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CARACTERIZACAO DA REPRODUCAO, IDADE E CRESCIMENTO E ACUMULO DE METAIS EM
Zapteryx brevirostris (ELASMOBRANCHII: RHINOBATIDAE), UMA ESPECIE ENDEMICA DO
ATLANTICO SUL.

RESUMO GERAL

No presente estudo foi determinada estrutura, o ciclo reprodutivo, idade e crescimento
e quantificacdo de metais de Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841), conhecida também
por raia-viola, raia viola de focinho curto, banjo, cagdo-viola, bandolim, picudinho e tuiuiu,
sendo que a espécie é dos principais elasmobranquios capturados pela frota de pesca artesanal
no estado do Parand, sofrendo pressdo pesqueira por ser bycatch da pesca de arrasto e
emalhe. As coletas foram realizadas mensalmente entre novembro de 2011 e novembro de
2013 no litoral do estado do Parand. Quanto ao ciclo reprodutivo da espécie no estado do
Parand, a obtencdo de um percentual elevado de fémeas grdvidas possibilitou a determinacao
da estacdo de cépula/fecundagdo (outono), além da determinacdo do periodo de gestacdo
(entre seis e sete meses) e nascimento dos embrides (verdo), caracterizando o litoral do estado
do Parand como drea de parto para Z brevirostris. As informacdes obtidas sobre idade e
crescimento de Z brevirostris representam a primeira estimativa destes parametros para uma
espécie do género Zapteryx, e os resultados demonstram uma lenta taxa de crescimento e
consequente suscetibilidade a sobrexploracao. Em relagdo ao acumulo de metais, a espécie
pode ser considerada como um bom bioindicador, e, apesar da maioria dos valores de metais
encontrados nas amostras serem considerados seguros pela legislacdao, as concentra¢des de Cd
no musculo de machos e Pb no musculo de fémeas merecem uma especial atengdo, uma vez
que os valores estdo acima do estabelecido em legislacdo pela FAO/WHO, onde sugere-se o
monitoramento dos metais em pescado de elasmobranquios, j& que estes consistem em
importantes recursos pesqueiros. Os dados obtidos neste trabalho virdo compor uma robusta
base de dados a fim de subsidiar planos de manejo e controle da atividade pesqueira,
solicitados pelo Ministério do Meio Ambiente em decorréncia da vulnerabilidade da espécie de
acordo com a PORTARIA 445/2014 e o livro vermelho da IUCN (International Union for the

Conservation of Nature).

Palavras-chave: Contaminacdo, Curva de von Bertalanffy (VBGF), taxa de crescimento,
embrides, curva de maturacao.
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REPRODUCTIVE CHARACTERISTICS, AGE AND GROWTH AND METAL ACCUMULATION IN
Zapteryx brevirostris (ELASMOBRANCHII: Rhinobatidae), AN ENDEMIC SPECIES IN
SOUTHERNBRAZIL

GENERAL ABSTRACT

In the present study it was determined structure, reproductive cycle, age and growth,
and quantification of metals in organs of Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841), also
known as lesser guitarfish, viola ray, shortnose viola ray, banjo, cacao-viola, bandolim,
picudinho and tuiuiu, and this species is one of the most captured elasmobranchs by artisanal
fishery in the state of Parana, suffering fishing pressure for being bycatch in fishing using
bottom otter trawls. The collection of samples occurred monthly between November 2011 and
November 2013 in the state of Parand coast. Regarding the reproductive cycle of the species,
the obtainment of a high percentage of pregnant females allowed the determination of
reproductive/fertilization (fall), besides the determination of gestational period and birth of the
embryos (summer), characterizing the sea coast of Parana as birth area for Z. brevirostris. The
information obtained about age and growth of Z. brevirostris, represent the first estimative of
these parameters for a species of the Zapteryx genus, and the results demonstrate a slow rate
of growth and consequent susceptibility of overexploitation. Related to metal accumulation,
the species can be considered a good bioindicator, and, even though most of the metal values
found in the samples are considered by legislation as safe, the concentrations of Cd in male
muscles and Pb in female muscles, deserve greater attention, once the values found are over
the established, by the legislation of FAO/WHO, where it’s suggested the monitoring of metals
in elasmobranch meat, since these constitute important fishing resources. Data obtained in this
work will compose a robust database to subsidize management planning and control fishing
activities, requested by the Ministry of Environment due to the vulnerability of the species
according to the Brazilian National list of endangered species (445/2014) and the red list of the

IUCN (International Union for the Conservation of Nature).

Key-words: contamination, von Bertalanffy curves (VBGF), growth rate, Embryos,

maturation curves
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INTRODUCAO

Os elasmobranquios (tubarGes e raias) sao organismos com tendéncia K estrategista
cujas caracteristicas sdo: o crescimento lento, maturidade sexual tardia e baixa fecundidade
(WOURMS, 1977; ODUM, 1988; CAMHI et al., 1998; MUSICK, 1999), o que resulta em lento
crescimento populacional (VOOREN et al., 2005). Em termos de abundancia e diversidade este
grupo constitui um importante componente da ictiofauna marinha do sul do Brasil (PAES &
MONTEIRO-NETO, 2009),porém, tornou-se um importante recurso pesqueiro nos ultimos anos
(BARKER & SCHLUESSEL, 2005), sendo as espécies de tubardes e raias exploradas em todo o
mundo, tanto pela pesca dirigida ou através de bycatch (SHOTTON, 1999; STEVENS et al., 2000).
O declinio populacional e relatos de sobrepesca foram registrados por VOOREN & KLIPPEL
(2005), CLARKE et al.(2007), DE-FRANCO et al. (2010), FERRETTI et al (2010), WORM et al.
(2013) e DULVY et al.(2014).

No panorama atual da biodiversidade marinha do Brasil, a propor¢cdo de espécies
ameacadas de extincdo é de 8,8% nos elasmobranquios e de apenas 0,6% nos teledsteos. A
sobrepesca imp&e mudancas na estratégia de vida das popula¢ées dos elasmobranquios, de
modo que o desenvolvimento de pesquisas envolvendo os aspectos biolégicos é de
fundamental importancia na conservacao deste grupo (VOOREN, 2012), entretanto, pouco é
conhecido a respeito da biologia do referido grupo, incluindo parametros importantes como a
reproducado, a idade e o crescimento (FRISK et al., 2001).

A costa do estado do Parand abriga varias espécies de elasmobranquios, sendo que
Zapteryx brevirostris (Miiller & Henle, 1841) é uma das principais espécies capturadas pela frota
de pesca artesanal (COSTA & CHAVES, 2006; BORNATOWSKI et al., 2009, ROBERT, 2012). De
acordo com CHAVES et al. (2003) e SANTOS et al. (2006), Rhinobatideos como Z. brevirostris,
Rhinobatos horkelii e Rhinobatos percellens, também sofrem pressdao pesqueira por serem
bycatch da pesca de arrasto de portas direcionado a captura de camardo, sendo a maioria dos
peixes capturados devolvidos mortos ao mar (VOOREN & KLIPPEL, 2005).

Os pescadores artesanais do litoral do Parana realizam suas pescarias em ambientes
estuarinos e de mar aberto. As praticas realizadas em mar aberto por estas comunidades
consistem especialmente de pescarias com redes de arrasto de fundo com pranchas ou com
portas, com redes de fundeio, com redes de caceio e com redes altas. Os fundeios de malhas 16
a 22 cm (a técnica utilizada para esta coleta) capturam uma maior diversidade e um maior

numero de elasmobranquios que os demais tamanhos de malha, sendo Z. Brevirostris a espécie
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mais abundante na captura desse tamanho de malha (ROBERT, 2012).

A espécie Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841) (Fig. 1 e 2) distribui-se pela
plataforma continental Brasileira (a partir do Rio de Janeiro) ao sul da provincia de Buenos
Aires, na Argentina (CASTELLO, 1971; FIGUEIREDO, 1977; MENNI & STEHMANN, 2000). E
descrita por preferir dguas frias (GOMES et al., 2010) e é a Unica espécie do género no Oceano
Atlantico (BATISTA, 1991). Esta espécie é frequentemente encontrada em &4guas costeiras
(FIGUEIREDO, 1977), alcanca um tamanho total de 59 cm para machos e 65 cm para fémeas
(COLONELLO et al., 2011), atingindo a maturidade entre 42-43 cm de comprimento total
(BATISTA, 1991; SANTOS et al., 2006). A espécie é explorada comercialmente pela pescaria
artesanal na costa do estado do Parana (sul do Brasil) (SANTOS et al., 2006; BORNATOWSKI et
al. 2009) e encontra-se descrita como “vulneravel” no livro vermelho da IUCN (International
Union for the Conservation of Nature) (VOOREN et al., 2006) e na lista nacional de espécies

amecadas (PORTARIA 445/2014 - MINISTERIO MEIO AMBIENTE).

Figura 1 — Vista dorsal de um exemplar de Zapteryx brevirostris
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Figura 2 — Vista ventral de exemplares de Zapteryx brevirostris, fémea a esquerda e macho a direita.

A reproducdo é um processo fundamental para a perpetuacdo das espécies,
manutencdo dos estoques. O desenvolvimento de pesquisas envolvendo os aspectos
reprodutivos assume grande importancia na conservacdo das espécies (DEMSKI, 1989) pois
fornecem dados que podem ser aplicados na avaliacdo da sustentabilidade na atividade
pesqueira, na aquicultura e pelos érgaos de gestdao (ACEVEDO et al., 2007; SILVA et al., 2010).

Os modos de reproducao nos Chondrichthyes podem ser divididos em duas categorias,
com base na nutricdo fetal: lecitotrofia, onde todo o desenvolvimento do embrido é suportado
unicamente pelo vitelo; e matrotrofia, onde pelo menos uma parte do desenvolvimento do feto
é aumentada pelo fornecimento maternal adicional de nutrientes (WOURMS, 1981). Além
disso, podem ainda ser divididos entre desenvolvimento embrionario externo ao corpo da mae
(oviparidade) ou interno (viviparidade) (MUSICK & ELLIS, 2005). A reprodugdo de

elasmobranquios é algo particular, onde a fertilizagdo ocorre durante o periodo de tempo
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relativamente curto apds a ovulagdo, quando o dvulo passa através do oviduto pela glandula
nidamental (WALKER 2005), estrutura exclusiva deste grupo que tem por fung¢do produzir a
casca do ovo, além de poder armazenar espermatozoides (GALINDEZ et al., 2010).

Assim como a reproducgado, estudos de idade e crescimento também sao fundamentais
para o sucesso da gestdo das pescarias. A maioria dos métodos analiticos de avaliacdo de
estoques trabalha essencialmente com dados de composi¢ao de idades (SPARRE & VENEMA,
1997) sendo as estimativas de crescimento e outras taxas vitais, como a mortalidade natural e
longevidade, também essenciais para uma gestdao de pesca bem sucedida (VAZZOLER, 1981;
CAMPANA, 2001; GOLDMAN, 2004).

Além da pesca, outro fator importante a ser estudado é a polui¢dao aqudtica e como esta
afeta os organismos, sendo as atividades antrdpicas as maiores causadoras deste tipo de
poluicio (AMADO FILHO et al., 1999). A pressdao pesqueira e o elevado consumo de
elasmobranquios mostra a importancia de estudos acerca da concentracdo de metais nestes
organismos. Devido a posicdo desses organismos na cadeia alimentar, a maioria dos
elasmobranquios sdo carnivoros de topo de cadeia, este grupo pode acumular altos niveis de
poluentes (MANSOUR & SIDKY, 2002; de AZEVEDO & SILVA et al., 2009), o que pde em risco a
salde de seus consumidores. Portanto, especial atencdo deve ser dada as espécies de
elasmobranquios usados na dieta humana, a fim de estimar a ingestdo dessas substancias
toxicas através do consumo dessa classe de peixes (de AZEVEDO & SILVA et al.,2009).

Tendo em vista a importancia dos estudos com elasmobranquios, o endemismo e o

IH

estado “vulneravel” da espécie Z. brevirostris, assim descrita no livro vermelho da International
Union for the Conservation of Nature (IUCN) (VOOREN et al.,, 2006) e na lista nacional de
espécies ameacadas (PORTARIA 445/2014 - MINISTERIO MEIO AMBIENTE), torna-se necessario
a obtencdao de conhecimentos a respeito do seu ciclo de vida. Assim, visando a gestao mais
eficiente e sustentavel de Z. brevirostris, o objetivo deste estudo é apresentar informacdes a
respeito da estrutura, ciclo reprodutivo, idade e crescimento e quantificagdo de metais, a fim
de contribuir com os estudos de autoecologia de elasmobranquios, além de compor uma base

de informacdes para subsidiar planos de manejo, solicitados pelo Ministério do Meio Ambiente

em decorréncia da vulnerabilidade da espécie.
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Para atender estes objetivos, o presente trabalho estd dividido em trés capitulos,
confeccionados na forma de manuscritos:
e Capitulo I, “Ciclo e estrutura reprodutiva de Zapteryx brevirostris no sul do
Brasil”;
e Capitulo ll, “Idade e crescimento de Zapteryx brevirostris no sul do Brasil”;
e Capitulo lll, “Acimulo de metais em diferentes 6rgaos de Zapteryx brevirostris,

uma espécie de elasmobranquio endémica da costa brasileira”.
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CICLO E ESTRUTURA REPRODUTIVA DE Zapteryx brevirostris NO SUL DO BRASIL

RESUMO

A reproducdo é um processo fundamental para a perpetuacdo das espécies,
manutencdo dos estoques e a viabilidade das populacdes de peixes. As caracteristicas da
estratégia de vida dos elasmobranquios, tais como baixas taxas de crescimento e reduzido
potencial reprodutivo, torna o grupo extremamente vulneravel. Zapteryx brevirostris (Muller &
Henle, 1841), objeto deste estudo, popularmente denominada de raia-viola, distribui-se pela

III

plataforma continental brasileira, e é descrita como “vulnerdvel” no livro vermelho da IUCN e
na lista nacional de espécies amecadas. As coletas foram realizadas mensalmente entre
novembro de 2011 e outubro de 2012, na costa do estado do Parana. A confirmacgdo das fases
reprodutivas dos individuos ocorreu através da analise histologica dos 6rgdos do sistema
reprodutor (machos: testiculos, fémeas: ovarios, Uteros e glandula nidamental). Foi
determinado o IGS médio mensal para a confeccdo das curvas de maturagdo, para sexos
separados. Foram amostrados 245 espécimes, 128 fémeas e 117 machos, cujos comprimentos
totais variaram de 39 a 56 cm para fémeas e 35,7 a 51,7 cm para machos. Devido ao n amostral
baixo de individuos imaturos (zero fémeas e somente oito machos) nas amostragens, o
comprimento de primeira maturacdo ndo foi determinado. A frequéncia de ocorréncia dos
sexos por classes de comprimento nao apresentou diferencas estatisticas. Os maiores valores
individuais de IGS para fémeas ocorreram no més de junho e para machos no més de maio,
ambos no outono. Fémeas capazes de fecundar e machos capazes de espermiar ocorreram em
todas as classes de tamanho. Do total de animais capturados, 72% das fémeas estavam
gravidas, estadio maturacional que somente ndo ocorreu no outono, e a maior ocorréncia de
gravidas foi na primavera, seguida pelo verdo. O outono é a estacdo de cépula/fecundacio, e os
embrides menores iniciam seu crescimento no inverno, continuando na primavera e atingindo
0s maiores comprimentos no verao, o que indica que o nascimento ocorra nesta estacdao, com
um periodo gestacional médio de 6 a 7 meses. Estes dados mostram que o litoral do estado do

Parana pode ser considerado uma area de reproducdo e parto para a espécie.

Palavras-chave: Embrides, gestacdo, conservacdo, IGS, curva de maturacdo,

elasmobranquios.
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REPRODUCTIVE CYCLE AND STRUCTURE OF Zapteryx brevirostris IN THE SOUTHERN
BRAZIL.

ABSTRACT

Reproduction is a fundamental process for the perpetuation of species, maintenance of stocks
and the viability of fish populations. The characteristics of life strategies of elasmobranchs, such
as low growth rates and reduced reproductive potential, make the group extremely vulnerable.
Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841), object of this study, is commonly known as lesser
guitarfish, is distributed around the Brazilian continental shelf, and it’s described as “vulnerable”
in the red list of the International Union for the Conservation of Nature (IUCN) and in the Brazilian
national list of endangered species. The collections of samples occurred monthly between
November 2011 and October 2012, in the Parand’s state coast. Confirmation of reproductive
phases of the individuals was made through histological analysis in organs of the reproductive
system (males: testicles; females: ovaries, uterus and oviducal gland). It was determined the
monthly average of GSI to build maturation curves, for separated sexes. 245 specimens were
sampled, 128 females and 117 males, whose total lengths varied from 39 to 56 cm for females
and 35.7 to 51.7 cm for males. Due to a low sample number of immature individuals (zero
females and only eight males), the length of the first maturation was not determined. The
frequency of occurrence of sexes by length classes did not show statistical differences. The
highest individual values of GSI for females occurred in June and for males, in May, both in the
fall. Females that were capable of fecundate and males capable of releasing sperm occurred in
all classes of growth. From all animals captured, 72% of the females were pregnant,
maturational stage that did not occur only in the fall, and, the highest occurrence of pregnant
females was in the spring, followed by summer. The fall is the season of copula/fecundation,
and the smallest embryos initiate their growth during winter, through spring and reach their
highest length in the summer, which indicates that birth happens in this season, with an
average gestational period of 6 to 7 months. These data show that the Parana coast can be
considered a reproduction and birth area for Z brevirostris, which shows the need of
controlling this species fishing, to maintain the natural stocks, since the same is already

vulnerable according to the Ministry of Environment.

Key-words: Embryos, pregnancy, conservation, GSI, maturation curves, elasmobranch.
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INTRODUCAO

A reproducdo é um processo fundamental para a perpetuacdo das espécies,
manutencdo dos estoques e a viabilidade das populacdes de peixes. O entendimento do
referido processo bioldgico faz-se necessdrio para subsidiar a conservagao das espécies, dos
sitios reprodutivos e a regulamentacdo da atividade pesqueira a fim de manter os estoques
naturais dos recursos pesqueiros. O grupo elasmobranquio tornou-se um importante recurso
pesqueiro nos ultimos anos (BARKER & SCHLUESSEL, 2005), sendo as espécies de tubardes e
raias exploradas em todo o mundo, tanto pela pesca dirigida ou através de bycatch (SHOTTON,
1999; STEVENS et al., 2000). O declinio populacional e relatos de sobrepesca foram registrados
por VOOREN & KLIPPEL (2005), CLARKE et al.(2007), DE-FRANCO et al. (2010), FERRETTI et al.
(2010), WORM et al. (2013) e DULVY et al.(2014). As caracteristicas da estratégia de vida dos
elasmobranquios, tais como baixas taxas de crescimento e reduzido potencial reprodutivo
(CORTES, 2000; COELHO & ERZINI, 2002, 2006), torna o grupo extremamente vulneravel
(GOMES et al., 2010).Somando-se a sobrepesca e as caracteristicas de estratégia de vida de
tendéncia K, a destruicdo dos ecossistemas marinhos intensifica a ameaca das espécies do
referido grupo, principalmente as dreas costeiras, as quais muitas vezes sao utilizadas para
reproducao e desenvolvimento de vdrias espécies de elasmobranquios (GOMES et al., 2010).

Dentre os elasmobranquios, a familia Rhinobatidae é representada por dois géneros no
litoral brasileiro, Zapteryx e Rhinobatos, sendo o género Zapteryx representado por uma Unica
espécie, Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841), popularmente denominada de raia-viola
ou raia viola de focinho curto (SANTOS et al.,, 2006; COUSSEAU et al., 2007, GOMES et al.,
2010).A espécie Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841) distribui-se pela plataforma
continental Brasileira (a partir do Rio de Janeiro) ao sul da provincia de Buenos Aires, na
Argentina (CASTELLO, 1971; FIGUEIREDO, 1977; MENNI & STEHMANN, 2000). E descrita por
preferir dguas frias (GOMES et al., 2010). Esta espécie é frequentemente encontrada em aguas
costeiras (FIGUEIREDO, 1977), alcanga um tamanho total de 59 cm para machos e 65 cm para
fémeas (COLONELLO et al., 2011), atingindo a maturidade entre 42—43 cm de comprimento
total (BATISTA, 1991; SANTOS et al., 2006). A espécie é explorada comercialmente pela pescaria
artesanal na costa do estado do Parana (sul do Brasil) (SANTOS et al., 2006; BORNATOWSKI et
al. 2009) e encontra-se descrita como “vulneravel” no livro vermelho da IUCN (International
Union for the Conservation of Nature) (VOOREN et al., 2006) e na lista nacional de espécies

amegcadas (PORTARIA 445/2014 - MINISTERIO MEIO AMBIENTE).
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De acordo com BATISTA (1991) e SANTOS et al., (2006), a espécie Z. brevirostris nao é
comercializada no Brasil. Entretanto, GOMES et al. (2010) relatam que apesar da referida
espécie ser capturada em pescarias artesanais e industriais no estado do Rio de Janeiro, o seu
estoque ndo sofre exploragdo por pesca dirigida, sendo mais capturada via bycatch, com sua
carne consumida pelas comunidades de pescadores e dos locais de desembarque pesqueiro
(GOMES et al.,2010). Contudo, de acordo com os relatos de COSTA & CHAVES (2006),
BORNATOWSKI et al. (2009), e através da observacdo pessoal direta dos locais de venda da
comunidade de pescadores, Z. brevirostris é comercializada no litoral do estado do Parana.

Perante seu estado na lista nacional de espécies amecadas, torna-se necessdrio obter
conhecimentos do seu ciclo de vida, reproducao, gestagdo e parto, de modo que se possa
efetuar uma gestdo eficiente e sustentavel. Assim, o objetivo deste estudo é apresentar
informacgdes sobre a estrutura e o ciclo reprodutivo de Z. brevirostris no estado do Parang, a fim
de verificar se a espécie permanece o ano todo no local de coletas, se ambos os sexos ocorrem
na regiao, qual o periodo reprodutivo e se ocorrem fémeas prenhes no local de coletas. Dados
estes que irdo compor uma base de informacgdes para gerenciamento das pescarias a espécie, e
subsidiar planos de manejo, solicitados pelo Ministério do Meio Ambiente em decorréncia da

vulnerabilidade da espécie.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

As coletas foram realizadas mensalmente entre novembro de 2011 e outubro de 2012,
na costa do estado do Parand, por pescadores artesanais utilizando rede de espera de malha 16
cm. Os animais foram obtidos junto a banca de pescadores de Shangri-la, municipio de Pontal

do Parana (25°37°28,43°’'S; 48°25°03,80°°0) (Fig. 1).
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Figura 2 — Localizagdo da banca de pescadores de Shangri-I3, no estado do Parand, sul do Brasil (modificado de
BORNATOWSKI & ABILHOA, 2012).

Os animais, assim que coletados, tiveram mensurados o seu comprimento total (CT em
centimetros), o peso total (PT em gramas) e o sexo foi determinado através da presenca ou
auséncia de clasper, sendo verificado o grau de calcificacdo do mesmo: ndo calcificado,
semicalcificado, totalmente calcificado (WALKER, 2005; KUME et al., 2009).

Os animais foram sacrificados com sec¢ao medular e seccionados ventralmente para a
exposicdo das gbnadas, que foram retiradas e pesadas (peso em gramas). As glandulas
nidamentais foram pesadas (peso em gramas) e o Utero foi analisado quanto a presenca ou
auséncia de embrides. Nas fémeas prenhes, foi anotado o niumero de filhotes por ninhada, e
mensurados o comprimento total (CT em centimetros) e peso total (PT em gramas) dos

embrides.

Analise dos dados

A confirmacdao das fases reprodutivas dos individuos ocorreu através da andlise
histolégica dos 6rgdos do sistema reprodutor, baseado em WALKER (2005), BROWN-PETERSON
et al. (2011) e COLONELLO et al. (2011), conferindo a este estudo resultados mais seguros, pois
segundo CONRATH (2004) a anadlise histolégica confere um maior detalhamento da

espermatogénese e da ovogénese. Assim, varios orgaos foram destinados a analise
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microscopica para um maior detalhamento da estrutura tecidual, objetivando alcancar o
melhor entendimento do processo reprodutivo da espécie. Exemplares machos tiveram os
testiculos analisados microscopicamente, enquanto as fémeas, por apresentarem etapas mais
diferenciadas no processo reprodutivo (fecundagdo e o desenvolvimento embriondrio interno),
tiveram além dos ovdrios, os Uteros e a glandula nidamental analisados a partir de preparados
histoldgicos. Os diferentes d6rgaos foram fixados em ALFAC por 18 horas e posteriormente
submetidos ao processo histoldgico de rotina, sendo incluidos em Paraplast® e depois foram
corados com Hematoxilina-Eosina (FAVARO & OLIVEIRA, 2012).

A partir de observacdes macro e microscopicas dos 6rgaos analisados foram
confeccionadas as escalas de desenvolvimento reprodutivo para cada sexo, possibilitando
estabelecer o ciclo reprodutivo da espécie. Para fémeas, foram utilizadas como critérios as
mudancas periédicas do peso das glandulas nidamentais, estado dos Uteros (com parede
espessa ou fina, muitas ou poucas vilosidades) e presenca ou auséncia de embrides, diametro
do maior foliculo ovariano (DMFO, em centimetros), quais as linhagens celulares presentes no
ovdrio e a coloragcdo dos foliculos ovarianos. Para machos, os critérios utilizados foram o
tamanho do testiculo, células da linhagem espermadtica presentes e o grau de calcificacdo do
cldsper, que indica a fase do ciclo de vida em relagdo a maturidade sexual.

A proporgao sexual foi analisada por classe de comprimento e sazonalmente através do
teste do XZ, significativo quando > 3,84 a = 0,05 (VAZZOLER, 1996). Para realizar a analise do
comprimento total dos exemplares no processo reprodutivo, os mesmos foram divididos em
oito classes de comprimento total, com intervalo de 2,2 cm a partir do comprimento do menor
individuo, de acordo com o postulado de Sturges (SOKAL & ROHLF, 1981).

Para avaliacdo do desenvolvimento gonadal foi estimado o indice gonadossomatico
(1GS), expresso pela formula 1GS=(PG/PT)x100, onde PG = peso das gonadas e PT = peso total,
(VAZZOLER, 1996), que foi calculado para cada individuo e analisado para sexos separados.
Também foi determinado o IGS médio mensal para a confec¢do das curvas de maturacgao, para
sexos separados.

Foi realizada a distribuicdo mensal e sazonal da frequéncia percentual dos estadios
reprodutivos, a distribuicdo percentual sazonal de fémeas gravidas e a relacdo entre o
comprimento total do embrido com a sazonalidade, a fim de melhor compreender a dindmica
reprodutiva da espécie. Para melhor entender o desenvolvimento do ciclo reprodutivo e suas
relacGes temporais e anatOmicas, considerando as variacdes que ocorrem nos Orgaos

reprodutivos, foram analisadas a relacdao entre DMFO, IGS, e estacdes do ano; relacdo entre o
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peso da glandula nidamental, o IGS e os meses de coleta e a relagcdo entre o comprimento total
dos machos com o grau de calcificagao dos claspers.

Devido ao n amostral baixo de individuos imaturos nas amostragens (somente oito
machos), o comprimento de primeira maturag¢do nao foi determinado.

As estacdes do ano foram definidas como: Primavera, de outubro a dezembro; Verao,
de janeiro a margo; Outono, de abril a junho, e Inverno, de julho a setembro. Nos meses de

abril e setembro de 2012, apesar da realizacdo das coletas, ndo foram obtidos espécimes.

RESULTADOS

Foram amostrados 245 espécimes de Zapteryx brevirostris, sendo 128 fémeas (52,2%) e
117 machos (47,8%). O comprimento total (CT) dos exemplares amostrados variou de 39 a 56
cm (média 45,58 +2,94 cm DP) para fémeas e 35,7 a 51,7 cm (média 44,59 +2,66 cm DP) para
machos. O peso total (PT) dos exemplares amostrados variou de 442,65g a 1.135,66g (média
655,70g +117,02 g DP) para fémeas e 333,40g a 734,08g (média 529,10 +71,84 g DP) para
machos. A relagdo CT x PT, para ambos os sexos, demonstrou que a espécie possui um
crescimento alométrico negativo (b<3).

A frequéncia de ocorréncia dos sexos por classes de comprimento foi igualitdria em
todas as classes, ndo apresentando diferencas estatisticas, mesmo com somente fémeas
encontradas na maior classe de comprimento (53 a 56 cm), e exclusivamente machos
encontrados na menor classe de comprimento (35 a 37,99 cm) (Fig. 2).
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Figura 3— Proporcdo sexual por classes de comprimento para Zapteryx brevirostris coletadas no litoral do estado
do Paran3, Brasil. Os numeros sobre as barras indicam a frequéncia absoluta.
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O percentual de captura sazonal indicou que a primavera foi o periodo com maior
obtencdo de espécimes (33,1% do total capturado). Quanto a propor¢ao sexual sazonal,
primavera e verdao apresentam as maiores capturas de fémeas, enquanto o outono e inverno as

maiores capturas de machos. A Unica estacdao que nao apresentou diferenga significativa na

captura entre os sexos foi o inverno (Fig. 3).
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Figura 4— Proporgdo sexual sazonal de Zapteryx brevirostris do litoral do estado do Parand, Brasil. Os nimeros
entre parénteses sobre as barras indicam a frequéncia absoluta e * indicam diferencga estatistica entre os sexos.

Os maiores valores individuais de IGS para fémeas ocorreram no més de junho,
coincidindo com a média mensal. Ja para os machos, os valores individuais de IGS atingiram seu
apice no més de maio, o que também coincidiu com a média mensal (Fig. 4). Nao foi

encontrada correlagdo entre o CT e o valor de IGS.
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Figura 5— Curva de maturagao para fémeas e machos de Zapteryx brevirostris do litoral do estado do Paran4, Brasil.
Os numeros entre parénteses indicam a frequéncia absoluta e os nimeros com * indicam o desvio padrao.

Através dos critérios utilizados para estabelecer os estadios de desenvolvimento
reprodutivo em fémeas, estas foram classificadas em imaturas, em desenvolvimento, capazes
de fecundar e gravidas (com embrides indiferenciados ou diferenciados), conforme mostrado

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Determinagdo da escala de desenvolvimento reprodutivo para fémeas de Zapteryx brevirostris do litoral
do estado do Paran3, Brasil. Critérios baseados em WALKER (2005), BROWN-PETERSON et al. (2011) e COLONELLO

etal. (2011).

Estadio Caracteristicas Macroscopicas e Histoldgicas
Foliculos ovarianos pré-vitelogénicos e
Em vitelogénicos,

desenvolvimento

Maior foliculo de cor amarela (vitelogénico), Utero
com parede espessa e muitas vilosidades.

Capaz de
fecundar
(ndo gravida)

Ovarios  grandes com  foliculos  visiveis
macroscopicamente,

Foliculos ovarianos pré-vitelogénicos, vitelogénicos
e maduros,

Podem ocorrer foliculos atrésicos e vazios,

Maior foliculo de cor amarela (vitelogénico), utero
com parede espessa e muitas vilosidades,

Auséncia de embrides.

com embrioes
indiferenciados

Ovarios  grandes com foliculos  visiveis
macroscopicamente,

Foliculos ovarianos pré-vitelogénicos, vitelogénicos
e maduros,

Podem ocorrer foliculos atrésicos e vazios,

Maior foliculo de cor amarela (vitelogénico),

Utero com parede fina e poucas vilosidades,
Presenca de embrides menores que 0,5 cm

(indiferenciados®).

Gravidas

com embrides
diferenciados

Ovarios  grandes com  foliculos  visiveis
macroscopicamente,

Foliculos ovarianos pré-vitelogénicos, vitelogénicos
e maduros,

Podem ocorrer foliculos atrésicos e vazio,

Maior foliculo de cor amarela (vitelogénico),

Utero com parede fina e poucas vilosidades,
Presenca de embrides maiores que 0,5 cm

(diferenciados™).

* Embrides indiferenciados sdo visualizados como uma mancha esbranquicada sobre o vitelo, ndo sendo
visualizados a olho desarmado. Nos embrides diferenciados, com coloragdo amarela clara, é possivel observar a
olho desarmado as fendas branquiais e o inicio do desenvolvimento das nadadeiras peitorais.
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Através dos critérios utilizados para estabelecer os estadios de desenvolvimento
reprodutivo em machos, estes foram classificados em imaturos, em desenvolvimento e capazes

de espermiar, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Determinagdo da escala de desenvolvimento reprodutivo para machos de Zapteryx brevirostris do litoral
do estado do Paran4, Brasil. Critérios baseados em WALKER (2005), BROWN-PETERSON et al. (2011) e COLONELLO
etal. (2011).

Estadio Caracteristicas Macroscépicas e Histologicas
Testiculos pequenos, somente espermatogOnias presentes.
Clasper ndo calcificado
Testiculos com tamanho maior que o estadio anterior, com
presenca de espermatogbnias, espermatdcitos e
Em desenvolvimento espermatides.  Clasper  geralmente  semicalcificado,
entretanto, alguns individuos podem apresenta-lo ja
calcificado.
Testiculos com tamanho maior que o estadio anterior,
Capaz de espermiar contendo espermatogonias, espermatdcitos, espermatides
e espermatozoides. Clasper calcificado.

Imaturo

Fémeas imaturas ndo foram encontradas neste trabalho, por sua vez, fémeas capazes de
fecundar ocorreram em todas as classes de tamanho. J4 para os machos, foram registrados
exemplares imaturos, e a ocorréncia dos capazes de espermiar deu-se em todas as classes de
tamanho. De acordo com as esta¢des, no outono ocorreram machos e fémeas capazes de
fecundar e espermiar (Fig. 5 A e B). Nas outras estacbes variou a ocorréncia de machos
imaturos e de fémeas e machos em desenvolvimento (Fig. 5 A e B). FéEmeas com marca de
copula recente foram encontradas no outono, e algumas com marcas de cépula cicatrizadas
foram obtidas na primavera. A curva de maturagao atinge seu apice em maio para machos e
junho para fémeas, ambos no outono, periodo em que 100% de ambos os sexos estavam
capazes de eliminar gametas. O outono foi assim considerado o periodo de cépula. No inverno
a frequéncia de individuos capazes de eliminar gametas diminui e surgem fémeas gravidas com
predominio de embrides indiferenciados. Na primavera as fémeas gravidas apresentam
embrides maiores que a estacdo anterior, sendo os mesmos ja diferenciados. O verdo é a
estacdo de nascimento dos individuos e ocorre a maior frequéncia de fémeas em
desenvolvimento e machos imaturos, podendo assim ser a estagdo que marca o reinicio do

ciclo reprodutivo.
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Figura 6— Distribuicdo percentual mensal dos estadios reprodutivos em fémeas (A) e machos (B) de Zapteryx
brevirostris do litoral do estado do Parana, Brasil. Os nimeros sobre as barras indicam a frequéncia absoluta dos
estadios reprodutivos.
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O DMFO foi calculado para auxiliar na escala de maturidade da fémea, e constatou-se
que ndo ha correlagdo entre o CT da fémea e o tamanho do DMFO. Ao relacionar o DMFO com
0 IGS, observou-se que foliculos de tamanho intermedidrio apresentam maiores valores de IGS,
enquanto foliculos de tamanho menor ou maior apresentam os menores valores (Fig. 6).
Analisando a média de valores sazonais do DMFO em relacdo ao IGS médio sazonal, constatou-
se que na primavera, estacdao que apresenta os menores valores de IGS médio, evidencia-se

também os maiores valores de DMFO (Fig. 7).
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Figura 7— Relagdo entre os valores individuais do DMFO e do IGS de Zapteryx brevirostris do litoral do estado do
Parang, Brasil. Em detalhe a regressdao com valor de p < 0,01.
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Figura 8— Relacdo entre o os valores médios sazonais do DMFO e do IGS de Zapteryx brevirostris do litoral do
estado do Paran3, Brasil. Os numeros entre parénteses indicam a frequéncia absoluta.
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As glandulas nidamentais foram analisadas histologicamente, ndo sendo registrado o
armazenamento de espermatozoides. Foi detectada uma variagdao em peso destas glandulas no
decorrer do processo reprodutivo e relacionando os valores médios mensais dos pesos das
glandulas nidamentais com a curva de maturagdao de fémeas observou-se uma sincronia entre
as curvas (Fig. 8).

Em machos, foi analisado o grau de calcificacdo do clasper, possibilitando a classificagao
dos machos em trés estagios: clasper ndo calcificado (NC) referente aos machos imaturos,
clasper semicalcificado (SC) referentes aos machos pré-adultos, e cldsper totalmente calcificado
(TC) referentes aos machos adultos. O grau de calcificacdo do Clasper esta relacionado ao

comprimento do animal, conforme o animal cresce maior é a calcificagao do Clasper (Fig. 9).
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Figura 9— Relagdo da distribuicdo mensal do peso médio das glandulas nidamentais com o IGS médio das fémeas
entre os meses amostrados para exemplares de Zapteryx brevirostris do litoral do estado do Parana, Brasil. Os
numeros entre parénteses indicam a frequéncia absoluta.
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Figura 10— Relagdo do grau de calcificagdo do cldsper com o comprimento total dos machos de Zapteryx
brevirostris do litoral do estado do Parand, Brasil. NC = N3o calcificado, SC = Semicalcificado, TC = Totalmente
calcificado. A analise de correlagdo dos dados foi positiva (p<0,0001), onde, quanto maior o tamanho do individuo,
maior a calcificagao do clasper.

Do total de animais capturados, o percentual de fémeas gravidas foi de 72% (n=92). A
Unica estagao onde nao ocorreram fémeas gravidas foi no outono, sendo a maior ocorréncia de
gravidas na primavera, seguida pelo verdo (Fig. 5A). As fémeas gravidas totalizaram 350
filhotes, com tamanhos que variaram desde os menores que 0,5 cm (indiferenciados) até 13,90
cm, tamanho o qual foi definido como tamanho de nascimento, por apresentar pouquissimo
vitelo em seu abdémen e cicatriz ventral de nascimento (“embrido do ano”). As maes possuiam
de 1 a 7 embrides, sendo cinco o numero médio de filhotes por prenhez.

A relagdo peso-comprimento dos embrides demonstrou que, para ambos os sexos, o
crescimento foi alométrico negativo (b<3), assim como ocorre com os animais fora do ventre
materno. Considerando que o outono é a estacdo de cépula/fecundagdo, os embriGes menores
comecam a crescer no inverno, continuando na primavera e atingindo os maiores

comprimentos no verao (Fig. 10) que consideramos ser a estacdo do nascimento.
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Figura 11 — Boxplot representando a distribuicdo sazonal do comprimento total dos embrides de Zapteryx
brevirostris do litoral do estado do Parana de acordo com as estagdes.

Os maiores embrides, encontrados de dezembro a mar¢o, indicam que o nascimento
ocorra no verao, com um periodo de gestacdao médio de 6 a 7 meses. O ciclo reprodutivo da
espécie Z. brevirostris no litoral do estado do Parand é melhor explicado através do esquema
apresentado pela Fig. 11.

39



(" A

¢ Copula dos exemplares adultos

* Nascimento dos embrides: 1 a 7 filhotes por mae

¢ Nascimento: Tamanho aproximado de 13,9 cm , | | \
- PRIMAVERA ~
*  Aumento do

numero de fémeas gravidas ,‘ ’

¢ Crescimento dos embrides que nasceram
no ultimo verdo

\.

* Surgem os primeiros embrides diferenciados Aparecem as primeiras fémeas gravidas com
(maiores que 0,5cm ) embrides indiferenciados
+ Desenvolvimento dos embrides: Tamanho (menores que 0,5 cm)
médio de 8,32 cm
J

Figura 11— Esquema apresentando o ciclo reprodutivo da espécie Z. brevirostris no litoral do estado do Parana

DISCUSSAO

A analise da estrutura da popula¢dao de Z. brevirostris, no litoral do estado do Parand

demonstrou que o niumero predominante de fémeas em relagdo aos machos, obtido neste

estudo, coincide com os relatos de SANTOS et al. (2006). Ainda, para a espécie em questdo,

fémeas com maior comprimento e peso, em relagdo aos machos, também ja tinham sido

documentadas por BATISTA (1987b; 1991), SANTOS et al. (2006) e ABILHOA et al. (2007), e

descrito também para outras espécies da familia Rhinobatidae (MELLINGER, 1989, WENBIN &

SHUYUAN, 1993; VILLAVICENCIO-GARAYZAR et al., 1994; ABILHOA et al., 2007; MARQUEZ-

FARIAS, 2007 e GRIJALBA-BENDECK et al., 2008, COLONELLO et al, 2011). O maior

comprimento das fémeas, de acordo com BATISTA (1991), é uma ocorréncia esperada para

espécies viviparas, caracteristica da espécie Z. brevirostris (BORNATOWSKI & ABILHOA, 2012).

Ainda, o maior comprimento é reflexo da necessidade corpdérea de promover

desenvolvimento embrionario no periodo da gestacdo (SANTOS et al., 2006).
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No presente estudo, os exemplares obtidos de Z. brevirostris apresentaram CT maiores
do que aqueles obtidos no Rio de Janeiro (BATISTA 1987a, 1987b) e adjacéncias da Baia de
Paranaguad, no litoral do estado do Paranda (SANTOS et al. 2006), e menores aqueles obtidos na
Argentina (CASTELLO 1971; COLONELLO et al. 2011). A diferenga de comprimento total entre os
exemplares da mesma espécie, coletados em diferentes areas, é suportada pela hipétese de
mudancas latitudinais, como predito pela Regra do Tamanho-Temperatura (TSR) (TRIP et al.,
2014), onde taxas de crescimento e tamanho do corpo dos peixes variam com a temperatura e
com o gradiente latitudinal (HEIBO et al., 2005; TRIP et al., 2014), sendo os exemplares
menores encontrados em baixas latitudes e os maiores em altas latitudes (HIDDINK &
HOFSTEDE, 2008).

Os exemplares coletados no litoral do Parana para o presente estudo apresentaram,
para ambos os sexos, um crescimento alométrico negativo (b<3), o que significa que a espécie
investe mais no seu crescimento em comprimento do que em massa. Entretanto, BATISTA
(1987a) determinou para a mesma espécie, no estado do Rio de Janeiro, um crescimento
isométrico (b=3), onde a mesma investe tanto em crescimento quanto em massa.
Possivelmente, a variacdo na forma de crescimento evidenciada entre os diferentes locais,
possa estar diretamente relacionada a estrutura da comunidade local, evitando sobreposicao
de nicho, e consequentemente a competicdo interespecifica. Assim, os organismos para se
manterem no ambiente, utilizam sua plasticidade fisiolégica de acordo com as suas
necessidades locais.

A frequéncia de ocorréncia da espécie Z brevirostris nos desembarques foi alta,
ocorrendo o ano inteiro, relatado também por BORNATOWSKI & ABILHOA (2012). A maior
captura ocorreu na primavera, como descrito por COSTA & CHAVES (2006), com a maior
ocorréncia de fémeas no verdo e de machos no inverno, corroborando os resultados de
BORNATOWSKI & ABILHOA (2012).

A obtencdo de um reduzido numero de individuos imaturos pode ter ocorrido em
funcdo da metodologia de coleta utilizada, a qual seleciona os individuos de maior porte, como
observado por BRANSTETTER (1987) e THORSON & SIMPFENDORFER (2009), sendo a arte de
pesca um fator de grande influéncia na composicdo da amostra. Outra explicacdo é baseada na
proposta de SPRINGER (1967), que sugere que algumas espécies apresentam uma organizacao
social, sendo que os animais maduros encontram-se separados dos jovens, ocupando locais
distintos durante a maior parte dos seus ciclos de vida, esta organizacdo social propicia um
maior sucesso reprodutivo, importante para organismos com tendéncia k estrategistas.
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A utilizacdo da analise histoldgica dos orgdos reprodutivos neste estudo foi realizada
com o objetivo de fornecer dados seguros e confidveis, corroborando o descrito por HUNTER et
al. (1986), que relatam que o referido método é mais preciso e produz uma maior quantidade
de informacdes, ainda, considerando que a utilizagdo somente da andlise macroscopica tem
uma precisao incerta, podendo ser muito subjetiva (KJESBU, 2009). Assim, a caracteriza¢do do
ciclo reprodutivo foi realizada inicialmente a partir das analises histoldgicas dos orgaos
reprodutivos e posteriormente associando os resultados microscdpicos a outros parametros,
tais como, curva de maturagdo, distribuicdo temporal dos estadios reprodutivos, além das
analises das variacGes em peso das glandulas nidamentais, da espessura da parede uterina, do
tamanho dos foliculos ovarianos, no grau de calcificagdo dos claspers e da variagdo nos
comprimentos dos embrides.

Com a utilizacdo de diferentes critérios e vdrias analises, nossos resultados permitiram
estabelecer que, para Z. brevirostris no litoral do estado do Parand, o desenvolvimento gonadal
ocorre a partir da primavera para machos e a partir do verdo para fémeas, atingindo o pico no
outono para ambos os sexos, mesmo periodo de realizacdo da cépula e da fecundagdo. O
desenvolvimento embriondrio acontece na primavera e o nascimento da-se no verdo.
Entretanto, variacdes no ciclo reprodutivo da mesma espécie foram evidenciadas por
COLONELLO et al. (2011)na Argentina, que encontraram os menores valores de IGS para
machos no outono e inverno e valores maximos durante o verdo, refletindo uma variagao
temporal no desenvolvimento das gonadas, periodo de cépula, e de gesta¢cdao, em relagao ao
caracterizado neste estudo.

As diferencas regionais em eventos reprodutivos observadas em Z. brevirostris, de
acordo com WOOTTON (1984), sao reflexos de interacdes entre o ambiente, comportamento e
fisiologia. Diferencgas nas condi¢des oceanograficas podem oferecer uma pressao seletiva que
resulta em variacdes na reproduc¢do, mesmo ndo ocorrendo barreiras geogréficas que isolem as
populacdes argentinas e brasileiras da referida espécie (COLONELLO et al. 2011). Ainda,
consideramos que a estrutura da comunidade marinha exerca também uma influéncia sobre a
reproducdo das espécies, a fim de minimizar a competicao intra e interespecifica e manter a
estrutura tréfica em equilibrio.

A glandula nidamental atua na formacdo da casca do ovo (HAMLETT & KOOB, 1999;
POUGH et al., 2003), explicando assim a relacdo do desenvolvimento ovariano com o aumento
do peso da glandula, pois os ovécitos volumosos e muito desenvolvidos que serdo eliminados

dos ovarios, necessitam passar pela glandula para receber a casca. Ainda, em algumas espécies
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de raias, a glandula nidamental armazena espermatozoides. No presente estudo, nas glandulas
nidamentais de Z. brevirostris nao foram encontrados espermatozoides. Entretanto, a auséncia
de gametas masculinos nos preparados histolégicos ndo significa que os mesmos nao sejam
armazenados na glandula, devendo ser considerado que a analise histoldgica utiliza porgdes
reduzidas dos orgdos para as observacdes, podendo assim, ndo ter sido contemplada nas
anadlises alguma regidao de armazenamento.

A determinacdo do outono como época de acasalamento e cdpula é sustentada pela
ocorréncia de fémeas com marcas de cépula recente neste periodo. As marcas de copula
encontradas em algumas fémeas de Z. brevirostris sdo provocadas por machos da espécie que
mordem as fémeas antes e durante a cépula (TRICAS & LEFEUVRE, 1985), variando desde
dentadas a lesdes nas nadadeiras peitorais (PRATT & CARRIER, 2001).A verificagdo destas
marcas permitem a obtencdo de algumas informac¢des do ciclo reprodutivo, pois, segundo
KAJIURA et al. (2000) e CONRATH (2004), a avaliagcdo das marcas de cépula é um método util e
nao invasivo para determinar o periodo de acasalamento.

Somente o diametro dos foliculos ovarianos (DMFQO) ndo mostrou-se suficiente para
caracterizar o ciclo reprodutivo e o periodo de desova, pois no presente estudo, apesar de
termos encontrado nos ovdrios os maiores foliculos na primavera, a incidéncia de embrides ja
diferenciados no Utero sugere que a fertilizacdo tenha ocorrido no outono.

De maneira especulativa, o pico de ocorréncia dos maiores diametros de foliculos
ovarianos (DMFO), verificado na primavera, permite inferir que a fémea continue com um alto
metabolismo para o armazenamento de nutrientes nos ovdcitos localizados nos ovarios,
mesmo quando ja se encontram gravidas. Considerando que o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos é demorado e envolve a utilizacdo de muita energia do organismo, a manutenc¢do dos
foliculos ovarianos grandes e aptos a fecundagao ocorre para caso haja a necessidade de uma
segunda tentativa reprodutiva.

Com excec¢ao do outono, todas as outras esta¢des apresentaram a ocorréncia de fémeas
gravidas, situacdao semelhante ao exposto por BATISTA (1991), que encontrou fémeas gravidas
de Z. Brevirostris durante o ano todo.

No inverno foram encontrados os menores CT dos embrides, o que comprova o inicio do
desenvolvimento embrionario para a espécie, fato também relatado por BATISTA (1987b) e
COSTA & CHAVES (2006) que confirmaram o inicio da gestacdo de Z. brevirostris no inverno.
Este inicio de desenvolvimento no inverno, estacdo subsequente a estacdo de

cépula/fecundagdo, corrobora o predito por CALLARD et al. (2005), que afirmam que muitos
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elasmobranquios realizam a ovulacdo e fertilizacao logo apds o periodo de acasalamento.

A ocorréncia de embrides de tamanho intermedidrio na primavera sugere que seu
desenvolvimento ocorra durante essa estacdo, corroborando os resultados de COSTA &
CHAVES (2006), SANTOS et al. (2006) e ABILHOA et al. (2007) e confirmado pela diminui¢do do
tamanho do saco vitelino, uma vez que, conforme o embrido cresce, o saco vitelino é
consumido (WALKER, 2005).

No presente estudo foram amostrados 350 embrides, um numero considerado alto
quando comparado a outros trabalhos com Z. brevirostris, como em BATISTA (1987) que
examinou somente 13 embrides e ABILHOA et al. (2007) que encontrou um total de 45. A
andlise de um maior nimero de embrides conferiu maior robustez as andlises reprodutivas no
presente estudo por corroborar outras anadlises reprodutivas. Com cada periodo do ano
adequadamente amostrado, os maiores embrides puderam dar uma estimativa do periodo e do
comprimento minimo para nascimento, que foi estipulado em 14 cm, através de observacgdes
dos maiores embrides em utero e corroborado por GOMES et al. (2010), que confirmou
neonatos com cerca de 13 a 16 cm de comprimento para a mesma espécie.

As fémeas gravidas de Z brevirostris apresentaram de 1 a 7 embrides, quantidade
proxima as citadas para a mesma espécie por BATISTA (1991) que encontrou de 1 a 6 embrides,
por GOMES et al. (2010) que relataram de 2 a 8 embrides e por BORNATOWSKI & ABILHOA
(2012) que quantificaram de 4 a 9 embrides. A duracdo da gestacdo para Z. brevirostris é de seis
a sete meses, considerando-se o intervalo entre a cépula (outono) e o nascimento dos
embrides (verdo), periodo coerente com o determinado para outras espécies de Rhinobatideos
(BATISTA, 1991, WENBIN & SHUYUAN, 1993; ISMEN et al., 2007; MARQUEZ-FARIAS, 2007;
COLONELLO et al., 2011). O periodo de nascimento foi o verao, no qual ocorreram embrides
em seu CT maximo, periodo também confirmado por BATISTA (1987b), GONZALEZ (2004),
COSTA & CHAVES (2006) e ABILHOA et al. (2007) para Z. brevirostris e para outras espécies de
raias (VILLAVICENCIO-GARAYZAR, 1995; GRIJALBA-BENDECK et al., 2008). Este periodo
possivelmente da-se no verdo porque este é o periodo com altas temperaturas e alimento
disponivel, conferindo aos neonatos uma vantagem adaptativa e um crescimento rapido nas
fases iniciais de vida (VILLAVICENCIO-GARAYZAR et al., 1994; VILLAVICENCIO-GARAYZAR, 1995).

A determinacdo de que os elasmobranquios da costa Atlantica tem seu ciclo reprodutivo
exposto ao impacto das pescarias comerciais (ABILHOA et al. 2007, SILVA & LESSA 1991,
VOOREN & KLIPPEL 2005 e VOOREN et al. 2005) foi também observado no presente estudo,
onde o percentual de fémeas gravidas capturadas no periodo de estudo foi de 72%.
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Considerando que a costa do litoral do Parana apresenta alta disponibilidade alimentar
e de protecdo para os recém-nascidos e juvenis de algumas espécies de elasmobranquios
(BORNATOWSKI & ABILHOA, 2012), o local pode ser considerado como area de parto. Nossos
resultados de parametros reprodutivos e gestacionais para Z brevirostris apontam a
necessidade de ter sua pesca controlada a fim de manter os estoques naturais. Assim,
provavelmente, a implementag¢dao de um plano de gestdo seja necessdrio, devido a espécie ja se
encontrar vulneravel e por apresentar as caracteristicas de espécies com tendéncia k
estrategistas, como crescimento lento e reproducao tardia, aumentando a suscetibilidade de

sobre-exploragao.
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IDADE E CRESCIMENTO DE Zapteryx brevirostris NO SUL DO BRASIL
RESUMO

Estudos de idade e crescimento sdao fundamentais para o sucesso da gestao pesqueira,
uma vez que atuam como base para estimar importantes varidveis bioldgicas. A espécie
Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841) distribui-se pela plataforma continental Brasileira,
onde é explorada comercialmente pela pescaria artesanal na costa do estado do Paran3, e
atualmente esta classificada como “vulneravel” no livro vermelho da IUCN (International Union
for the Conservation of Nature) e na lista nacional de espécies amecadas. As coletas de material
biolégico ocorreram entre Maio de 2012 e Novembro de 2013, provenientes da pesca artesanal
no estado do Parana utilizando fundeios de malhas 16 cm. Foram amostrados 162 espécimes,
sendo 71 fémeas e 91 machos, com comprimento total (TL) variando de 35,7 cm a 56,0 cm. As
vértebras foram retiradas, incluidas em resina e seccionadas num corte com cerca de 0,5mm de
espessura. Os cortes foram corados com cristal violeta e as leituras das bandas de crescimento
foram efetuadas. A estimativa de idade zero foi baseada no comprimento médio de nascimento
(Lo) da espécie (14 cm) e para os individuos com comprimento inferior a 35 cm utilizou-se os
métodos de retrocdlculo de BPH (Body Proportional Hypothesis), Dahl Lea, Fraser Lee e SPH
(Scale Proportional Hypothesis) para estimar os tamanhosaidade. As curvas de crescimento de
von Bertalanffy (VBGF) foram ajustadas pelo método dos minimos quadrados. A qualidade do
ajuste foi estimada seguindo o critério de Akaike (AIC — Akaike Information Criteria) para cada
um dos modelos criados, incluindo as curvas de crescimento VBGF e VBGF com Lg fixo. Na area
estudada, Z. brevirostris possui idades estimadas entre os 4 a 10 anos de idade. A espécie
atinge seu Linf (comprimento maximo assintético) em torno dos 56,4 cm (59,5 cm para fémeas
e 54,9 cm para machos), e o k (taxa de crescimento) foi estimado em 0,11 para as fémeas e
0,13 para os machos. Essa é a primeira estimativa dos parametros de idade e crescimento para
uma espécie do género Zapteryx. Os resultados obtidos corroboram a hipdtese de que a
espécie requer uma gestdo de conservacdo adequada, devido sobretudo a sua lenta taxa de

crescimento e consequente suscetibilidade a sobre-exploracao.

Palavras-chave: Curva de von Bertalanffy (VBGF), retrocalculo, rhinobatidae, taxa de

crescimento, conservacao, valor de k
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AGE AND GROWTH OF Zapteryx brevirostris IN SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

Age and growth studies are fundamental to successful fisheries, management, given
that they act as a base to estimate important biological variables. The lesser guitarfish, Zapteryx
brevirostris, is distributed off the Brazilian continental shelf, and is exploited commercially by
small-scale fisheries on the coast of the state of Parana. This species is assessed as “vulnerable”
in the Red List of the International Union for the Conservation of Nature (IUCN) and has been
included in the Brazilian National list of endangered species. The collection of biological
material occurred between May 2012 and November 2013 in collaboration with the small-scale
fishery on the coast of the state of Parana, using bottom otter trawls. A total of 162 specimens
were sampled, including 71 females and 91 males, with lengths varying between 35.7 cm and
56.0 cm total length (TL). The vertebrae were removed, embedded in resin and sectioned in
cuts with 0.5mm thickness. The sections were stained using a saturated solution of crystal
violet and the growth bands of the vertebrae were read to estimate the ages. The estimate of
age zero was based on the average size at birth of the species (14 cm) and for specimens with
sizes smaller than 35 cm, we used the back-calculation techniques (BPH - Body Proportional
Hypothesis Dahl Lea, Fraser Lee and SPH - Scale Proportional Hypothesis) to estimate the size-
at-age. The von Bertalanffy growth curves (VBGF) were fitted with non-linear least squares, and
the goodness-of-fit estimated following the AIC (Akaike Information Criteria) for each of the
models, including the VBGF and VBGF with fixed Lg. In the studied area, Z. brevirostris ages
were estimated from 4 to 10 years. The species reaches its maximum asymptotic size (Linf)
around 56,4 cm (59,5 cm for females and 54,9 cm for males), and the k (growth rate) was
estimated at 0,11 for females and 0,13 for males. This is the first estimate of the age and
growth for a species of the Zapteryx genus. The results support the hypothesis that this ray
requires future management conservation, particularly due to its slow growth rate and

consequent susceptibility to overexploitation.

Key words: von Bertalanffy curves (VBGF), back-calculation, rhinobatidae, growth rate,

conservation, k value.
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INTRODUCAO

Estudos de idade e crescimento sdao fundamentais para o sucesso da gestdo das pescas,
uma vez que atuam como base para estimar importantes varidveis bioldgicas (CAMPANA, 2001;
GOLDMAN, 2004). A maioria dos métodos analiticos de avaliacdo de estoques trabalham
essencialmente com dados de composicao de idades (SPARRE & VENEMA, 1997), onde
informagdes precisas e de qualidade sdo a chave para a obtencdo de estimativas de
crescimento e outras taxas vitais, como a mortalidade natural e longevidade, essenciais para
uma gestao de pesca bem sucedida (VAZZOLER, 1981; CAMPANA, 2001; GOLDMAN, 2004).

A determinacdo da idade de um peixe é normalmente conduzida pela contagem de
marcas sazonais de crescimento presentes em vdrias estruturas duras calcificadas. Enquanto
em teledsteos a maioria dos estudos de idade e crescimento usam otdlitos ou escamas, em
elasmobranquios, pela falta destas estruturas, vértebras e espinhos dorsais sdo as estruturas
mais utilizadas para a determinacdo da idade (CAMPANA, 2001; GOLDMAN, 2004).

Os elasmobranquios se tornaram importantes recursos pesqueiros nos ultimos anos
(BARKER & SCHLUESSEL, 2005), sendo explorados tanto pela pesca dirigida ou através de
bycatch (SHOTTON, 1999; STEVENS et al, 2000). Infelizmente, este aumento muitas vezes nao
tem sido acompanhado porinformacgdes sobre a biologia e ecologia destas espécies (STEVENS et
al, 2000). Elasmobranquios geralmente possuem uma estratégia de vida do tipo K, com ciclos
de vida caracterizados por baixas taxas de crescimento e baixo potencial reprodutivo (CORTES,
2000; COELHO & ERZINI, 2002, 2006). Essas caracteristicas tornam este grupo extremamente
vulneravel a pressao pesqueira, com sobrexploracdo podendo ocorrer mesmo em niveis
relativamente baixos de mortalidade por pesca (SMITH et al/, 1998). HOFF & MUSICK (1990)
apontaram a falta de maiores informagcdes a respeito da idade e crescimento de
elasmobranquios como um fator limitante para o desenvolvimento de planos de gestao.

A espécie Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841) distribui-se pela plataforma
continental Brasileira (a partir do Rio de Janeiro) até o sul da provincia de Buenos Aires, na
Argentina (CASTELLO, 1971; FIGUEIREDO, 1977; MENNI & STEHMANN, 2000). E descrita por
preferir dguas frias (GOMES et al., 2010) e é a Unica espécie do género no Oceano Atlantico
(BATISTA, 1991). Esta espécie é frequentemente encontrada em daguas costeiras (FIGUEIREDO,
1977), alcanca um tamanho total de 59 cm para machos e 65 cm para fémeas (COLONELLO et
al., 2011), atingindo a maturidade entre 42-43 cm de comprimento total (BATISTA, 1991;

SANTOS et al., 2006). A espécie é explorada comercialmente pela pescaria artesanal na costa do
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estado do Parana (sul do Brasil) (SANTOS et al., 2006; BORNATOWSKI et al. 2009) e encontra-se

III

descrita como “vulneravel” no livro vermelho da IUCN (International Union for the
Conservation of Nature) (VOOREN et al., 2006)e na lista nacional de espécies amecadas
(PORTARIA 445/2014 - MINISTERIO MEIO AMBIENTE).

Perante as atuais lacunas no conhecimento da biologia desta espécie, e a sua crescente
pressao pesqueira em pescarias artesanais do sul do Brasil, torna-se necessario melhorar os
conhecimentos do seu ciclo de vida de modo a que se possa efetuar uma gestdao mais eficiente
e sustentavel desta espécie. Assim, o objetivo deste estudo é apresentar informagdes sobre a
idade e crescimento de Z brevirostris, até entdo inéditas para esta espécie tdo comum no
litoral Brasileiro, a fim de compor uma base de informagGes para gerenciamento das pescarias
direcionadas a espécie, além de compor uma base de informag¢des para subsidiar planos de

manejo, solicitados pelo Ministério do Meio Ambiente em decorréncia da vulnerabilidade da

espécie.

MATERIAL E METODOS

Amostragem
As coletas de material biolégico ocorreram entre Maio de 2012 e Novembro de 2013,

provenientes da pescaria artesanal que ocorre na costa do estado do Parand.Os pescadores
artesanais do litoral do Parand realizam suas pescarias em ambientes estuarinos e de mar
aberto. As praticas realizadas em mar aberto por estas comunidades consistem especialmente
de pescarias com redes de arrasto de fundo com pranchas ou com portas, com redes de
fundeio, com redes de caceio e com redes altas. Os fundeios de malhas 16 a 22 ¢cm (a técnica
utilizada para esta coleta), capturam uma maior diversidade e um maior numero de
elasmobranquios que os demais tamanhos de malha, sendo Z Brevirostris a espécie mais
abundante na captura desse tamanho de malha (ROBERT, 2012).

Os animais, assim que coletados, tiveram seu comprimento total (CT em centimetros)
mensurado, e o sexo determinado através da presenca ou auséncia de claspers nos machos.
Apds seccao medular, os animais tiveram uma seccao de 3 a 5 vértebras extraidas da regido
guase abaixo da nadadeira dorsal. Estas vértebras foram devidamente etiquetadas e

congeladas até o momento do processamento em laboratério.
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Preparo das amostras
No laboratério do grupo de investigacao pesqueira do CCMar — Universidade do Algarve,

em Portugal, extraiu-se manualmente qualquer residuo organico da vértebra através do uso de
bisturi e pingas, além de cortes para individualizar cada vértebra. As vértebras foram entao
limpas seguindo o seguinte protocolo: 5 minutos em agua sanitdria (Hipoclorito de sdédio
comercial), passagem por agua, limpeza manual dos restos organicos com uso de pinga, 3
minutos em 4gua sanitdria novamente e por fim dgua para eliminar residuos de dgua sanitaria.
Apos isso, as vértebras foram mantidas em alcool 70%.

Para facilitar o corte, as vértebras foram embebidas em resina de poliéster . Para isto,
foram retiradas do dlcool 70% e secas sob papel toalha a temperatura ambiente cerca de uma
hora antes da inclusao em resina.

ApOds incluidas em resina, as vértebras foram seccionadas sagitalmente com uma
maquina de corte Buehler de baixa velocidade, usando duas serras espacadas em cerca de
0.5mm, resultando num corte semelhante a “gravata borboleta”. Estes cortes foram corados
com cristal violeta por 3 minutos. Apds isso, foram deixados secar por entre papéis
absorventes, pressionados por duas laminas de microscopio, por 24 horas, a fim de evitar que o
corte enrolasse. Uma vez secos, os cortes foram colados em laminas de microscopio usando
Cytoseal 60.

As bandas de crescimento das vértebras foram lidas com um microscépio de luz
transmitida branca. Seguindo a metodologia CAILLIET et al. (2006) foram considerados dois
tipos de bandas de crescimento nos cortes, sendo uma banda opaca mais larga e uma banda
translicida mais fina. Cada par de bandas foi considerado um anel. Para cada vértebra foram
realizadas trés leituras independentes, sem conhecimento prévio do CT e do numero de anéis
de cada individuo estimados em leituras anteriores. Para calcular a precisdo das estimativas
das idades, foram utilizadas as técnicas do indice de porcentagem de erro médio (average
percent error - APE), definida por BEAMISH & FOURNIER (1981), e o coeficiente de variacdo
(CV) definido por CHANG (1982).

Idade e crescimento
A fim de estipular o tamanho do animal na idade zero, dez embrides com tamanho

proximo ao nascimento da espécie, 14cm (CARMO & FAVARO in prep.), tiveram suas vértebras
retiradas, limpas e micro-fotografadas digitalmente com uso do software Image J (ABRAMOFF
et al. 2004).

Neste trabalho fez-se uso das técnicas de retrocdlculo de BPH (Body Proportional
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Hypothesis), Dahl Lea, Fraser Lee e SPH (Scale Proportional Hypothesis) (Francis 1990), a fim de
obter-se os comprimentos dos individuos em idades prévias, uma vez que nas amostras
analisadas, as classes de comprimento de tamanho inferior a 35 cm de CT ndo foram obtidas. O
retrocdlculo estabeleceu regressdes lineares entre o comprimento total dos animais e o raio
das vértebras e entre o raio das vértebras e o comprimento total, quer para os sexos em
conjunto, como para cada um dos sexos em separado. Estes valores obtidos através do
retrocalculo foram utilizados para a geracdo das curvas de crescimento de von Bertalanffy
(VBGF).

O modelo de crescimento de von Bertalanffy é a equacdao mais comumente utilizada em
estudos de idade e crescimento de peixes em geral, incluindo os Chondrichthyes (CAILLIET et
al., 2006). A curva de crescimento a ser estudada para a espécie Z. brevirostris seguiu o modelo
de crescimento de von Bertalanffy (VBGF) e o modelo modificado de VBGF com tamanho fixo
ao nascimento (VBGF com LO fixo), onde:

Modelo de crescimento de Von Bertalanffy (VBGF):

L= Ling1 - €779
Modelo de VBGF modificado com tamanho fixo ao nascimento (VBGF com LO fixo):
L= Lipd1 - be™)

onde:

b = (Linf - LO)/Linf

Lt: tamanho (CT, cm) na idade t(ano);

Linf : tamanho maximo assintético (CT);

LO: tamanho (CT, cm) no nascimento;

k: coeficiente de crescimento (ano™?);

to: idade teodrica (ano) ao tamanho zero.

O tamanho fixo ao nascimento foi estipulado baseando-se CARMO & FAVARO (in prep.),
como sendo 14 cm, e confirmado por GOMES et al. (2010), que confirmou neonatos com cerca
de 13 a 16 cm de comprimento.

Todos os modelos de crescimento e analises foram criados no software R (R CORE
TEAM, 2013), usando a funcdo de estimacdo de pardmetros ndo lineares por minimos
guadrados (NLS). Para cada modelo de crescimento, calcularam-se os parametros com os
respectivos erros padrdo (SE) e intervalos de confianga (IC) com uma significancia de 95%. Os
graficos foram criados em R, em alguns casos usando o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009).

Os resultados dos tamanhos obtidos pelas curvas de crescimento de VBGF gerados a
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partir dos resultados das diferentes técnicas de retrocdlculo foram submetidos aos testes de
Kolmogorov-Smirnov como modificagdes de LILLIEFORS (1967) para testar a normalidade dos
comprimentos médios as idades, e testes de LEVENE (1960) para testar a homogeneidade das
variancias. Uma vez que o pressuposto da normalidade ndo foi respeitado para todos os dados,
usaram-se testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis) para verificar diferencas estatisticas
significativas entre os comprimentos médios em cada idade. A diferenca entre os sexos
também foi testada com estes testes de hipdteses.

A fim de se avaliar a adequagdao do modelo aos dados e a qualidade do ajuste, foi
calculado o Critério de Informacdo de Akaike (AIC — Akaike Information Criteria) (AKAIKE, 1974)
para cada um dos modelos criados, incluindo as curvas de crescimento VBGF e VBGF com Lo
fixo. O modelo com o melhor ajuste foi definido como o que apresentou um menor valor de AlIC
(KATSANEVAKIS, 2006).

Para se comparar as curvas de crescimento de machos e fémeas, foi usado o teste da
razdo de verossimilhanca (likelihood ratio test), tal como definido por KIMURA (1980) e
recomendado por CERRATO (1990), testando a hipdtese nula de que ndo existem diferencas
nos parametros de crescimento de machos e fémeas. Este teste também foi utilizado entre as
quatro técnicas de retrocalculo, agrupadas duas a duas, a fim de se observar se apresentavam

diferencas significativas entre si ou nao.

RESULTADOS

Foram amostrados 162 espécimes de Z. brevirostris, sendo 71 fémeas (44%) e 91
machos (56%). O comprimento dos exemplares amostrados variou de 35,7 cm a 56 cm de CT,
com os maiores exemplares de cada sexo apresentando 56 cm para fémeas e 50,37 cm para
machos. A frequéncia de ocorréncia dos espécimes foi maior nas classes de tamanho

intermediario, com poucos exemplares nas classes de tamanhos maximos e minimos (Fig. 1).
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Sex

Frequency (N)
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Figura 1 — Distribuicdo de frequéncias de comprimento dos exemplares de Z. brevirostris amostrados na costa Sul
do Brasil e utilizados neste estudo.

O grafico obtido entre o CT e o tamanho do raio da vértebra para os sexos agrupados,

sugere uma relagdo direta entre o crescimento do animal e o crescimento da vértebra (Fig. 2).
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Figura 2 - Relagdo entre CT (cm) e raio da vértebra (cm) para Z. brevirostris com os sexos agrupados, usando
individuos free-swiming (individuos adultos e juvenis coletados na natureza)e embrides. A linha representa uma
regress3o linear com os seguintes parametros (intercept=-0,07 (SE=0,02); slope= 0,01 (SE=0,0004); R*=0,75)
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Na amostra obtida, os exemplares analisados apresentaram idades variando entre 4 a
10 anos, tanto para machos quanto para fémeas. Em termos de indices de precisdo nas
estimativas das idades, o erro percentual médio foi estimado em 9,71 e o CV foi estimado em
13,7.

Os valores das idades médias a cada idade, obtidos através das varias técnicas de
retrocdlculo, quanto submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, mostraram que estas idades
somente ndo diferiram estatisticamente nas idades 9 e 10 para os dados agrupados e idades 8 a

10, para os sexos separados (tabela 1).

Tabela 1 - Resultado do teste de Kruskal-Wallis para as idades médias obtidas pelas diferentes técnicas de
retrocalculo em Z. brevirostris. Em negrito, as idades que ndo apresentaram diferenca estatistica no P value,
considerando a=0,05.

R CT médio de acordo com cada técnica
Dados agrupados Fémeas Machos
(sexos agrupados)
Idade ) ) )
Qui P value Qui P value Qui P value BPH Dahl Lea Fraser SPH
guadrado guadrado guadrado Lee

0 555,91 P<0,05| 240,2 P<0,05| 317,35 P<0,05| 19,98 7,14 18,93 13,99
1 529,85 P<0,05| 220,78 P<0,05| 309,53 P<0,05| 2345 12,39 22,55 18,29
2 420,62 P<0,05 | 168,87 P<0,05| 252,79 P<0,05 26,86 17,53 26,11 22,51
3 264,43 P<0,05| 11098 P<0,05| 159,56 P<0,05 30,4 22,89 29,81 26,91
4 143,96 P<0,05| 70,71 P<0,05| 80,07 P <0,05 33,9 28,18 33,47 31,25
5 69,25 P <0,05 43,3 P <0,05 31,95 P<0,05 | 36,87 32,67 36,57 34,94
6 41,81 P<0,05| 27,61 P <0,05 18,01 P <0,05 38,9 35,67 38,69 37,42
7 23,2 P <0,05 14,48 P <0,05 9,28 P<0,05 | 40,53 38,04 40,39 39,41
8 11,39 P <0,05 6,85 0,07684 5,23 0,1558 | 41,92 40,06 41,83 41,08
9 5,41 0,1439 4,39 0,2221 1,82 0,6111 42,85 41,5 42,79 42,25
10 0,97 0,8095 1,3 0,7288 3 0,3916 | 44,12 43,31 44,09 43,76

Nas curvas de VBGF para os valores observados na amostra, existiram problemas de
convergéncia nos modelos, com os valores estimados apresentando elevados erros padrdo e
valores ndo razoaveis de serem analisados. Devido a isto, preferiu-se trabalhar somente com os
valores obtidos através de retrocalculo pelas quatro técnicas ja descritas, em detrimento aos
valores observados (tabela 2). O teste de Kimura realizado entre as quatro técnicas de retro
calculo utilizadas, revelou um P < 0,05, mostrando entdo que seus resultados apresentam

diferencas significativas entre si em relacdo as curvas de VBGF obtidas.
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Tabela 2 - Parametros de crescimento estimados para Z. brevirostris (sexos agrupados, fémeas e machos), obtidos
com a curva de crescimento VBGF e a VBGF com tamanho fixo no nascimento (Lo = 14 cm CT). Para cada modelo,
os parametros sdo dados com seus respectivos erros-padrao (SE) e intervalos de confianga (IC) de 95%.

IC
DADOS AIC  Parametro V2 SE
estimado menor maior
Linf 47,9 16 16,2 79,6
Valores
Observados 802 k 0,16 0,87 -1,23 1,44
to -20,71 117,55 -252,88 21;'4
valores o ToT oo mTrm o m e
Linf 45,7 0,4 45,1 46,4
observados 801,1
Lo Fixo k 0,74 0,14 0,46 1,01
Linf 56 2 52,1 59,8
BPH 6565,38 k 0,12 0,01 0,1 0,14
Lo -3,48 0,18 -3,83 -3,14
BPH Linf 45 0,6 43,9 46,1
_ 7100,39
Lo Fixo k 0,27 0,01 0,25 0,29
AGRUPA Linf 58,1 2,1 54 62,2
RUP
DOS Dahl Lea 6785,06 k 0,12 0,01 0,11 0,14
Lo 2,11 0,1 2,3 -1,91
Dahl Lea Linf 61 2,2 56,7 65,4
6790,11
Lo Fixo k 0,11 0,01 0,1 0,13
Linf 56,4 1,9 52,8 60,1
Fraser Lee 6433,59 k 0,12 0,01 0,1 0,14
Lo -3,21 0,15 -3,5 -2,92
Fraser Lee Linf 46,4 0,6 45,2 47,7
_ 6843,78
Lo Fixo k 0,24 0,01 0,22 0,25
Linf 60,4 2,4 55,6 65,2
SPH 7241,59 k 0,13 0,01 0,11 0,14
Lo -0,89 0,06 -1,01 -0,77
SPH Linf 69,1 3,5 62,3 75,9
_ 7274,53
Lo Fixo k 0,1 0,01 0,08 0,11
Linf 46,8 2,6 41,6 52,1
Valores 3217,01 k 0,32 1,07 1,8 2,45
Observados
to -6,09 30,71 -67,38 55,19
Valores Linf 46,4 0,5 45,5 47,3
FEMEAs Observados  3218,79
Lo Fixo k 0,75 0,21 0,33 1,16
Linf 59,3 3,6 52,3 66,3
BPH 3129,99 k 0,11 0,01 0,08 0,14
Lo -3,61 0,28 -4,16 -3,06
BPH 3322,25 Linf 46,7 0,9 44,8 48,6



Lo Fixo k 0,23 0,01 0,21 0,26
Linf 61,8 3,8 54,4 69,2
Dahl Lea 3217,01 k 0,11 0,01 0,08 0,13
Lo -2,24 0,17 -2,57 -1,92
Dahl Lea Linf 66 4,2 57,8 74,3
3218,79
Lo Fixo k 0,09 0,01 0,07 0,11
Linf 59,5 3,3 53 66
Fraser Lee 3053,03 k 0,11 0,01 0,08 0,13
Lo -3,42 0,24 -3,9 -2,95
Fraser Lee Linf 47,7 1 45,8 49,6
3223,19
Lo Fixo k 0,21 0,01 0,19 0,24
Linf 64,9 4,4 56,2 73,7
SPH 3420,44 k 0,11 0,01 0,08 0,13
Lo -0,94 0,1 -1,13 -0,74
SPH Linf 77,8 7 64 91,5
3435,56
Lo Fixo k 0,08 0,01 0,06 0,1
Linf 44,9 0,5 44 45,8
valores 3554 k 1,36 4,51 7,61 10,32
Observados
to 0,97 10,6 -20,09 22,03
Valores Linf 44,9 0,4 44,1 45,7
observados 3555 28
Lo Fixo k 0,98 0,53 0,08 2,03
Linf 54,3 2,4 49,5 59,1
BPH 3405,86 k 0,13 0,01 0,11 0,16
Lo -3,41 0,23 -3,85 -2,96
BPH Linf 43,8 0,7 42,4 45,3
3766,53
Lo Fixo k 0,3 0,02 0,27 0,33
Linf 56,8 2,7 51,4 62,1
MACHOS Dahl Lea 3554 k 0,13 0,01 0,11 0,16
Lo -2,03 0,13 -2,28 -1,77
Dahl Lea Linf 59,1 2,8 53,6 64,7
3555,28
Lo Fixo k 0,12 0,01 0,1 0,14
Linf 54,9 2,4 50,2 59,6
Fraser Lee 3372,98 k 0,13 0,01 0,11 0,16
Lo -3,07 0,19 -3,45 -2,7
Fraser Lee Linf 45,5 0,8 43,8 47,1
3616,96
Lo Fixo k 0,26 0,01 0,23 0,28
Linf 59,3 3,2 53 65,6
SPH 3799,58 k 0,13 0,01 0,11 0,16
Lo -0,87 0,08 -1,02 -0,71
SPH Linf 66,9 4,4 58,2 75,5
3815,66
Lo Fixo k 0,11 0,01 0,08 0,13
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Em termos de qualidade de ajuste do modelo (AIC), para as curvas de crescimento
estimadas, a curva de VBGF com trés parametros, tanto nos dados agrupados, quanto para
machos e fémeas, apresentou o menor AlIC, portanto, a melhor qualidade de ajuste de modelo,
justificando entdo, a preferéncia por discutirmos os resultados obtidos com a curva de VBGF de
trés parametros. O teste de Kimura foi realizado nas quatro técnicas de retrocalculo utilizadas,
e diferencas significativas foram encontradas entre as curvas de VBGF de crescimento entre os
sexos (P < 0,05). Por sua vez, a curva de VBGF obtida pela técnica de Fraser Lee foi a que
apresentou dados mais factiveis de serem observados na natureza (tanto para os dados
agrupados, quanto para machos e fémeas), portanto, optou-se por ser a Unica curva a ser
discutida neste trabalho.

Analisando-se a curva de VBGF para a espécie Z. brevirostris, o Linf apresentou 56,4 cm
CT para os sexos agrupados, 59,5 cm CT para fémeas e 54,9 cm CT para machos. O valor de k
ficou em 0,12 para os sexos agrupados, 0,11 para fémeas e 0,13 para machos. As curvas de

VBGF podem ser visualizadas na figura 3.
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Figura 3 - Curvas de crescimento de VBGF para Z. brevirostris de acordo com a técnica de retrocalculo de Fraser
Lee. Dados para fémeas e machos separadamente: VBGF e VBGF com Lo fixo em 14cm.

DISCUSSAO

Os parametros de idade e crescimento foram estimados pela primeira vez neste
estudo para uma espécie do género Zapteryx. Levando em conta isto, iremos comparar os
resultados com trabalhos referentes a outra espécie da mesma familia (Rhinobatidae) e do
grupo dos elasmobranquios de maneira geral, dado a auséncia de informacdes mais especificas.

O tamanho maximo obtido (56 cm para fémeas e 50,37 cm para machos) encontra-se
dentro do comprimento maximo descrito para a espécie por COLONELLO et al. (2011) e

BORNATOWSKI & ABILHOA (2012), sendo 59 cm CT para machos e 65cm CT para fémeas.
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A diferenca de crescimento entre os sexos que foi apresentada neste estudo é bem
documentada entre os elasmobranquios, com as fémeas sendo geralmente maiores que os
machos, inclusive para a prépria espécie Z. brevirostris (CASEY et al., 1985; ISMEN, 2003;
YAMAGUCHI et al., 2005; SANTOS et al., 2006).

Estimativas de modelos de crescimento sdo fortemente afetadas pela auséncia de
individuos muito novos e/ou velhos (CAMPANA, 2001; CAILLIET & GOLDMAN, 2004). Logo, é
provavel que o fator que mais influenciou na discrepancia entre valores obtidos na amostra
(valores observados) dos valores obtidos por retro calculo, seja a composi¢cdao da amostra, onde
faltam individuos com idade inferior a 4 (menores que 35 cm de CT). A falta destes individuos é
resultado de um problema comum nas coletas de elasmobranquios: as artes de pesca ndo sao
seletivas para todas as classes de comprimentos, como observado por BRANSTETTER (1987), e
THORSON & SIMPFENDORFER (2009) também discorrem sobre o fato do aparelho de pesca ser
um fator de grande influéncia na composicdao da amostra. Porém pode-se justificar também a
hipdtese de ser um comportamento natural da espécie, onde individuos de tamanho inferior a
35 cm nao ocorram no local das coletas, buscando outro habitat para seu desenvolvimento em
fases iniciais, uma vez que, de acordo com ESPINOZA et al. (2011), os padrdes de fidelidade a
um determinado local e seu uso inter-anual permanecem incertos para muitos
elasmobranquios costeiros, devido a falta de dados comportamentais quantitativos.

A convergéncia de erros que a curva de VBGF apresentou para os dados observados
possivelmente deve-se ao fato da auséncia de jovens nas amostras, que representem idades
inferiores a 4 (CT inferior a 35 cm). Isto levou-nos a optar por trabalhar somente com os dados
retro calculados, que, segundo SMITH (1983), é um método robusto para ser trabalhado, assim
como observado em trabalhos citados anteriormente. THORSON & SIMPFENDORFER (2009)
sugeriram para estudos de idade e crescimento que o tamanho minimo de uma amostra para
gerar uma curva confiadvel seria de 200 individuos. Em diversos casos onde o numero de
amostras foi inferior ao sugerido, tém-se observado o uso da ferramenta do retrocalculo. O
retro calculo é um método robusto que aumenta a quantidade de informagdes da amostra e
também permite o monitoramento das taxas de crescimento médio de distintas faixas etdrias
(SMITH, 1983), utilizando a proporcionalidade entre o tamanho do peixe e o raio da estrutura
(GOLDMAN, 2004). Este método é utilizado para preencher as lacunas de uma amostra com
tamanho reduzido em certas classes (jovens por exemplo), quando o tamanho amostral é
pequeno ou se as amostras ndo foram obtidas em todos os meses, obtendo-se assim um valor
confiavel (GOLDMAN, 2004). Varios autores (BONFIL et al., 1993; NATANSON et al., 1995;
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SMINKEY & MUSICK, 1995; LESSA et al.,, 1999; LESSA et al., 2004, BASUZSTA et al., 2008;
SANTANA & LESSA, 2004; NATANSON et al., 2007) apresentaram curvas de crescimento retro
calculadas para descrever o crescimento de elasmobranquios.

Para avaliar o quao adequado foi o ajuste aos dados, a andlise atualmente mais aceita
é baseada no critério de qualidade de ajuste do modelo (AIC) de Akaike (AKAIKE, 1974,
BURNHAM & ANDERSON, 2002), considerando-se como indicativo de robustez do ajuste o
menor valor de AIC (BURNHAM & ANDERSON, 2002; KATSANEVAKIS, 2006). O AIC foi realizado
entre as curvas de VBGF de trés e dois parametros, tendo sempre a curva de trés parametros
apresentado o menor AIC, seja nos dados observados, quanto nos dados obtidos por retro
calculo. Portanto, podemos afirmar que entre os modelos testados, as curvas de VBGF com trés
parametros é a que melhor representa o modelo de crescimento da espécie Z. brevirostris.

O Linf obtido para os dados apresentou 56,44 cm CT para dados agrupados e 59,5 cm CT
para fémeas e 54,90 cm CT para machos, o que corrobora com valores obtidos na amostragem,
onde o maior CT foi 56 cm para uma fémea e 50,37 cm para machos. Portanto, o Linf derivado
de retrocdlculo estd em conformidade com comprimentos maximos da area, corroborando a
escolha da curva de VBGF com trés parametros obtida com dados retrocalculados por Fraser
Lee, como a melhor para descrever o crescimento da espécie Z. brevirostris.

O valor de k para machos (0,13) foi um pouco maior que fémeas (0,11), assim como
descrito para Leucoraja ocellata(SULIKOWSKI et al., 2003), Amblyraja radiata(MCPHIE &
CAMPANA, 2009) e Malacoraja senta (0,12; MCPHIE & CAMPANA, 2009), mostrando que os
machos crescem um mais rapidamente que as fémeas. O valor de k para os dados agrupados foi
de 0,12, semelhante aos encontrados para as espécies de raias Aetobatus flagellum (0,11;
YAMAGUCHI et al. 2005, Malacoraja senta (0,12; NATANSON et al., 2007; MCPHIE & CAMPANA,
2009) e Raja undulata (0,11; COELHO & ERZINI, 2002). Ao compararmos o valor de k obtido
para o crescimento de Z brevirostris com outra espécie da mesma familia, Rhinobatos
rhinobatos (BASUSTA et al., 2008) veremos que o valor de k de Z. brevirostris ¢ menor que o
obtido para R. rhinobatos (0,15). Porém, ambas apresentam um elevado k em comparag¢do com
o valor de k de outras espécies de raias: 0,02 para Bathyraja minispinosa(AINSLEY et al, 2011),
0,04 para Raja binoculata (McFARLANE & KING, 2006), 0,07 para Amblyraja radiata(MCPHIE
&CAMPANA,2009) e Raja rhina (McFARLANE & KING, 2006) e 0,08 para Dasyatis pastinaca
(ISMEN, 2003). As raias da familia Rhinobatidae apresentam valores de k inferiores as raias L.
ocellata (0,18; McPHIE & CAMPANA, 2009) e L. erinacea (0,19; McPHIE & CAMPANA, 2009).
Com estes resultados, podemos afirmar que a espécie Z. brevirostris possui um crescimento
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relativamente mais elevado em comparagcdo com a maioria das outras espécies de raias, uma
vez que o valor de k mais elevado significa que a velocidade a que se atinge o Linf
(crescimento), é mais rapido. Em uma revisdo das caracteristicas de histéria de vida de espécies
marinhas de vida longa, MUSICK (1999) concluiu que as espécies com coeficientes k < 0,10 ano™
sao extremamente suscetiveis a declinarem em consequéncia da sobre-exploragao, valor
proximo ao obtido para a espécie Z. brevirostris.

A analise do incremento marginal como verificacdo de periodicidade ndo apresentou
dados significativos neste trabalho, uma vez que ocorreram meses com auséncia de
amostragem, corroborando a afirmacdo de CAILLIET (1990) e CAMPANA (2001) que citam como
um erro relacionado a analises de incremento marginal, o fator tamanho da amostra, que pode
ser pequena (ou até faltante) para certos meses em particular ou para determinadas classes de
idade. Em estudos de idade e crescimento é importante a validacdo ou a verificacdo da idade,
por exemplo através da analise de incremento marginal (CAILLIET et al., 1986, 2006; CAILLIET,
1990; CAMPANA, 2001). Porém, a falta de analise de incremento marginal, por diversos
motivos, também pode ser encontrada em outros trabalhos relacionados a elasmobranquios,
como em WINTNER & CLIFF (1999), BASUSTA et al. (2008) e FERNANDEZ-CARVALHO et al
(2011). Até o momento a verificacdo da periodicidade anual de bandas vertebrais nao foi feita
para animais da familia Rhinobatidae, assumiu-se, portanto, que um par de bandas de
crescimento, constituido por um anel hialino e um anel opaco, é depositado em cada ano para
esta espécie, como sugerido para outros elasmobranquios (BONFIL et al., 1993; CAILLIET et al.,
1983; LESSA et al., 1999; OSHITANI et al., 2003; SANTANA & LESSA, 2004). No entanto, esta é
uma questao que deveria ser abordada e estudada em trabalhos futuros nesta espécie.

A diferenga de crescimento entre sexos constada pelo teste de Kimura coincide com o
fato das fémeas serem maiores que os machos, corroborando a diferenca sexual em relagao ao
tamanho, citada anteriormente.

Apds estas afirmativas, para a area de estudo, a raia Z brevirostris tem de 4 a 10 anos
de idade. A espécie atinge seu Linf em torno dos 56 cm aproximadamente (56 cm para fémeas
e 50,37 cm para machos). Os parametros de idade e crescimento para a referida espécie,
fornecidos neste estudo, corroboram a hipdotese de que esta raia requer uma gestdo de
conservacdo futura devido a sua taxa de crescimento lento e suscetibilidade a sobre-
exploracdo, assim como ocorre com outros elasmobranquios (SULIKOWSKI et al., 2003;
NATANSON et al., 2007), um grupo que deve ter sua pesca controlada, a fim de conserva-los

como componentes do ecossistema marinho (VOOREN, 2012).
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ACUMULO DE METAIS EM DIFERENTES ORGAOS DE Zapteryx brevirostris, UMA ESPECIE DE
ELASMOBRANQUIO ENDEMICA DA COSTA BRASILEIRA.

RESUMO
O fato dos elasmobranquios poderem acumular altos niveis de contaminantes em seus

tecidos, somado ao aumento no consumo humano por representantes deste grupo, demonstra
a importancia de estudos sobre a concentracdo de metais nestes organismos. A espécie
analisada neste estudo foi Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841) a qual distribui-se pela
plataforma continental brasileira. As coletas de material biolégico ocorreram entre novembro
de 2011 a setembro de 2013, provenientes da pesca artesanal em locais préoximos ao complexo
estuarino de Paranagua (PR). Apds sacrificio, retirou-se amostras de branquia, figado, musculo,
rim, bem como de bile e vitelo. Foram também coletadas amostras de agua no local da captura
dos animais. Foram realizadas analises do conteldo de metalotioneina em figado e das
concentragdes dos metais aluminio (Al), cddmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr),
manganés (Mn), niquel (Ni) e zinco (Zn) nas amostras de tecidos, bile, vitelo e agua. Os
resultados da andlise de metais totais nas amostras de agua mostraram que, dentre os metais
analisados, apenas o Cd ndo foi detectado e para os metais Al, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb os valores
encontrados estdo abaixo dos estabelecidos pela legislacdo brasileira (CONAMA, 2005).
Somente o Zn mostrou um valor mais préximo ao limite ao estabelecido pelo CONAMA. A
analise dos indices de Poluicdo de Metais (MPI) para machos e fémeas mostrou que o padrdo
de acumulacao dos metais difere entre os sexos, e indicou valores elevados de MPI para o
figado em machos e rim em fémeas. Apesar da maioria dos valores de metais encontrados nas
amostras serem considerados seguros pela legislacdao brasileira, as concentra¢des de Cd no
musculo de machos e Pb no musculo de fémeas merecem uma especial atencdo, uma vez que
estdo acima do estabelecido pela FAO/WHO. Assim, é recomendado o monitoramento dos
metais em pescado de elasmobranquios, ja que estes consistem em importantes recursos
pesqueiros. Sugere-se ainda o uso de Z brevirostris como um bioindicador da contaminac¢ao
ambiental marinha devido a espécie apresentar facilidade de coleta, sobrevivéncia longa em

rede e grande abundancia

Palavras-chave: consumo pescado, Batoidea, contaminacio, indice de Poluicdo de Metais

(MPI), Parana, agua.
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HEAVY METAL ACCUMULATION IN DIFFERENT ORGANS OF Zapteryx brevirostris, AN
ENDEMIC ELASMOBRANCH SPECIES OF THE BRAZILIAN COAST

ABSTRACT

Elasmobranchs, due to their position in food chain, can accumulate high levels of
contaminants, and the increase in consumption of this group shows the importance of studies
about the concentration of metals in these organisms. The exposure of rays (Batoidea) to
metals is rarely described, characterizing this work as unpublished in the southern Brazil. The
species Zapteryx brevirostris (Miller & Henle, 1841) is distributed around the brazilian
continental platform, and it’s commonly known as lesser guitarfish. The collections of biological
samples occurred from November 2011 to September 2013, from artisanal fishing in places
near the Paranagud estuarine complex (PR). After medullary section, samples of gill, liver,
muscle, kidney, bile secretion and yolk were collected. Water samples were collected at the
place of capture of the animals. Metallothionein analyses were realized in the liver and the
concentrations of heavy metals aluminum (Al), cadmium (Cd), lead (Pb), copper (Cu), chromium
(Cr), manganese (Mn), nickel (Ni) and zinc (Zn) in the tissue samples, bile secretion, yolk and
water. The results of total metal analyses in the samples of water showed that, among the
metals analyzed, only Cd was not detected and for the metals Al, Cr, Cu, Mn and Pb the values
found are below the established by on Brazilian legislation (CONAMA, 2005). Only Zn showed a
value closer to the limit established by CONAMA. The analysis of Metal Pollution Index (MPI) for
males and females showed that the accumulation pattern of the metals differ between the
sexes, and indicated elevated values of MPI for liver in males and kidney in females. Even
though most values of metals found in the samples presented safe values as established by
legislation, the concentrations of Cd in male’s muscles and Pb in female’s muscles deserve a
special attention, once the values found are over the established by the FAO/WHO legislation.
Thus, it’'s recommended the monitoring of metals in elasmobranch meat, since these constitute
important fishing resources. It’s also suggested the use of Z brevirostris as a bioindicator of

marine environmental contamination.

Key-words: fish consumption, Batoidea, contamination, metal pollution index (MPI),

Parand, Water
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INTRODUCAO

Metais ocorrem naturalmente em pequenas quantidades no ambiente aquatico,
contudo, as atividades antropogénicas, como a industrializacdo e atividades portudrias tém
elevado as suas concentragbes naturais ocasionando a contaminagdao dos ecossistemas
aquaticos a ponto de causar riscos ecoldgicos, uma vez que os metais sdo poluentes
persistentes (CARVALHO et al., 2000; SAVINOV et al., 2003; PEREIRA & KUCH, 2005; BARBIERI,
2007). As consequéncias deste efeito bioacumulativo para todos os componentes da biota
podem ir desde intoxicacdo e envenenamento, efeitos cancerigenos, teratogénicos,
mutagénicos podendo, em alguns casos, ocasionar a morte (FARIA, 2003; ESTEBAN & CASTANO,
2009).

Os peixes encontram-se nos niveis mais elevados da teia alimentar e podem acumular
metais ndo somente através de sua dieta, mas também pelo contato direto com a agua
(KARADEDE et al.,, 2004; MATHEWS & FISHER, 2009). Em relacdo ao ambiente marinho, as
espécies costeiras sdo mais suscetiveis a contaminagdo por metais, podendo assim representar
problemas de saude as espécies e também ao ser humano, que as utiliza como recursos
pesqueiros (MUIRHEAD & FURNESS, 1988; BARBIERI, 2009). Apesar do problema mencionado
acima, a contaminacdo por metais tem sido amplamente analisada em peixes de agua doce,
sendo incipientes os estudos realizados com espécies de peixes marinhos, em particular os
elasmobranquios (de BOECK et al,2010). Assim, pelo fato dos elasmobranquios terem se
tornado um importante recurso pesqueiro nos ultimos anos (BARKER & SCHLUESSEL, 2005), o
presente estudo analisara o acumulo de metais em uma espécie de raia da familia
Rhinobatidae.

A familia Rhinobatidae é composta por sete géneros, dos quais apenas dois s3ao
encontrados no litoral brasileiro, Zapteryx e Rhinobatos. A espécie Zapteryx brevirostris (Muller
& Henle, 1841) é a Unica espécie do género no oceano Atlantico (BATISTA, 1991; MENNI &
STEHMANN, 2000; SANTOS et al., 2006; COUSSEAU et al., 2007; GOMES et al., 2010) e
distribui-se desde o estado do Rio de Janeiro (~23° S Brasil) até ao sul da provincia de Buenos
Aires (~41°S, Argentina) (CASTELLO, 1971; FIGUEIREDO, 1977; MENNI & STEHMANN, 2000). A
referida espécie é frequentemente encontrada em aguas costeiras (FIGUEIREDO, 1977), apesar
de apresentar uma capacidade fisiolégica que a permite explorar os ambientes estuarinos
(WOSNICK & FREIRE, 2013). Alcangca um tamanho total de 59 cm para machos e 65 cm para

fémeas (COLONELLO et al., 2011), atingindo a maturidade sexual entre 42-43 cm de
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comprimento total (BATISTA, 1991; SANTOS et al., 2006). A espécie é explorada
comercialmente pela pescaria artesanal na costa do estado do Parand, no sul do Brasil (SANTOS
et al., 2006; BORNATOWSKI et al. 2009), sendo uma das espécies mais abundantes na pescaria
com fundeios de malhas 16 a 22 cm (ROBERT, 2012).

O objetivo deste estudo foi realizar andlises do conteido de metalotioneina em figado e
quantificar os metais aluminio (Al), cddmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr),
manganés (Mn), niquel (Ni) e zinco (Zn) nos tecidos da branquia, figado, musculo, rim e
também no vitelo e na bile de Z. brevirostris, coletados no litoral do Estado do Parana. A agua

do local de captura também serd analisada quanto a concentracdo dos mesmos metais.

MATERIAL E METODOS

Amostragem
Os animais foram obtidos junto a banca de pescadores artesanais de Shangri-I3,

municipio de Pontal do Parana (25°37°28.43"’S; 48°25°03.80°0), durante os meses de
novembro de 2011 a setembro de 2013 (Fig. 1). O local é préximo ao complexo estuarino de
Paranagud, onde dois importantes portos estdo instalados, Antonina e Paranagua, sendo este
ultimo um dos maiores portos em exportacao de grdaos da América Latina, alcancando a carga
de mais de 25 milhdes de toneladas por ano (SANTOS et al., 2009), além do carregamento de

produtos fertilizantes, minerais e petréleo (CHOUERI et al., 2009).

50_.-

Shangri-la

30

Guaratuba S

50°

Figura 1 — Localizacdo da banca de pescadores de Shangri-l3, no estado do Parana, sul do Brasil (modificado de
BORNATOWSKI & ABILHOA, 2012), local das coletas dos exemplares de Z. brevirostris
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Os animais, assim que coletados, tiveram seu comprimento total (CT em centimetros) e
peso total (PT em gramas) mensurados, e o sexo determinado através da presenga ou auséncia
de cldsper. Os animais foram sacrificados por seccdo medular e foram retiradas amostras em
duplicata dos seguintes tecidos: branquia, figado, musculo, rim, bem como de bile e vitelo.
Essas amostras, logo apds sua retirada, foram armazenadas em gelo seco durante seu
transporte até freezer -80°C. Foram também coletadas amostras de dgua (30 mL) no local da
captura dos animais.

A salinidade no local de coletas variou de 30,1 a 39,0 e pH de 7,6 a 8,7 (MAR & COSTA,
2006). A precipitagdo acumulada média no periodo de coletas foi de 196,10 mm (minima de
40,4 mm e maxima de 428,6 mm), com temperatura média de 21,09 °C (minima de 14,07 °C e

maxima de 31,36 °C) (SIMEPAR).

Processamento das amostras
A Metalotioneina (MT) é uma proteina de baixo peso molecular, rica em cisteinas,

caracterizada por sua estabilidade em altas temperaturas e pode ser encontrada em todos os
vertebrados (KAGI, 1991; BUSTAMANTE et al., 2008). Seu aumento no organismo estd
geralmente relacionado ao aumento de metais e, por isso, sua aplicacdo como biomarcador
estd vinculada a presenca destes. Também fornece prote¢dao para os efeitos de certos metais
tdxicos, sequestrando-os e diminuindo a quantidade de ion metdlico livre (BUSTAMANTE et al.,
2008). Pelo fato dos metais serem acumulados principalmente em 6rgdos de maior atividade
metabdlica, como por exemplo, o figado, que além de armazenar, participa do processo de
detoxificacdo (KARADEDE et al., 2004), optamos por analisar a concentracdo de metalotioneina
em figado.

Para a andlise da metalotioneina em figado, foi aplicado o método de VIARENGO et al.
(1997) com modificagBes, que quantifica proteinas semelhantes a metalotioneinas (MT-like),
mas serdo tratadas no presente trabalho como metalotioneinas (MT). Para tanto, as amostras
de tecido foram homogeneizadas (1:2,14 - m/v) em tampdo (Sacarose 0,5 M, Tris 26 mM,
fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,5 mM, B-mercaptaetanol 1,3 mM), centrifugadas (45 min,
21,300 g; 4 °C) e o sobrenadante foi submetido ao fracionamento etanol/cloroférmio acido
para obtencdo de uma fracao de metaloproteinas parcialmente purificada. Nesta fragdo foram
guantificados os grupos sulfidril (-SH), utilizando-se o reagente de Ellman (2 M NaCl; 0,43 mM
DTNB tamponado com 0,2 M Na-fosfato, pH 8), por espectrofotometria em microplaca a 412

nm. A glutationa reduzida (GSH) foi utilizada como padrdo e o conteddo de metalotioneinas foi
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expresso em nmol de GSH mg de proteina’. A quantificacdo de proteinas foi feita pelo método
de BRADFORD (1976), que se baseia na rea¢do de proteinas com o corante Coomassie Brilliant
Blue G-250. A curva de calibracdo foi feita com albumina de soro bovino (BSA) e a absorbancia
lida em espectrofotdmetro a 595 nm.

As concentragGes dos metais aluminio (Al), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo
(Cr), manganés (Mn), niquel (Ni) e zinco (Zn) foram determinadas nas amostras de bile,
branquia, figado, musculo, rim e vitelo. Para tanto, as amostras dos tecidos, bile e vitelo foram
transferidas para tubos plasticos previamente descontaminados com solugdo de acido nitrico
10% por 24 horas. Os tubos foram mantidos em estufa a 60°C para secagem das amostras. O
material biolégico seco foi submetido a digestdao acida com acido nitrico 5N (Merck) em estufa,
a uma temperatura constante de 60°C por 48h. A determinacdo de metais foi feita em
espectrofotbmetro de absorcdo atomica Perkin Elmer AAS700 utilizando chama para o Zne
ionizacdo eletrotérmica em forno de grafite para Al, Cd, Pb, Cu, Cr, Mn e Ni. Os limites de
deteccdo para cada elemento foram, em ug L Al=0,1; Cd = 0,002; Pb = 0,005; Cu = 0,014; Cr
=0,004; Mn =0,005; Ni=0,07 e Zn = 1,5.

Além disso, foram coletadas amostras de dgua para andlise dos metais totais citados
acima. As amostras foram coletadas em tubos plasticos descontaminados (como descrito
anteriormente) de 15 mL, e fixadas em acido nitrico a 1%. Essas amostras foram mantidas
refrigeradas até a realizacdo das andlises. Assim como para o material bioldgico, a
determinacdao dos metais foi feita em espectrofotdmetro de absor¢do atdébmica utilizando

chama para Zn e ionizacdo eletrotérmica em forno de grafite para Al, Cd, Pb, Cu, Cr, Mn e Ni.

Andlises estatisticas
As concentra¢des de um mesmo metal, para cada tecido e para a bile, foram comparadas

entre machos e fémeas utilizando-se o teste t. Ja as concentracées de um mesmo metal foram
comparadas entre os diferentes tecidos e bile, considerando-se machos e fémeas separados, e
de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de varidancia) foram
utilizadas analise de variancia paramétrica (ANOVA) ou ndo paramétrica (Kruskall-Wallis)
seguida por teste de comparacdes multiplas (Student Newman Keuls ou Dunn’s), quando
indicado. Foram considerados significativos valores de p<0,05.

Andlises de Variancia Permutacionais Uni e Multivariadas (PERMANOVA; ANDERSON,
2001) foram aplicadas para testar se as concentra¢ées de metais em todos os tecidos e na bile

diferiu entre machos e fémeas. Esta é uma analise de varidncia multifatorial, adequada para
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analise de dados multivariados que sdo baseados em qualquer medida de distancia e possui
robustez similar ao da ANOVA tradicional, mas, ao contrario desta ultima, ndo requer que os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade sejam atendidos (ANDERSON, 2001). A
distancia euclidiana foi utilizada em todos os testes PERMANOVA, e um método de Monte
Carlo com 999 permutacbes aleatorizadas foi aplicado para avaliar os niveis de significancia
(p<0,01).

A Anilise de Coordenadas Principais (PCoA) foi aplicada sobre a matriz de dados
bioldgicos (i.e. matriz de dados padronizados da concentracao de metais nos diferentes 6rgaos
dos espécimes de peixes) para identificacdo de quais varidveis foram as mais importantes na
separac¢do dos individuos entre os dois sexos.

A partir dos dois primeiros eixos da PCoA , foi realizada uma Analise de Cluster, para
verificar as relagdes de dissimilaridade entre as varidveis. Posteriormente foi calculado o
coeficiente de correlagao cofenético (C.C.C.), que é a correlagdao de Pearson entre a matriz de
parecenca obtida dos dados originais e a matriz de parecenca derivada do dendograma, para
saber se o dendograma representa adequadamente os dados originais. Todas as analises
multivariadas foram realizadas no software R statistical analysis — pacote vegan e labdsv.

Para verificar quais dos tecidos acumularam maior quantidade demetais foi utilizado o
indice de poluicdo por metais (MPI), que analisa cada tecido em relacdo a todos os metais
quantificados de acordo com a seguinte formula (USERO et al., 1996 e USERO & GRACIA, 1997):

MPI = (Cf; x Cf, x ... x Cf,))¥/"

7 ~ '1
Onde Cf, é a concentracao do metal n expressoemugg .

RESULTADOS

Os resultados da analise de metais totais nas amostras de dgua mostraram que, dentre
os metais analisados, apenas o Cd ndo foi detectado (Tabela 1). Para os metais Al, Cr, Cu, Mn,
Ni e Pb os valores encontrados estdo bem abaixo dos estabelecidos pela resolucdo 357 do
CONAMA (CONAMA, 2005) para aguas salinas de Classe 1 (destinada a protecdo das
comunidades aqudticas, aquicultura e atividade de pesca) e Classe 2 (destinada a pesca
amadora). Somente o Zn mostrou um valor mais proximo ao limite ao estabelecido pelo

CONAMA.

86



Tabela 1 - Concentragdes totais dos metais (mg L'l) nas amostras de agua do local de coleta e os respectivos
valores-limites da resolugdo 357 CONAMA para aguas salinas (classes 1 e 2). Média * erro padrdo (n=6)

. Valores-limites de acordo com a resolu¢ao
Concentragao total

Metal (mg L) 357 da CONAMA para aguas salinas (mg L™)

Classe 1 Classe 2

Al 0,637 £0,1266 1,5 * 1,5*

Cd ND 0,005 0,04

Cr 0,009 + 0,0030 0,05 1,1

Cu 0,0009 + 0,0003 0,005 * 0,0078 *

Mn 0,025 + 0,0084 0,1 0,1

Ni 0,004 £ 0,0017 0,025 0,074

Pb 0,002 £0,0011 0,01 0,21

Zn 0,080 + 0,0251 0,09 0,12

* Valores para concentragdo de metal dissolvido

A analise do conteudo de metalotioneina no figado de Z brevirostris utilizou 15
exemplares fémeas e 13 exemplares machos, e nao indicou diferenga significativa entre os

sexos (Fig. 2).

20 A~

(15)

10 A

Concentracao de Metalotioneina no figado
(nmal G5M mg proteinat)

Fémeas Machos

Figura 2 - Concentracdo de metalotioneina em figado de Zapteryx brevirostris coletadas no litoral do
estado do Parand. Os niumeros entre parénteses sobre as barras indicam a frequéncia absoluta (n). Linha
sobre as barras representam o erro padrao.
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Para a analise dos metais nos tecidos, na bile e no vitelo (no caso de algumas fémeas) foi
amostrados um total de 24 exemplares fémeas e 19 exemplares machos de Z. brevirostris. A
média de tamanho dos animais analisados foi 44,78 + 0,64 cm para fémeas e 45,34 + 0,37 cm
para machos. A massa total variou de 646,50 + 23,01 g para fémeas e 557,84 + 16,35 g para
machos.

As concentragdes dos metais determinadas nas amostras de bile, branquia, figado, rim,
musculo e vitelo da espécie Z. brevirostris estdao apresentadas na Tabela 2, com os respectivos
numeros de amostras analisadas.

A concentracdo de Al nas fémeas foi significativamente maior na bile, branquias e
musculo em relagdo aos demais tecidos, enquanto os menores valores de Al foram detectados
no vitelo e no figado (Fig. 3A). Nos machos, as branquias apresentaram a maior concentracao
de Al, que foi significativamente maior do que na bile, musculo, rim e figado. Ocorreu diferenca
significativa entre machos e fémeas apenas em rela¢do a concentracao de Al nas branquias.
Cabe destacar ainda que o Al foi o metal que apresentou as maiores concentracdes nos
diferentes tecidos de Z. brevirostris.

A fig. 3 B mostra a concentracdo de Cd, onde nota-se que este elemento acumulou-se
em concentracdo significativamente maior no rim de fémeas, com as concentra¢des em outros
drgdos ndo apresentando diferencas para fémeas. Em machos, situacdo semelhante ocorreu,
porém o 6rgao que mais acumulou significativamente foi o figado. Diferencgas significativas
ocorreram entre machos e fémeas somente no rim.

A concentracdo de Cu (fig. 3 C), para ambos os sexos apresentou acumulo
significativamente maior na bile, ndo apresentando diferencas significativas na concentragao de
machos e fémeas em nenhum tecido.

O Cr (fig. 3 D) apresentou concentracgdo significativamente maior em rim para fémeas, e
no figado para machos, onde os valores mostraram-se muito superiores aos demais tecidos.
Diferencas estatisticas entre machos e fémeas ocorreram no figado e rim.

Quanto ao Mn (fig. 3 E), fémeas e machos tiveram as maiores concentracGes em
branquias, contudo machos apresentaram concentra¢des significativamente maiores na
branquia que em outros tecidos. As menores concentra¢cdes estavam na bile. Ndo houve
diferencas estatisticas entre machos e fémeas.

O Pb, representado na fig. 3 F, apresentou concentracdes mdaximas tanto para machos
guanto para fémeas na branquia, mas sem diferencas estatisticas quanto as concentracdes em

outros tecidos. Diferencas estatisticas entre os sexos ocorreram somente no figado
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Para o Ni (fig. 3 G), as fémeas acumularam uma quantidade significativamente maior no
rim, enquanto os machos acumularam mais na branquia, mas sem diferengas estatisticas
quanto aos outros tecidos. A menor concentragdo, que apresentou diferenga estatistica,
ocorreu no vitelo. A diferenga estatistica entre machos e fémeas foi encontrada no rim.

O Zn (fig. 3 H) apresentou a maior concentragdo no rim para machos e no figado para
fémeas, mas sem diferengas estatisticas com a acumula¢do em outros tecidos. A diferenca

entre machos e fémeas ocorreu no musculo e rim.
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Tabela 2 - Concentragdes dos metais em diferentes 6rgdos de fémeas e machos de Zapteryx brevirostris. Média (em ug g"l) t erro padrdo (n)

Figado

Rim

Musculo

Bile

Branquia

Vitelo

ALUMINIO

Fémeas
Machos

9,882 + 2,188 (14)
21,980 + 4,226 (12)

22,752 + 1,965 (15)
22,260 + 2,421 (13)

27,310 + 8,449 (11)
23,258 + 2,144 (13)

49,685 + 17,297 (8)
47,936 + 16,061 (9)

45,614 + 3,860 (15)
73,469 £ 9,419 (13)

1,137 £ 0,109 (9)

CADMIO

Fémeas
Machos

2,246 0,507 (19)
6,653 + 1,667 (12)

7,473 + 0,750 (18)
2,627 + 1,048 (7)

0,158 + 0,023 (16)
0,100 + 0,015 (15)

0,164 £ 0,059 (8)
0,086 £ 0,054 (5)

0,244 £ 0,017 (13)
0,345 £ 0,074 (9)

0,024 £ 0,001 (3)

CHUMBO

Fémeas
Machos

0,072 £0,017 (8)
0,189+ 0,019 (6)

0,088 £ 0,036 (5)
0,053 £ 0,024 (3)

0,118 £ 0,031 (4)
0,020 £ 0,015 (2)

0,016 £ 0,004 (2)
0,001 (1)

0,130 £ 0,023 (7)
0,261 + 0,048 (10)

0,011 (1)

COBRE

Fémeas
Machos

5,134 + 1,025 (16)
9,029 + 2,683 (13)

14,779 + 0,676 (22)
11,084 + 1,985 (10)

0,673 + 0,067 (17)
0,587 + 0,132 (11)

32,688 + 6,049 (11)
22,841 + 9,202 (7)

4,319 £ 0,103 (21)
4,333+ 0,226 (18)

1,908 + 0,244 (4)

CROMO

Fémeas
Machos

2,246 + 0,507 (19)
5,539+ 1,290(7)

6,920 + 0,589 (18)
4,362 + 1,035 (7)

0,161 0,028 (14)
0,100 £ 0,015 (15)

0,164 £ 0,059 (8)
0,086 £ 0,054 (5)

0,244 + 0,017 (13)
0,370 + 0,057 (10)

0,024 £ 0,001 (3)

MANGANES

Fémeas
Machos

3,471+ 0,281 (14)
4,590 + 0,779 (13)

5,548 + 1,252 (17)
8,388 + 2,214 (8)

6,965 + 1,096 (18)
7,401 £ 0,892 (16)

0,155 + 0,052 (10)
0,137 £ 0,079 (5)

7,697 + 2,021 (17)
10,851 + 2,525 (14)

0,695 + 0,042 (7)

NiQUEL

Fémeas
Machos

0,456 + 0,023 (18)
0,681+ 0,091 (15)

1,067 + 0,064 (17)
0,759 + 0,054 (10)

0,282 + 0,016 (17)
0,313 + 0,071 (12)

0,530 £ 0,042 (5)
0,365 + 0,096 (5)

0,799 + 0,145 (15)
0,876 + 0,154 (12)

0,020 £+ 0,001 (7)

ZINCO

Fémeas
Machos

0,042 + 0,003 (18)
0,053 + 0,006 (13)

0,038 + 0,003 (14)
0,066 + 0,011 (8)

0,019 + 0,002 (18)
0,032 + 0,003 (16)

0,013 £ 0,002 (4)
0,011 + 0,008 (2)

0,041 + 0,003 (20)
0,039 + 0,006 (13)

0,048 + 0,002 (10)
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Figura 3 - Concentracdes de Aluminio (A), Cadmio (B), Cromo (C), Cobre (D), Manganés (E), Chumbo (F), Niquel
(G) e Zinco (H), em bile, branquia, figado, musculo, rim e vitelo de machos e fémeas de Zapteryx brevirostris.
Dados sdo apresentados como média + EP (n minimo = 1 e maximo = 22). Para um mesmo metal, diferentes
letras indicam diferencas significativas entre as concentracdes nos tecidos de fémeas (letras minusculas) e

machos (letras maiusculas); asterisco(*) indica diferenca entre macho e fémea, para um mesmo tecido
(p<0,05).



Através da andlise Permanova foi possivel agrupar machos e fémeas de acordo com
a composicdo de metais considerando todos os érgaos (F = 0,003). Os dois primeiros eixos
da PCoA representaram 27% da variagao dos dados. Considerando-se o eixo 1 (17,8%) da
PCoA, uma grande quantidade de machos estdo mais relacionados com as concentracgées
de Pb no figado e Al na bile; ja as fémeas estdao tanto relacionadas com Cr e Cd no
musculo e Ni e Zn no vitelo, quanto com Pb no figado e Al na bile, ou seja, ndo houve uma
diferenciagao tdo clara quanto foi para os machos (Fig. 4). As relagGes de cada varidvel

com o eixo 1 e eixo 2 sdo mostradas na Tabela 3.

o ® Fémea
0 Macho
4
®
g
°
o u]
2 o - °
< Oe °
5 o
e .
u]
2 0 ° ° °
o o DD ® ®
° ®
‘d’. °
) o °
L] u]
° [ ]
<2 o P
- u]
u]
o u]
4 °
Pb (f); Al (b) Cr (m); Ni (v); Cd (m); Zn (v)
< >
-6
-6 -4 -2 0 2 4 6 8

PCoA1 (17,8%)

Figura 4 - Diagrama de ordenagdo construido a partir dos dois primeiros eixos da PCoA aplicada sobre a
matriz de dados bioldgicos e com as amostras codificadas pelos sexos em Zapteryx brevirostris coletadas no
litoral do estado do Parana. O sentido das setas indica quais varidveis apresentaram maiores contribuicdes
para a distribuicdo das amostras ao longo do eixo principal. Elementos estdo em negrito e drgdos
abreviados significando b = bile, f = figado, m = musculo, v = vitelo.
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Tabela 3 - Relacdo de cada varidvel com o eixo (loadings) do diagrama de ordenagdo construido a partir dos
dois primeiros eixos da PCoA para Zapteryx brevirostris coletadas no litoral do estado do Parana. Varidveis
mais negativamente (sinal -) e mais positivamente (sinal +) relacionadas com o eixo 1. Negrito representa as
varidveis com maiores valores positivos e negativos.

Metal/Tecido  Eixo 1 Eixo 2 Metal/Tecido  Eixo1 Eixo 2
Aluminio Manganés
Bile -0,51653 0,37872 Bile -0,31724 0,1065
Branquia 0,06031 0,54668 Branquia -0,24245 -0,36843
Figado -0,4724 0,23305 Figado 0,1404 0,21979
Musculo -0,29557 -0,37286 Musculo -0,15827 -0,16427
Rim -0,06683 -0,3508 Rim -0,18555 -0,22498
Vitelo 0,41121 0,12242 Vitelo 0,5179 0,06763
Cadmio Niquel
Bile 0,58874 0,24522 Bile -0,48669 0,09051
Branquia -0,19148 0,63783 Branquia -0,42382 0,34703
Figado -0,3836 0,45354 Figado -0,38935 0,57294
Musculo 0,7325 0,40036 Musculo 0,34796 0,44634
Rim 0,55801 -0,15548 Rim -0,09175 -0,10739
Vitelo 0,54782 0,29378 Vitelo 0,70521 0,1081
Cromo Chumbo
Bile 0,58874 0,24522 Bile -0,30115 0,10198
Branquia -0,21239 0,67739 Branquia -0,48909 0,46119
Figado -0,24326 0,18882 Figado -0,57086 0,59785
Musculo 0,68058 0,42473 Musculo -0,27744 -0,39596
Rim 0,54673 -0,24369 Rim -0,27896 0,26272
Vitelo 0,58434 0,22526 Vitelo 0,07097 -0,1616
Cobre Zinco
Bile 0,42548 0,16271 Bile -0,21122 0,07093
Branquia 0,30494 -0,10478 Branquia 0,63766 0,00582
Figado 0,03991 0,12632 Figado -0,32451 0,33013
Musculo 0,26603 0,00903 Musculo -0,49826 -0,30437
Rim -0,36757 -0,29755 Rim -0,23359 0,07037
Vitelo 0,37723 0,00381 Vitelo 0,74896 0,01976

A andlise de cluster (Fig. 5), realizada a partir dos “loadings” da PCoA, mostrou
que o Cd e o Cr estdo associados na maioria dos érgdos em que foram medidos (vitelo,
bile, musculo, rim e branquia), apenas no figado esta associacdo nao foi verificada. O
coeficiente de relacdo cofenética (CCC), utilizado para validar os agrupamentos da
amostra (dendrograma), mostrou que a matriz de dissimilaridade representa 78% da

dissimilaridade original, percentual considerado satisfatorio.
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Figura 5 - Dendrograma gerado a partir da andlise de cluster em Zapteryx brevirostris. v=vitelo, b=bile,
m=musculo, r=rim, br=branquia. Quadrado representa a associa¢gdo do Cd e Cr. Os valores de height
representam a distancia de ligagdo calculada entre dois objetos.

Os valores médios de MPI para cada tecido analisado sdo apresentados na Tabela
4. O valor madximo de MPI para os machos ocorre no figado, seguido pelo rim. Para as
fémeas, ocorre uma inversao, onde o valor maximo ocorre no rim, seguido pelo figado.
Branquias, musculos e bile possuem a mesma importancia, tanto para machos quanto
para fémeas no gradiente do MPI, sendo a bile o tecido que menos acumula metal. O

vitelo, analisado apenas nas fémeas, apresentou valor inferior a bile, sendo excluido da

comparagéo uma vez que sO ocorre em um Sexo.

Tabela 4 - Os indices de Polui¢do de Metais (MP1) para machos e fémeas nos tecidos analisados de Zapteryx
brevirostris. Negrito representa os maiores valores e qual 6rgdo que mais acumulou.

Fémeas
Bile < Musculo < Branquia Figado Rim
0,000098007 0,0003 0,0495 0,1572 43,5597
Machos
Bile Musculo Branquia Rim Figado

0,000000640 - 0,00003 - 05030 80051 . 28,9191
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DISCUSSAO

Os metais mais importantes em relacdo a poluicdo aqudtica sdo Zinco (Zn), Cobre
(Cu), Chumbo (Pb), Cadmio (Cd), Niguel (Ni) e Cromo (Cr) (ANDREANI et al., 2008). Devido
a isto, optou-se por analisar estes metais em diferentes 6rgaos, uma vez que muitos
destes metais estdo concentrados em diferentes niveis em diferentes 6rgdos no corpo do
peixe (RAO & PADMAIJA, 2000). Andlises de Aluminio (Al) e Manganés (Mn) também
foram inseridas.

Nas amostras de agua analisadas as concentra¢des de metais foram inferiores aos
limites mdximos estabelecido na resolu¢gdao 357 do CONAMA para aguas salinas, com
excecdo do Zn. Este metal apresentou valores préximo ao limite estabelecido na
legislacdo brasileira e pode estar relacionado ao fato de que as daguas costeiras e
sedimentos estdao passiveis de contaminac¢dao por metais como Cr, Pb e Zn, provenientes
do lancamento de efluentes industriais, residuos agricolas e esgoto doméstico (DA SILVA
et al., 2014). Dados mostram que, no local das coletas, até o ano de 2006, do total da
carga urbana poluidora do litoral do Parand, 0% do esgoto gerado pelo municipio de
Pontal do Parana era coletado e tratado, e mesmo com a implanta¢do de uma Esta¢do de
Tratamento de Esgotos, este percentual passou de 0% para 16% (IAP, 2010). Sugere-se
entdo que os valores obtidos para o Zn devem ser levados em consideragao e
monitorados.

Para e espécie Zapteryx brevirostris, a andlise da metalotioneina no figado, local
de detoxificacdo e mais ocorre o acumulo de metais devido a sua atividade metabdlica
(KARADEDE et al., 2004), ndo apresentou diferengas significativas entre machos e fémeas
(Fig. 1), o que possivelmente representa que estes valores obtidos sejam os valores-
padrdo de metalotioneina em figado para a espécie. De acordo com CAPDEVILA & ATRIAN
(2011), a homeostase dos metais basicos ocorre também pelo mecanismo da
metalotioneina, que faz a manutencdo de niveis corretos dos metais fisiolégicos,
portanto, sua presen¢a ndo necessariamente indica a ocorréncia de metais a nivel téxico.

O Al é o metal mais abundante na terra (SCANCAR et al., 2004), o que justifica seu
maior acumulo em Z. brevirostris. Seu acimulo tem como efeito a redugdo da atividade
de Na + / K + -ATPase, e na distribuicdo de células de cloreto nas branquias, bem como os
efeitos associados com a resposta ao estresse causado pela presenca do metal
(CAMARGO et al., 2009), mas, apesar disso, ndo existe regulamentacdo para este metal

em relacdo aos limites maximos em animais para a agua salgada. As branquias foram
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relatadas por HANDY & EDDY (1989); DIETRICH & SCHLATTER (1989), PLAYLE & WOOD
(1990) e PEURANEN et al. (1993) como o érgdo de maior absor¢do no animal, situacdo
semelhante a que ocorreu com os machos analisados neste trabalho, que apresentaram
as maiores concentragdes de Al nas branquias. Estas estruturas apresentam-se como
orgao-alvo de poluentes devido a sua extensa area de superficie em contato constante
com o ambiente externo (DANG et al., 2000; CERQUEIRA & FERNANDES, 2002; SOUZA et
al., 2009).

CARVALHO et al. (2000), na regido portudria de Macaé (RJ), obtiveram para Z
brevirostris uma concentracdao de Al no musculo de 31 ug g'l, valor superior, porém
préximo, ao obtido no presente estudo (27,31 ug g-* para fémeas e 23,258 ug g para
machos). Estas concentragdes proximas que podem ser explicadas pelo fato de a regido
de Macaé também ser uma regido portudria (FERREIRA et al. 2013), assim como o
presente estudo.

O Cd ndo tém funcdobioldgica conhecida (OMS, 2003), mas é um elemento
altamente toxico (ANDREANI et al.,, 2008; BARBIERI, 2007; BARBIERI, 2009).Este metal é
considerado como sendo um dos mais téxicos no ambiente, devido principalmente a sua
embriotoxicidade e teratogenicidade, além de impactos negativos sobre a reproducdo e
causar desregulacdo enddcrina (DA SILVA et al., 2014). Sua concentracdo é tipicamente
mais elevada no rim do que no figado, e mais elevada no figado do que no musculo (OMS,
2003). Esta afirmativa corrobora o ocorrido no presente estudo, onde as maiores
concentrag¢des de Cd ocorreram no figado de machos e nos rins de fémeas. FURNESS &
MONAGHAN (1987) também encontraram concentragao de Cd mais elevada no rim de
aves. A alta concentracao de Cd nos rins de fémeas também pode ser justificada porque,
durante o estudo, algumas fémeas coletadas apresentavam embrides, e conforme
afirmaram BHATTACHARYYA et al. (1988) ao trabalhar com camundongos, durante a
gravidez a fémea aumenta o acumulo de Cd no rim.

Considerando-se o musculo, parte da espécie Z brevirostris utilizada na
alimentacdo humana, as concentracdes de Cd obtidas estdo abaixo dos limites maximos
estabelecidos pela legislacdo brasileira no decreto n° 55.871 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1965) e Portaria n2 685 do Ministério da Saude (MS, 1998).
Porém, o regulamento n2 1881 da Unido Europeia (EU, 2006), a resolucdo n? 42 do
Mercosul (RDC, 2013) e os limites estabelecidos pelo encontro da Organizacdo das nacdes

Unidas para alimentacdo e agricultura (FAO/WHO, 2003), estabelecem como limite
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maximo a concentracdo de 0,05 ug g, e nossas analises apresentaram concentragdes
maiores que 0,1 ug g, tanto para machos quando para fémeas.

Trabalhos anteriores com outros Rhinobatideos, como Rhinobatos lentiginosus
(WINDOM et al, 1973) e Rhinobatos cemiculus (SIDOUMOU et al, 2005), obtiveram
concentragdes de Cd no figado de 1,4 ug g (R. lentiginosus) e 0,988 ug g'1 (R.
cemiculus), ambas inferiores aos resultados obtidos com Z. brevirostris (2,246 ug g™ para
fémeas e 6,653 ug g para machos). WINDOM et al (1973) também determinaram a
concentragio de Cd de 0,4 ug g™ em musculo de R. lentiginosus, que foi superior ao que
obtivemos com Z. brevirostris (0,158 ug g ‘para fémeas e 0,100 ug g para machos), e
encontraram 0,2 ug Cd g™ no vitelo, também superior ao obtido com Z. brevirostris (0,024
ug g*). Por outro lado, CARVALHO et al. (2000), trabalhando com a mesma espécie do
presente estudo, verificaram no musculo uma concentracdo de Cd inferior a 0,02 ug g'l,
valor inferior ao obtido em nossas amostragens, o que pode ser explicado pela diferenca
do esforco amostral entre o presente estudo e o referido trabalho no Rio de Janeiro, onde
CARVALHO et al. (2000) utilizaram um curto periodo de coletas e baixo n amostral (n=6).
Nos ultimos anos , a contaminacdo do meio ambiente por Cr , especialmente o Cr
hexavalente, tornou-se uma grande preocupac¢do, uma vez que o cromo é utilizado em
larga escala em muitos processos industriais (ZAYED & TERRY, 2003). Em concentragdes
elevadas, o Cr hexavalente se comporta como um elemento altamente cancerigeno e
téxico, podendo causar a morte de animais e seres humanos se ingerido em grandes
doses (FLAHERTY, 1993; SYRACUSE RESEARCH CORPORATION, 1993; ZAYED & TERRY,
2003). Os valores de Cr obtidos em musculo de Z. brevirostris apresentam-se no limite
estabelecido pela ANVISA (0,1 ug g) e abaixo do estabelecido pela FAO/WHO (50 ug g™).
CARVALHO et al. (2000), trabalhando com a mesma espécie do presente estudo,
verificaram no musculo uma concentragao de Cr de 0,36 ug g'l, valor superior ao obtido
em nossas amostragens (0,161 ug g™ para fémeas e 0,100 ug g™ para machos), que pode
se justificar pela regido de Macaé ja ser conhecida por sua poluicdo com metais (KEHRIG
et al., 2009; FERREIRA et al. 2013).

WINDOM et al. (1973) encontraram concentracGes de Cu superiores a Z
brevirostris em musculo (2,2 ug g*) e em vitelo (2,7 ug g™) ao analisar o rhinobatideo R.
lentiginosus. SIDOUMOU et al. (2005), para R. cemiculus encontraram em figado uma
concentragio de 10 ug g, valor superior que o presente estudo. Para R. lentiginosus as
concentragdes de Cu em figado foram 6,6 ug g™, valor superior a fémeas de Z. brevirostris
(5,134 ug g ')mas inferior aos machos de Z. brevirostris (9,029 ug g*). CARVALHO et
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al. (2000), obtiveram para Z. brevirostris uma concentracdo de Cu no musculo de 0,69 ug
g™, valor muito préximo aos obtidos para ambos sexos em nosso estudo (0,673 ug g™
para fémeas e 0,587 ug g "' para machos).

O Cu é um metal essencial para o organismo, mas seu excesso o torna téxico
(ANDREANI etal., 2008). E um bom indicador da ocorréncia de descarga de efluentes
urbanos (NEIRA et al., 1995), uma vez que é produzido para uso em equipamentos
eletronicos, ligas metalicas, catalisadores quimicos e tinta anticorrosiva para navios, esta,
a maior fonte de Cu encontrado no mar (CLARK, 1997). Os valores de Cu obtidos em
musculo de Z. brevirostris encontram-se bem abaixo dos valores limite estabelecidos pela
ANVISA e pela FAO/WHO (30 pg g e 10 a 100 pg g respectivamente), o que mostra que
a ingestdo da carne de Z. brevirostris apresenta niveis seguros de Cu.

O Mn também é um metal essencial para o organismo, e que torna-se tdxico em
altas concentracées (ANDREANI etal., 2008). Entretanto, poucos dados sobre este metal
estdo disponiveis na literatura, nao existindo inclusive referéncia de sua concentragao
maxima permitida na legislacao brasileira e internacional, problema também relatado por
PFEIFFER et al. (1985). O unico registro de analises para Mn com Rhinobatideos foi por
CARVALHO et al. (2000), também para Z. brevirostris, com uma concentragdo menor a
0,02 ug g'1 no musculo, valor muito inferior ao obtido em nossas analises (6,695 ug g'1
para fémeas e 7,401 ug g * para machos).

O Pb pode entrar nos ecossistemas aquaticos através da descarga de rejeitos
urbanos, agricolas e industriais (CARVALHO et al., 2000), e ndao tém funcaobioldgica
conhecida, sendo um elementos altamente toxico(ANDREANI etal., 2008). Sua baixa
concentragdo observada nos animais amostrados no presente trabalho pode ser devido a
baixa concentracdo deste elemento na biota marinha (PHILLIPS et al, 1982). Como
ocorreu neste trabalho, os peixes acumulam o Pb principalmente nas branquias, figado e
rins (WHO, 1989; SCHIFER et al.,, 2005). As concentracdes de Pb verificadas na
musculatura de Z. brevirostris mostram-se abaixo dos limites maximos estabelecidos pela
ANVISA, MS, RDC e EU, porém, as fémeas apresentam valores (média de 0,118 ug g*)
acima do limite estabelecido pela FAO/WHO (2003) (0,05 ug g™*). CARVALHO et al. (2000),
verificaram no musculo de Z. brevirostris uma concentracdo de Pb inferior a 0,05 ug g,
valor inferior ao obtido nas fémeas amostradas no presente estudo (0,118 ug g*) e
semelhante ao obtido para os machos (0,020 ug g™). Esses valores inferiores podem ser
explicados, como ja relatado anteriormente, pelo baixo esforco amostral de CARVALHO et
al. (2000).
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A toxicidade do niquel aumenta na presenca de cobre, sinergismo que pode,
portanto, ser um fator que modifica a toxicidade da substancia (CCREM, 1987). Os valores
de Ni obtidos no musculo estdo dentro dos valores limite estabelecidos pela ANVISA e
FAO/WHO (5 pg g* e 10 pug g respectivamente). CARVALHO et al. (2000), trabalhando
com a mesma espécie do presente estudo, determinaram no musculo uma concentragao
de Ni inferior a 0,03 ug g, valor inferior ao obtido em nossas amostragens (0,282 ug g™
para fémeas e 0,313 ug g™ para machos), mais uma vez, podendo ser justificado pelo
baixo n amostral de CARVALHO et al. (2000).

Apesar do Zn ser considerado um elemento essencial para a fisiologia dos
organismos, em altas concentra¢cdes também se torna toxico (ANDREANI et al., 2008). Os
valores de Zn verificados em musculo de Z. brevirostris foram menores que os limites
estabelecidos pela ANVISA (50 ug g') e pela FAO/WHO (30 a 100 ug g™). Por outro lado,
concentragdes de Zn mais elevadas ja foram determinadas em outros Rhinobatideos
como R. lentiginosus: 11 ug g'1 no mdusculo, 29 ug g'1 no figado e 19 ug g'1 no
vitelo(WINDOM et al. (1973), e R. cemiculus: 34,41 ug g' em figado (SIDOUMOU et
al.,2005), concentragdes essas muito superiores aos maiores resultados encontrados em
Z. brevirostris (0,048 ug g no vitelo em fémeas e 0,066 ug g* no rim em machos).
CARVALHO et al. (2000) também determinaram no musculo de Z. brevirostris uma
concentragio de Zn de 8,95 ug g, valor muito superior ao obtido em nossas amostragens
(0,019 ug g'l para fémeas e 0,032 ug g'1 para machos), diferenca explicada pelo aporte de
efluentes industriais ser maior na regido de Macaé, pois, segundo DA SILVA et al. (2014),
aguas costeiras e sedimentos estdo passiveis de contaminacdo por Zn proveniente do
lancamento de esgoto doméstico e de residuos industriais e agricolas.

Metais sdo acumulados principalmente em orgdos de maior atividade metabdlica,
como por exemplo, o figado, que além de armazenar, participa do processo de
detoxificacdo (KARADEDE et al., 2004). O musculo, por outro lado, apresenta uma
tendéncia a acumular menos metal que outros érgaos (RASHED, 2001; PYLE et al., 2005;
DURAL et al., 2006; YILMAZ et al., 2007; VISNJIC-JEFTIC et al., 2010). Esse baixo acumulo é
benéfico, uma vez que a parte do peixe utilizada para o consumo humano, em sua grande
maioria, € a musculatura.

A analise Permanova mostrou uma diferenciacdo entre machos e fémeas de acordo
com a composicdo dos metais, e a PCoA apresentou quais metais seriam os responsaveis
por esta diferenciacdo. Distingdes entre machos e fémeas na acumula¢do de metais totais

ocorreram, como foi apresentado pelas analises estatisticas, e podem ser
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explicadas pelas diferengas metabdlicas entre machos e fémeas, uma vez que o
metabolismo é um dos fatores mais importantes na acumulagdao de metais em animais
marinhos (HEATH, 1987; LANGSTON, 1990; ROESIJADI & ROBINSON, 1994). Este
diferencial metabdlico deve-se principalmente as atividades reprodutivas, pois as fémeas
durante este periodo apresentam um alto gasto energético (HOENING & GRUBER, 1990 e
VOOREN & KLIPPEL, 2005). Possivelmente, devido a este alto metabolismo, as fémeas
detoxifiquem melhor os metais em seus 6rgaos, e por isso os machos se diferenciam mais
por seus acumulos de Pb no figado e Al na bile.

Esta relagdo dos machos com o acimulo de Pb no figado é visualizada na figura 2F,
onde nota-se a diferenca estatistica na concentracdo de Pb no figado entre machos e
fémeas. Apesar de a concentragao ser maior em branquia do que em figado, o figado é o
local onde ocorre o acumulo, como relatado por HEIER et al. (2009), com o Pb depositado
primeiro no tecido branquial e, ao longo do tempo, acumulou-se mais em figado. Este
acumulo deve-se ao papel do figado como um érgao de armazenamento e desintoxicagao
(NUSSEY et al., 2000; KLAVINS et al., 2009; PALANIAPPAN et al., 2009).

Ja a relagdo dos machos com o acumulo de Al na bile é uma incégnita, uma vez que
trabalhos a respeito do comportamento dos metais na bile sdo escassos. Poderia se supor
que este acumulo na bile ocorra devido ao fato que os compostos absorvidos sdo
transferidos para o figado e encaminhados a secrecdo biliar, jd que a excrecdo biliar
exerce um grande papel na eliminacdo de alguns metais (HINTON et al., 2008; KLEINOW
et al., 2008). O estado alimentar do peixe também é um fator importante a considerar,
uma vez que influencia na concentragao da bile (COLLIER & VARANASI, 1991).

A alimentacdo diferenciada entre machos e fémeas também foi levantada como
uma hipoétese para explicar essa divergéncia nas concentra¢des de metais entre os sexos,
uma vez que a composicao da dieta de predadores pode ser influenciada por efeitos
espaciais e temporais, bem como pelo sexo ou estagio de desenvolvimento (BAX, 1998).
Contudo, varios autores compararam a dieta de raias entre os sexos (CAPAPE & ZAOUALI,
1979; BRACCINI & PEREZ, 2005; ROBINSON et al.,, 2007), e na maioria das espécies, os
machos e as fémeas alimentaram-se de presas semelhantes, inclusive na espécie Z
brevirostris é observada uma dieta similar entre os sexos (MARION et al.,, 2011). Para
raias, onde as fémeas e machos ocorrem no mesmo habitat, crescem em tamanhos
semelhantes e tém capacidades predatérias similares, espera-se que os machos e as

fémeas tenham dietas e fung¢des ecoldgicas semelhantes (MARTIN et al., 2007).
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A anélise dos Indices de Poluicdo de Metais (MPI) para machos e fémeas nos
tecidos analisados de Z. brevirostris mostrou que o padrdao de acumulagdao dos metais
difere entre os sexos. Estes 6rgaos atuam na desintoxicagdo e purificagdao, geralmente
apresentando as mais elevadas concentracbes de metais (BELLAMY & HUNTER,
1997;WO0OO0D, 2011), fato também relatado por BARBIERI et al. (2010), que encontraram
as maiores concentracdes de metais em figado e rim. Como citado por AL-YOUSUF et al.
(2000), CANLI & ATLI (2003) e BARRERA-GARCIA et al. (2012), o sexo é um fator que pode
influenciar a bioacumulacdo de metais. Pode-se observar que, quando ocorreram, as
diferencas intersexuais em sua maioria eram entre as concentra¢des de metais em figado
e rim, o que nos leva a supor que seja esta uma justificativa do por que machos
acumularem mais em figado e fémeas acumularem mais metais em rim, de acordo com o
MPI. Em peixes, o figado também atua na producao de vitelo a partir da vitelogenina, e
devido a isto, diferencas entre o figado de machos e fémeas podem ocorrer (BRUSLE &
ANADON, 1996), o que nos leva a inferir que o figado de fémeas atue mais na funcao de
produzir vitelogenina, deixando para o rim a desintoxicacao, funcdo que, de acordo com
WILLMER et al., (2004) e DE BOECK et al. (2010), é possivel que ocorra nos rins, pois
através da excrecdo eles sdo importantes e suficientes para impedir a acumulacdo de
metal em qualquer outro érgdo, com uma capacidade surpreendente de secretar
moléculas estranhas ao corpo, protegendo-o de toxinas e drogas.

Tendo em vista os valores obtidos neste trabalho, nota-se uma grande
discrepancia entre os valores obtidos nas concentracdes dos diferentes metais nos
tecidos e na dagua, sendo os valores encontrados nos espécimes bem superiores ao
obtidos nas amostras de agua. A rota mais importante de contaminag¢ao por metais na
biota marinha é através da agua (MADDOCK & TAYLOR, 1977), contudo, alguns
organismos marinhos tém capacidade de concentrar os metais em seus tecidos em uma
magnitude maior que a concentra¢cdo em agua ou no sedimento (LAW & SINGH, 1991),
situacdo que explica esta discrepancia nos valores.

Estes valores maiores de metais encontrados nos tecidos de Z. brevirostris
possivelmente provém de sua alimentacdo especialista, composta primariamente de
poliquetas (65%)(BORNATOWSKI et al., 2014). Poliquetas, por serem de niveis mais
elevados da cadeia alimentar, incorporam quantidades maiores de metais toxicos
(ERIKSEN et al., 1988), tanto que s3o considerados bons indicadores para
biomonitoramento da biodisponibilidade de metais (ERIKSEN et al., 1988; BRYAN &
LANGSTON, 1992; DIEZ et al., 2000; GALLOWAY et al., 2004; POIRIER et al., 2006).
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Apesar da maioria dos valores de concentracdo de metais, encontrados nas
amostras, serem considerados seguros pela legislacdo, as concentra¢des de Cd no
musculo de machos e Pb no musculo de fémeas merecem uma especial atengao, uma vez
que os valores encontrado estdo acima do estabelecido pela FAO/WHO. Assim, é
recomendado o monitoramento dos metais em pescado de elasmobranquios, ja que
estes consistem em importantes recursos pesqueiros, principalmente de comunidades
ribeirinhas e de baixo poder econdmico, a fim de se evitar impactos sobre a saude
humana por meio de contaminacdo destes elementos metalicos. Os resultados
apresentados neste estudo podem ser futuramente utilizados para testar a qualidade
quimica da cadeia alimentar marinha e verificar se houve mudancas no decorrer do
tempo.

Neste trabalho, pelo fato de a estimativa da biodisponibilidade de metais ter
apresentado valores consideraveis, aliado a fatores como facilidade de coleta, tamanho,
sobrevivéncia longa em rede e abundancia, sugere-se que Z. brevirostris seja utilizada

como um bioindicador da contaminagdao ambiental marinha.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

No presente estudo, consideramos que os objetivos tragados no inicio do trabalho
com a espécie Z brevirostris foram cumpridos com éxito, onde conseguimos determinar a
estrutura, ciclo reprodutivo, idade e crescimento e quantificacdo de metais da referida
espécie.

Quanto ao ciclo reprodutivo da espécie Z. brevirostris no estado do Paran3,
obteve-se a determinacdo das estacdes de copula/fecundacgdo, periodo e época de
gestacdo e periodo de nascimento, onde determinou-se o outono como a estagao de
cépula/fecundagdo, o inverno e primavera como o periodo de gestagdo dos embrides e o
verdo sendo o periodo do nascimento. Os resultados obtidos permitem caracterizar o
litoral do estado do Parand como area de parto para Z brevirostris, dentre outras
inUmeras espécies, e ainda, apontam a necessidade de controle da pesca da referida
espécie, a fim de manter os estoques naturais.

As informagdes obtidas sobre idade e crescimento de Z. brevirostris representam a
primeira estimativa destes parametros para uma espécie do género Zapteryx, e 0s
resultados demonstram uma lenta taxa de crescimento e consequente suscetibilidade a
sobrexploracdo. As anadlises determinaram que a espécie no litoral do Parana pode
atingir, aproximadamente, a idade maxima de dez anos e o comprimento maximo de 56,4
cm, além da determinac¢do do valor de k para a espécie, até entdo desconhecido e que
podera servir de base para futuros estudos com eslamobranquios. Estes dados também
corroboram a necessidade do controle da pesca para uma gestao eficiente e conservacao
adequada da espécie.

Em relacdo ao acimulo de metais em Z. brevirostris, o indice de Poluicio de
Metais (MPI) detectou um padrdo diferenciado de acumulagdo dos metais entre os sexos,
com valores elevados no figado (em machos) e no rim (em fémeas). Apesar da maioria
dos valores de metais encontrados nas amostras apresentarem valores considerados pela
legislacdo como seguros para o animal e a saude humana (em caso de consumo desta
carne), as concentracdes de Cd no musculo de machos e Pb no musculo de fémeas
merecem uma especial ateng¢do, uma vez que os valores encontrado estdao acima do
estabelecido em legislacdo pela FAO/WHO. Assim, é recomendado o monitoramento dos
metais em pescado de elasmobranquios. Além disso, sugere-se que, pelo fato de a
estimativa da biodisponibilidade de metais ter apresentado valores consideraveis, aliado

a fatores como facilidade de coleta, tamanho, sobrevivéncia longa em rede e
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abundancia, sugere-se que Z brevirostris seja utilizada como um bioindicador da
contaminacdo ambiental marinha.

De maneira a concluir, os dados obtidos neste trabalho eram até entdo inéditos
para esta espécie, e virdo compor uma robusta base de dados a fim de subsidiar planos
de manejo e controle da atividade pesqueira, solicitados pelo Ministério do Meio
Ambiente em decorréncia da vulnerabilidade da espécie de acordo com a PORTARIA
445/2014 e o livro vermelho da IUCN (International Union for the Conservation of
Nature). O local da pesquisa, apontado como area de parto para a espécie, indica a
necessidade de conservagao das areas costeiras no litoral do estado do Parana.
Salientamos ainda a importancia e a necessidade da realizacdo dos trabalhos de
autoecologia de outras espécies de peixes, a fim de contribuir com a preservagao das

espécies e manutenc¢ado dos recursos pesqueiros.
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