qtdle: 20), Plesiotrygon iwamae (*Qtde: 20), Potamotrygon histrix (*Qtde: 20), Paratrygon
aiereba ("Qtde: 20), Potamotrygon scobina ("Ctde: 20)

* Qtde. de individuos por espécie/ocalidade/unidade de COI‘ISGI‘V&GQD‘ a serem coletados durante um ano.
Material e métodos

[1_Mmétodo de capturaicoleta (Peixes) [ Outros petrechos{Rapichés e pugas)

Destino do material bioldgico coletado

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugéo Normativa Ibama n®154/2007. . Através
do codigo de autenticac&o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

|bamalSisbio na internet {www.ibama.gov br/sisbio)

Codigo de autenticagio: 84672156 I”H"H“H I
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ANEXOS

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 15068-1 | Data da Emisséao: 11/07/2008 17:13 Data de Validade: 11/07/2009

Dados do titular

Redgistro no Ihama: 562614 | MNome: WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN ‘ CPF: 304.905.962-15

Titulo do Projetor Estudo sobre a osmorregulagéo das arraias de agua doce, Potamotrygon motoro e Potamotrygon falkneri (Potamotrygonidae

Elasmobranchil}, da bacia do Parana

Mome da Instituigao 1 FUNDACAC UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FLIA ‘ CNPJ: 04.376.626/0001-97

Observacdes, ressalvas e condicionantes

Ag atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territoria nacional, que impliguem o desiocamento de recursas humanos e
1| materiais, tendo por objeto coletar dados, materials, espécimes bioldgicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e tecricas gque se destinem ao estuda, a difus&o ou a pesguisa, estao sujeitas a autorizag8o do Ministério de Ciéncia e Tecnologia
o | Esta autorizagao nao exime o tilular e 2 sua equipe da necessidace de obler as anuencias previstas em oulros instrumentos legais, bem coma do consentimento do
responsavel pela area, puhlica ou privada, onde sera realizada a atividade.
5 | Esta autorizagao néo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamento
amhbiental de empreendimentos. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didéticas no dmbito do ensino superior
4 |A aumrizagan para envio ao exterior de material hioldgico nAo consignado devera ser requerida por meio do endereco elernico www . ibama.gov.hricites. Em caso de
[ | material consignaco, consulte wi ibarma gov.brfsishio - menu Exportacéo
O titular de licenga ou autorizag&o e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre gue possivel,
5 | a0 grupo taxondmico de interesse, evitando a marte ou dana significativa a oUtros grupos, e empregar esfongo de coleta ou captura gue nao comprometa a viahilidade
de populacies do grupo taxondmico de interesse em condigio in situ
Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispée sobre acesso a componente da patriménio genético existente no teritario nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econfimica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associacdo ao patriménio genético, para fins de pesguisa cientifica,
hioprospeccao e desenvolvimento tecnoldgica.
5 | Em caso de pesquisa em Unidade de Conservagao Federal, 0 pesquisador Hiular devera cortactar a administragan dessa unidade @ fim de CONFIRMAR AS DATAS
das expedicdes, as condigdes para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidacde
3 As atividades contempladas nesta autorizacdo NAD abrangem espeécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal] de
Especies ameagadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotacéao
Equipe
# Nome Fungdo CPF Doc. Identidade Naciehalidade
1| Tayrine Paschoaletti Benze Coletar, transportar, analisar | 321 613.438-58 43.966.593-0 55p-5F Brasileira
2 [Pamela Thais Gahniel Coletar, fransportar e analisar | 368 262.628-00 414897029 ssp-5F Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio UF [ Descrigéo do local Tipo
1 |ILHA SOLTEIRA SP Rio Parana, lIha Solteira Forade UC
2 | ITAPURA sP Itapura Farade UC
Atividades X Taxons
# Atividade Taxons
1| Captura de animais sikvestres in situ Potarnctrygon matoro, Potam otrygon falkner
2 | Coletaftransporte de amostras biolagicas in situ Potarnctrygon maotoro, Potam otrygon falkner
3 [ Coletaftransporte de especimes da fauna silvestre in sity Patamctrygon motoro (CQide: 30, Potamotrygon falkner ("Qtde: 30)

* Qtde. de individuos por espéciedocalidade/unidade de conservacao, a serem coletados durante um ana.

Material e métodos

[

[MEtodo de capturatoleta (Peixes) [Outros petrechos(Rapichés, pucas)

Destino do material bioldgico coletado

[#

[ Nomelocal destino Tipo Destino

Este documento {Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucéo Normativa lbama n®154/2007 . Através do

cadigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadéo podera werificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Iba

codgo deauentcagio tosizest NI

malSishio na internet {www .ibama gov brfsisbio)
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