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Resumo

Tubardes e raias estdo atualmente entre os vertebrados mais ameagados de extingédo. Tal fato
se deve principalmente a exploracdo pesqueira que permanece sem medidas eficientes de
controle em quase todo o planeta, inclusive no Brasil. Considerando-se que cada espécie
responde de forma independente as pressdes ambientais e principalmente as acées humanas, €
de fundamental importancia para o desenvolvimento de planos de manejo adequado das suas
populacdes e o ordenamento da exploracdo sustentavel destes recursos que se proceda a
caracterizacdo da biodiversidade local, a avaliacdo das espécies mais capturadas e
identificacdo dos tdxons e populacdes mais suscetiveis a pesca. Contudo, especialmente para
os elasmobranquios, tais parametros sao de dificil acesso, sobretudo devido as similaridades
morfolégicas entre as espécies e ainda, devido a pratica pesqueira de remoc¢ao de partes dos
animais como a cabega e nadadeiras antes dos desembarques, inviabilizando a identificagéo
da maioria das espécies. Segundo os registros de captura de elasmobranquios elaborados pelo
IBAMA nos ultimos anos, apenas cerca de 20% dos individuos recebem alguma mencao
quanto a espécie, muitas vezes um nome popular que pode estar relacionado a mais de uma
espécie biologica em diversos casos, sendo o restante do produto classificado apenas como
cacoes. A utilizagdo de ferramentas moleculares nos estudos da composicdo da
biodiversidade tem proporcionado sua aplicagdo em diversas &reas, incluindo na identificacao
das espécies, no estudo de suas relagBes evolutivas e no auxilio de programas para a sua
conservacgdo. A identificacdo molecular com a utilizagédo de técnicas do tipo PCR-multiplex e
sequéncias barcode, que identificam caracteristicas genéticas particulares de cada taxon estao
atualmente sendo desenvolvidos e utilizados no reconhecimento das espécies, possibilitando a
identificacdo simultanea de diversas amostras. Neste contesto, o objetivo do presente trabalho
foi identificar as espécies ocorrentes no processo da pesca e avaliar a captura e
comercializacao de tubardes na regido do Litoral do Estado de Sao Paulo. Foram obtidas 4944
amostras de material coletado no periodo entre 2011 e 2013 em trés pontos de desembarque
de pescado no litoral paulista, nas localidades de Ubatuba, Santos e Cananéia, sendo as
técnicas da PCR-multiplex e do DNA barcode utilizando parte da sequéncia do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | utilizadas em 2224 amostras, que
possibilitaram a identificacdo de 1971 amostras. A partir desses dados foram observadas as
frequéncias relativas das espécies para avaliacdo de captura e comercializacdo de tubarbes
nos nestes pontos de desembarque. No ponto de Santos foi possivel identificar a presenca de
onze diferentes espécies, semioglauca, S. zygaena, S lewini, Rlalandii, R. porosus, I.
oxyrinchus, I. paucus, C. falciformes, C. signatus, C. taurus e M. canis; no ponto de Ubatuba

foi registrada a ocorréncia de oitos diferentes espécies nos desembarqueB, gkenda, |.

oxyrinchus, R. lalandii, R. porosus, C. taurus, G. cuvier, S. zygaena e S. lewini, enquanto no
municipio de Cananéia foram encontradas oito diferentes esgédi@sndii, R. porosus, S

lewini, S. zygaena, C. falciformes, G. cuvier, P. glauca e |. oxyrinchus. A demanda de
produtos de elasmobranquios foi mais expressiva no ponto de Santos, 0 que mostra que esta
localidade mereceria maior atencdo em relacdo aos programas de manejo e conservacao das
espécies mais exploradas. A técnica de PCR-multiplex mostrou-se viavel e adequada na
identificacdo das amostras. Além de auxiliar de modo efetivo na caracterizagdo dos produtos



da exploracéo pesqueira nesta regido, o uso de técnicas moleculares de identificacao viabiliza
estatisticas mais perfeitas e abrangentes, determinando os niveis de exploracéo por espécie e
permitindo a aplicacéo de planos adequados de manejo e ordenacéo da exploracao pesqueira.



Abstract

Sharks and rays are currently among the most threatened vertebrate to extinction. This is due
mainly to the fact that overfishing remains without effective control measures in almost the
entire planet, including Brazil. Considering that each species responds independently to
environmental pressures, and mainly to human actions, it is of fundamental importance for
the development of appropriate management plans and programming the sustainable
exploitation of these resources, to proceed to the characterization of local biodiversity, in the
assessment of the species caught, in the correct identification of taxa and the most susceptible
populations to fishing activities. However, especially for elasmobranches, such parameters
are difficult to access, especially due to morphological similarities between species and also
because of the fishing practice of removing parts such as the head and fins before landings,
making it impossible to identify the most species. According elasmobranches capture records
prepared by IBAMA in recent years, only about 20% of individuals receiving some
identification indication, often only a popular name that can be related to more than one
biological species, with the remainder fishing product classified just as sharks. The use of
molecular tools in studies of the composition of biodiversity has provided its application in
various areas, including in the identification of the species, in the study of their evolutionary
relationships, and in assisting programs for their conservation. The use of molecular
identification techniques as the PCR-multiplex type, and barcode sequences using part of the
mitochondrial gene sequence Cytochrome Oxidase subunit | that permit to identify particular
genetic characteristics of each taxon, are currently being used in the species recognition
allowing simultaneous identification of different samples. In the present work, the objective
of the study was to identify the species occurring in the fishing process and evaluate the
capture and trade of sharks in the coastal region of Sdo Paulo. 4.944 samples were obtained
from material collected in the period between 2011 and 2013 in three fish landing points on
the coast, in the towns of Ubatuba, Santos and Canaanite, and the techniques of PCR-
multiplex and DNA barcode were used in 2224 samples, which allowed the identification of
1971 samples. From these data the relative frequency of species for capture valuation and
marketing of sharks in these landing points was observed. At the Santos point it was possible
to identify the presence of eleven different shark speBiagiauca, S zygaena, S lewini, R.

lalandii, R. porosus, I. oxyrinchus, I. paucus, sickle C, C. signatus, C. taurus and M. canis; in

the point of Ubatuba the occurrence of eight different species was recorded during the
landings, which includedP. glauca, |. oxyrinchus, R. lalandii, R. porosus, C. taurus, G.

Cuvier, S zygaena and S. lewini; while in the Cananeia point were found eight different
speciesR. lalandii, R. porosus, S lewini, S zygaena, sickle C., G. Cuvier, P. glauca and I.
oxyrinchus. Demand for elasmobranch products were more significant at the point of Santos,
showing that this location would deserve greater attention in relation to the control and
management programs concerning to the most exploited species. The PCR-multiplex
techniqgue proved to be feasible and appropriate to identify the samples. Besides helping to
effectively characterize the products of fisheries exploitation in this region, the use molecular
techniques in the identification of species enables the elaboration of more perfect and
comprehensive fishing statistics, indicating viable exploitation rates, ordering the fishing
exploitation and allowing the application of appropriate management plans.
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Introducao




1 Introducéao.

Os peixes sempre tiveram um grande apelo estético, esportivo e alimentar para o ser
humano e devido a isso, vém sendo estudados sob diversos aspectos desde h4 muito tempo
(Castro e Menezes, 1998). Um estudo de revisdo da fauna de peixes marinhos do Brasil,
abrangendo a area entre o Cabo OranfgO{¥) até o arroio Chui (845'S) e considerando
as 200 milhas nauticas da Zona Econémica Exclusiva, mostrou que estao presentes nessa area
cerca de 1.297 espécies de peixes pertencentes principalmente a trés Classes, que sdo Myxini,
Chondrichthyes e Actinopterygii, incluindo representantes de 36 Ordens (Menezes et al.,
2003). Apesar de ser reconhecida como uma importante regido de endemismo marinho e de
ter sido recentemente considerada como uma das &reas prioritarias para a conservacao da
biodiversidade marinha do Oceano Atlantico (McKenna e Allen, 2002), as porcdes
identificadas como tropical e subtropical do Atlantico Sul ocidental, que abrangem
majoritariamente a Zona Econdmica Exclusiva brasileira, ainda permanece apenas
parcialmente conhecida com relagdo a composicao e a distribuicdo geogréfica de sua fauna de
peixes (Menezes et al., 2003). Contudo, deve ser considerado o fato de que grandes esforgos
tenham sido empreendidos nos ultimos anos no sentido de aumentar os conhecimentos sobre
0s organismos ali existentes (Figueiredo et al., 2002).

A fauna brasileira de elasmobranquios é rica e diversa, com cerca de 170 espécies
registradas, sendo composta por 90 espécies de tubardes e pouco mais de 80 de raias (Gadig,
2001) e destas, pelo menos 60 sdo espécies marinhas (Mehete2003), Na regido
abrangida pela Provincia Argentina é reconhecida a ocorréncia de 6 ordens, 22 familias, 43
géneros e 89 espécies de tubarbes e 5 ordens, 11 familias, 32 géneros e 70 espécies de raias
(Rosa e Gadig, 2014). Estes poucos representantes sao diretamente impactados em seu
ambiente natural principalmente pela intensa atividade pesqueira e destruicdo de habitats
(SBEEL, 2005), o que se reflete na continua diminuicdo de captura de diversas espécies e
alteragbes populacionais expressivas. A ictiofauna de elasmobranquios do Estado de S&o
Paulo se apresenta como uma composi¢cdo das ocorréncias da Provincia Argentina, com
expressiva abundancia faunistica e diversidade de espécies (Castro, 1998).

Até ha pouco tempo, a captura de elasmobranquios em todo o mundo podia ser
considerada quase totalmente como eventos incidentais, decorrentes de pesca local ou de
captura associada, embora sempre tenha havido comercializagdo em pequena escala da carne
e de subprodutos deste grupo de organismos. Historicamente consideradas de baixo valor

econdmico, varias espécies de elasmobranquios tornaram-se atualmente alvo de intensiva



pesca comercial, em substituicdo a captura de peixes 0sseos cujos estoques estao em declinio.
Por outro lado, o tradicional baixo valor econémico de tubardes e raias tem resultado na falta
de incentivos e recursos financeiros destinados a pesquisa, 0 que sempre deixou em segundo
plano o interesse pelo conhecimento dos componentes deste grupo de organismos e a correta
identificacdo das espécies e das populacdes. Nas ultimas décadas, contudo, a captura e
comercializacdo de elasmobranquios se tornou mais frequente e intensiva, principalmente
impulsionadas pelo comércio global de partes especificas do corpo destes animais como as
nadadeiras dos tubardes, com grande apelo comercial e geralmente destinadas ao consumo na
Asia. Ao contrario do preco da carne de tubarfo, que apresenta geralmente valores inferiores
aos dos peixes marinhos comercializados, as nadadeiras podem atingir uma representacao
comercial expressiva. Com valores tao atrativos, a pesca destes animais passou a ser atividade
de expressivo interesse e tem ocorrido de forma generalizada em todo o mundo, sendo a
causa de declinio populacional significativo apresentado por diversas espécies (Bonfil, 1994).

A regulamentacdo estabelecida sobre o comércio destes animais no Brasil tem procurado
controlar a captura e comercializacdo e, deste modo, a frota industrial pesqueira tem sido
determinada a cumprir rigorosos protocolos para o desembarque do pescado que incluem o
controle e registro de todas as espécies capturadas.

De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) os
dados estatisticos sobre a exploracdo pesqueira registraram no ano de 2007 a captura mundial
de 781.000 toneladas de elasmobranquios, sendo cerca de 496.000 toneladas de tubardes e
285.000 de raias. Ainda segundo a FAO, o Brasil é responsavel pela captura de cerca de
12.000 toneladas anuais de tubardes e 5.000 toneladas de raias (FAO, 2009), sendo que a
partir do ano 2000 passou a ser considerado pela IUCN (International Union for Conservation
of Nature e Natural Resources) como um dos seis paises que mais capturam elasmobranquios
em todo o mundo, estando incluido na categoria “Major Shark Fishing State”. Deste grupo
também fazem parte os EUA, Africa do Sul, Costa Rica, Australia e Oman (Lack e Sant,
2006). Segundo o IBAMA, nas atividades de captura realizadas no Brasil apenas cerca de
20% dos individuos recebem alguma mencdo quanto a identificacdo ao nivel de espécie, feita
muitas vezes apenas pelo nome popular que em diversos casos pode estar relacionado a mais
de uma espécie, sendo o restante dos produtos classificado apenas como cacdes.

Tal problematica é ainda maior principalmente em decorréncia do uso de uma pratica
comum na pesca de elasmobranquios identificada cfinming, que é a retirada das
nadadeiras, cabecas e visceras dos animais durante a captura, sendo desembarcadas apenas as

pecas identificadas como charutos. Esta pratica interfere diretamente na identificacdo



morfologica dos individuos, impedindo a correta caracterizacdo e quantificacdo da pesca por
espécie. Assim, as estatisticas pesqueiras deste grupo sao incertas para diversas espécies e
inexistentes para muitas outras. Apreensbes de lotes de nadadeiras tém sido feitas
constantemente pelo IBAMA ao longo da costa brasileira, principalmente devido a
irregularidades tais como a falta de identificacdo especifica dos tubarbes capturados e,
frequentemente, ao aproveitamento apenas das nadadeiras, com o descarte do restante do
corpo dos animais.

A composi¢ao da ictiofauna do litoral do Estado de S&o Paulo, componente da
Provincia Argentina, apresenta-se como uma area de transicéo faunistica do Atlantico Sul que
sofre a influéncia das aguas quentes da Corrente do Brasil e das aguas frias da Corrente das
Malvinas (Castro, 1998). Esta fauna contém, além dos extremos meridionais e setentrionais
de distribuicdo de espécies tropicais, também formas de areas temperadas, sendo composta
por cerca de 10% de espécies endémicas e sendo praticamente todas de habitos demersais
(Figueiredo, 1977; Figueiredo e Menezes, 1978, 1980, 2000; Menezes e Figueiredo, 1980,
1985).

1.1Elasmobranquios

Tubardes e raias formam o grupo dos Elasmobranquios e estéo entre os vertebrados de
maior sucesso evolutivo, com uma histéria de vida que se iniciou ha cerca de 400 milhdes de
anos, ainda no periodo Devoniano (Castro, 1987). Atualmente distribuem-se em todos os
mares e oceanos, em aguas tropicais, subtropicais, temperadas e frias, sendo que a maioria
dos animais deste grupo vive no ambiente marinho. Muitos utilizam regides estuarinas como
areas de bercario, outros entram em rios e ha espécies que sdo endémicas e vivem em agua
doce. Habitam desde areas préximas as praias, recifes, ilhas, em zonas pelagicas situadas
entre 0 e 200 metros de profundidade, batiais (de 200 a 2000 metros) e até abissais, situadas a
mais de 2000 metros de profundidade. Algumas espécies sdo bentbnicas, como as raias da
familia Rajidae e os cacdes-anjo da familia Squatinidae; outras, como o tubardo-anequim
(Isurus oxyrinchus) sdo pelagicas, restringindo a maior parte de suas atividades as camadas
superficiais do oceano (Compagno et al. 2005).

Os tubardes geralmente apresentam corpo alongado e fusiforme, com nadadeiras
peitorais destacadas da cabeca e cinco a sete pares de fendas branquiais situadas nas laterais
da cabeca. As raias, superordem Batoidea, representam a mais derivada superordem dentre 0s
elasmobranquios (Compagno, 1977, 1999), sendo caracterizadas pelo corpo achatado

dorsoventralmente, com olhos e espiraculos localizados no topo da cabeca. A boca é ventral,



com cinco pares de aberturas branquiais na maioria das formas, localizadas também na
superficie ventral.

A taxonomia da superordem ainda precisa ser mais bem estudada, pois ndo ha uma
concordancia nas relacdes entre as ordens. Um grande numero de diferentes interpretacdes
existe na literatura cientifica baseada em caracteres morfolégicos, estudos moleculares e de
citogenética convencional. Alguns destes trabalhos consideram o grupo das raias como grupo
irméao dos tubardes e outros classificam as raias como um subgrupo pertencente aos tubardes
modernos (Bigelow e Schroeder, 1953; Compagno, 1977; Stingo, 1979; Dunn e Morrisey,
1995; Carvalho 1996; Peach e Rouse, 2004; Rocco et al., 2007).

As relacOes existentes entre as raias e os tubardes ainda séo discutidas por muitos
autores, sendo que, contudo, parece haver concordancia sobre o fato de que os Batoidea
constituem um grupo monofilético. Véarias linhas morfolégicas de evidéncias parecem
suportar a derivacao deste grupo a partir dos tubardes (de Carvalho, 1996; Shirai, 1996), mas
estudos imunoldgicos e moleculares corroboram a hipétese dos Batoidea como grupo
separado dos tubardes (Lawson et al., 1995; Douady et al., 2003).

A biodiversidade dos elasmobranquios, de uma forma geral, ainda é pouco conhecida.
De acordo com o ultimo levantamento realizado por Ebert & Compagno (2007), este grupo é
composto por 8 ordens, 34 familias e aproximadamente 500 espécies, enquanto entre as raias
séo reconhecidas 5 ordens, 20 familias e cerca de 574 espécies (Compagno, 1999, 2005). Em
aguas brasileiras é reconhecida a ocorréncia de cerca de 81 espécies de tubardes e 55 espécies
de raias marinhas (Menezes et al., 2003). Na regido compreendida entre Cabo Frio, no Rio de
Janeiro até a Peninsula de Valdés, na Argentina, sdo encontradas aproximadamente 61
espécies de tubarbes, agrupadas em 6 ordens e 19 familias (Gadig, 2001) e 43 espécies de
raias, componentes de 1 ordem e distribuidas em 8 familias (Menezes et al., 2003).

Embora alguns centros de pesquisa estejam envolvidos em estudos mais recentemente,
muito pouco ainda se sabe principalmente sobre a distribuicdo e ecologia da maioria das
espécies de tubardes e raias encontrados na costa brasileira, sendo que devido existéncia de
atividades de pesca pouco organizadas e auséncia de programas de controle mais elaborados,
diversas espécies destes grupos ja podem ter suas populacbes bastante reduzidas ou até
mesmo extintas. Dos elasmobranquios atualmente existentes, apenas seis familias tiveram sua
origem antes do periodo Cretaceo (Cappetta, 1987). Como exemplo, a espécie de raia-viola
Rhinobatos horkelli (Rhinobatidae), com ocorréncia registrada desde a costa do Estado da
Bahia até o Uruguai, € o representante da familia mais antiga das raias atuais, com idade

paleontologica de mais de 120 milhdes de anos (Cappetta, 1987). Tais referéncias



demonstram a complexidade do grupo e a necessidade de estudos concentrados visando
conhecimentos basicos e informagcdes que possam ser utilizadas para o melhor manejo da

pesca e a conservacao de espécies e populacdes.

1.1.1 Tubardes costeiros

No Brasil, o conhecimento sobre as espécies de elasmobranquios costeiros € ainda
insipiente. Entretanto, se comparado as informacdes disponiveis sobre as formas oceéanicas ou
mesmo do talude continental, os dados existentes sao relativamente melhores. Contudo, as
informacdes disponibilizadas sobre tubarfes costeiros do Brasil ainda ndo sdo adequadas e
suficientes para a implementacdo de medidas que possibilitem o manejo das pescarias, sendo
este conhecimento na maioria dos casos ainda restrito a poucas espécies.

Séo identificadas como costeiras todas as espécies de elasmobranquios que ocorrem
desde a zona entre-marés até o limite batimétrico de 200 metros, que usualmente define a
plataforma continental, incluindo-se zonas estuarinas e formacdes recifais. Dentro desta
concepcdo podem ser identificadas também espécies de elasmobranquios consideradas de
ocorréncia restrita a regido costeira e também aquelas com apenas parte de seu ciclo vital
nessa area. Neste caso também sao consideradas as espécies comuns a plataforma continental
e insular. Algumas espécies, cor@archarhinus obscurus e Sphyrna zygaena, por outro
lado, apresentam ciclo de vida que sugere a presenca de neonatos e jovens na regiao costeira,

enguanto os adultos ocupam a area oceéanica (Motta et al., 1996)

1.1.2 Tubarbes Pelagicos

Tubardes pelagicos formam um grupo relativamente pequeno que representa cerca de
6% de todas as espécies de peixes cartilaginosos e possuem uma baixa diversidade em relacéo
aos Chondrichthyes costeiros. Sao espécies geralmente muito ativas, nadam grandes
distancias, habitam a coluna d'agua e ndo estdo intimamente associadas com o fundo do
oceano. Os componentes das ordens Squaliformes e Lamniformes se apresentam com a maior
diversidade entre as espécies oceanicas, enquanto os membros da ordem Carcharhiniformes
provavelmente possuem maior biomassa. As ordens Carcharhiniformes, Rajiformes e
Squaliformes possuem a maior diversidade entre as espécies semipelagicas, uma vez que nao
ha registro de quimeras (Chimaeriformes) oceanicas ou semipelagicas, sendo que a maioria
das espécies habita as plataformas continentais e insulares (Compagno 2008).

A grande maioria das espécies oceanicas vive toda ou grande parte de sua vida longe

de grandes massas continentais. Contudo, algumas habitam areas proximas as plataformas



continentais e insulares, em profundidades de cerca de 200 metros, podendo habitar também
areas costeiras para se alimentar, procriar ou participar de atividades de interacdes sociais. As
espécies semipelagicas penetram areas oceénicas, mas concentram-se principalmente nas
proximidades das grandes massas continentais, junto a plataforma continental (Compagno
2008). Com relacdo a sua distribuicdo, as espécies oceanicas podem ser epipelagicas,
encontrando-se confinadas as regides superficiais do oceano, em regides abrangendo desde a
superficie até profundidades de 200 metros; mesopelagicas, quando habitam areas de pouca
luminosidade abaixo da zona epipelagica, em profundidades que variam entre 200 e 1000
metros; ou batipelagicas, quando habitam areas sem luz a mais de 1000 metros de
profundidade, podendo alcancar até 2000 metros (Compagno 2008).

Em analise realizada considerando os ecomorfotipos dos tubarées, Compagno (1990)
determinou o agrupamento de diversos taxons que podem ou nado ser filogeneticamente
relacionados, mas que sdo associados por semelhancas morfologicas, de habitat ou de
comportamento. Os tubardes oceanicos apresentam alguns desses ecomorfotipos, sendo
classificados como taquipelagicos ou de alta velocidade por possuirem um morfotipo “tuna-
like”, com corpo fusiforme, nadadeira caudal em forma de lua, quilhas em seu pedunculo
caudal, altas temperaturas corporais e mecanismos circulatérios especializados na retencao de
calor para reforcar as investidas em altas velocidades, podendo permanecer em velocidades
menores por mais tempo. Sao representantes deste ecomorfotipo os membros da familia
Lamnidae, como o cagao-marrachioarina nasus), o tubardo-salmaolL( ditropis) e o
anequim [surus oxyrhinchus). Um provavel ramo especializado deste ecomorfotipo e
formando um subtipo de seu proprio, € o tubardo-fr@&drhinus maximus), que possui
uma forma Unica de filtragem dindmica para a alimentacdo, mas comparavel com os
mecanismos de alimentacdo de muitos teledsteos. TubarBes taquipelagicos alimentam-se
geralmente de organismos marinhos de tamanho moderado, mas ha um ramo chamado
arquipelagico que engloba a elite dos tubardes superpredadores, localizados no apice da
cadeia alimentar, que combinam tamanho grande e poderosas mandibulas que lhes permite
atacar e desmembrar presas ativas de grande porte e for¢ca, como outros tubardes, raias,

pinipedeos e cetaceos (Compagno 1990).

1.2 Exploragéo Pesqueira
Historicamente, o consumo da carne de tubarfes e raias manteve-se quase que restrito
as populacdes ribeirinhas até a poucas décadas. Contudo, com a reducdo dos estoques

pesqueiros mais tradicionais, 0 consumo deste tipo de carne passou a ser mais difundido e



apreciado. Outro expressivo fator de incentivo a pesca de elasmobranquios foi evidenciado
pelo consumo asiatico de nadadeiras de tubardes que, devido aos precos praticados no
comércio, tem promovido a captura de tubarbes em praticamente todos os mares. Dados
estatisticos sobre a exploracdo pesqueira da FAO tém registrado significativo aumento na
captura de elasmobranquios para abastecimento do mercado de pescado e também, de modo
especifico, do comércio de nadadeiras. Embora ocupando a oitava posi¢cao na captura mundial
deste recurso, o Estado de S&o Paulo responde pela captura de 75% dos elasmobranquios
explorados em toda a regidao sudeste do Brasil de acordo com Bonfil (1994). Entretanto,
segundo o relatorio da VIII Reunido do Grupo Permanente de Estudos (GPE) sobre Atuns e
Afins, esse € o0 Unico Estado da regido que possui registros de captura de elasmobranquios
(SBEEL, 2005). Por outro lado, os dados estatisticos existentes ndo abrangem a pesca
artesanal, o que pode ser constatado nas informacdes sobre a producao pesqueira de toda a
faixa litoranea brasileira. Nos registros de captura de elasmobranquios dos ultimos anos
elaborados pelo IBAMA (2007), apenas cerca de 20% dos individuos recebem alguma
mencgdo de identificagdo ao nivel de espécie, muitas vezes com a citagdo apenas do nome
popular, o que, certamente tem causado grandes deficiéncias na quantificacdo e qualificagao
do produto da pesca, além de desqualificar dados estatisticos das capturas. Neste sentido deve
ser ressaltado também que a deficiéncia de informacgdes sobre a biologia basica das espécies,
com restricdo de dados sobre a correta identificacdo, reproducao, crescimento, distribuicéo e
comportamento certamente contribui para mascarar as alteracdées populacionais que tém sido
detectadas em um grande namero de espécies.

Em um contexto global, um grande numero de espécies tem sido incluido na lista
vermelha das espécies ameacadas proposta pela “International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources — IUCN” (Camhi et al., 1998) devido principalmente a pesca
predatéria que recai sobre os componentes deste grupo. Nesse sentido, estudos realizados no
Brasil serviram de base para a inclusdo, nessa lista, de espécies ameacadas em aguas
brasileiras, inclusive espécies endémicas, a saber: a raia-Rudlaokfatos horkelli), o
tubardo-quati I6ogomphodon oxyrhynchus), tubardo boca de velha listraddustelus
fasciatus), o peixe-serraRristis spp.), tubardo-mangonaCarcharias taurus), tubaréo bico de
cristal (Galeorhinus galeus) e o cacdo-anjduatina spp.) (Lessa et al., 1999).

Mesmo com a crescente conscientizacdo sobre a vulnerabilidade da maioria das
espécies de tubardes e raias frente a exploragdo pesqueira (Castro et al., 1987; Camhi et al.,
1998), trabalhos de controle e manejo da exploracao das espécies deste grupo ainda séo pouco

expressivos, tendo como maior entrave a falta de informacdes basicas corretas sobre captura,



desembarque e comercializacdo. A maior parte do conhecimento sobre a abundancia das
populacdes de elasmobranquios em nivel mundial tem sido obtida por monitoramentos
realizados junto as frotas pesqueiras industriais (Bigelow et al., 1999; Graham et al., 2001;
Carbonell et al., 2003). Contudo, a estatistica ainda € incerta para diversas espécies e
inexistente para muitas outras, devido principalmente as similaridades morfologicas entre as
espécies e grupos e, na maioria dos casos, a pratica de pesca onde sao retiradas partes
importantes para identificacdo dos animais antes do desembarque.

Atendendo ao mercado asiatico, as nadadeiras sdo cortadas e acondicionadas
separadamente e para a melhor conservacdo da carne sao retiradas e descartadas as cabecas e
visceras dos individuos, sendo desembarcadas apenas as pecas conhecidas como charutos, no
caso dos tubarBes. Esta pratica interfere diretamente na identificacdo morfolégica dos
individuos, impedindo a sua caracterizacdo e a quantificagdo da pesca por espécie, sendo a
maior parte dos elasmobranquios desembarcados classificados na estatistica pesqueira
mundial apenas como cacdo ou raia (Mendonca et al., 2009a). Considerando-se que cada
espécie responde de forma independente as pressdes exercidas pelo ambiente e, neste caso, as
alteracdes causadas principalmente pela acdo do homem, é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de planos de recuperacdo e ordenamento de uma exploracdo sustentavel a
determinacdo de quais sao as espécies mais capturadas, em que regides da costa elas ocorrem
com maior frequéncia e quais populacbes ja apresentam problemas de decréscimo
populacional e maior risco de extingao.

No ambiente natural, as maiores ameacas aos elasmobranquios séo representadas pela
atividade pesqueira, pela destruicdo dos habitats e pela poluicdo do ambiente marinho, que
podem se apresentar como problemas para a administracdo da pesca e conservagao dos
estoques. Somam-se a estes fatores as limitagcdes ligadas a estratégia de vida das espécies
(Camhi et al. 1998). As caracteristicas do ciclo de vida do tipo K-Estrategista apresentado por
grande numero de espécies deste grupo de organismos tornam os Chondrichthyes frageis e
suscetiveis a sobrexploracdo, pois geralmente apresentam crescimento lento, maturacao
sexual tardia, baixa fecundidade e alta longevidade (Hoenig & Gruber 1990). Tais
caracteristicas constituem fatores limitantes para uma reacdo rapida das espécies a
mortalidade excedente imposta aos estoques pela sobrepesca, em decorréncia da estreita
relacédo entre estoque e recrutamento (Holden 1974; Holden 1977).

Os modelos utilizados na gestdo da pesca tradicional de teledsteos nao se aplicam aos
elasmobranquios, tornando o gerenciamento destes recursos extremamente complexo. Em

escala mundial, as dificuldades de manejo dos estoques de elasmobranquios aparecem



principalmente em decorréncia da falta de informagdes basicas sobre a dinamica de suas
populacdes. A atividade pesqueira envolve o paradoxo de que tubardes e raias tém baixo
valor econdmico, o que lhes confere baixa prioridade quando se consideram aspectos de
pesquisa e da conservagdo, ao passo que a demanda por subprodutos como as nadadeiras €
muito alta, estimulando o aumento da exploracdo (Bonfil 1994). Assim, principalmente
devido a intensa atividade pesqueira, verifica-se que novas espécies de elasmobranquios sao
incluidas a cada dia em todo o globo na lista vermelha das espécies ameacadas da
International Union for Conservation of Nature and Natural Resources - IUCN (Cambhi et al.
1998).

1.2.1 Pesca com Espinhel

Atualmente, cerca de 60% do peso total desembarcado como resultante das pescarias
oceanicas de atuns e peixes afins com espinhel tipo "longline" tradicional (multifilamento)
corresponde a tubarbes (Amorim, 1998). Nas capturas de espinhel monofilamento (q.v.
Evangelista et al., 1998 e Marin et al., 1997) dirigidas para espadgiteas gladius), os
desembarques de pecas de elasmobranquios representariam cerca de 20% do volume total.
Essa modalidade de pesca é desenvolvida geralmente além da plataforma continental ou sobre
bancos por embarcac¢des nacionais ou estrangeiras arrendadas. Este volume de pesca néo é de
aceitacao tranquila, pois estudos recentes apresentados pelo Programa de observadores de
bordo do Uruguai realizados frente a regido de Rio Grande demonstraram que a captura em
namero dos tubarbes pode alcancar até 63,9% do total (Marin et al., 1997). Experimentos
realizados com o Navio Oceanico Atlantico Sul da FURG, como parte do projeto ARGO,
também indicam uma participacdo numérica muito maior do que 20%, com fortes variagdes
sazonais. Nessas modalidades de pesca € comum a pratica do “finning” dos tubardes, ou seja,
a retiradas e utilizadas apenas das nadadeiras dos exemplares, sendo o corpo descartado no
mar (IBAMA, 1998). Desse modo, os desembarques nao refletem a participacdo das espécies
nas capturas, registrando-se apenas o desembarque de pecas sem identificacdo precisa
(Bonfil, 1994). Essa préatica, comum nas frotas sediadas no Brasil que se caracterizam
principalmente por serem contratadas por arrendamento, nao contribui de forma efetiva para o
conhecimento da biodiversidade do grupo. Além de impossibilitarem a correta identificacao
das espécies e o estabelecimento de estatisticas confiaveis, tornam pouco eficientes atitudes
de regulamentacéo e controle da pesca, do mesmo modo que dificultam a tomada de medidas

de conservacao e manejo adequado das populacdes e estoques.



1.2.2 Pesca com Redes

Uma frota de emalhe de superficie e fundo tem operado no Brasil em varias
localidades, com atividades de pesca nas regibes de Rio Grande (RS), Itajai (SC), Santos
(SP), Cabedelo (PB) e Natal (RN). Na auséncia de legislagdo pertinente no Brasil até 1998,
redes de até 7500 metros foram utilizadas no emalhe de superficie e de até 25000 metros no
emalhe de fundo em Itajai e Rio Grande. O tamanho destes instrumentos de pesca esta muito
além dos valores recomendados internacionalmente (2500 metros), sendo este apetrecho
considerado predatério e causador de sabidas interacdes para a fauna periférica, atingindo
diversas espécies que incluem mamiferos e tartarugas marinhas, grupos legalmente protegidos
(Marquez et al., 1998; Kotas et al., 1995).

A reducéo das capturas, com a consequente perda de rentabilidade, levou ao abandono
deste apetrecho em curto espaco de tempo no Nordeste do pais, sendo que a maioria das
embarcacOes até entdo utilizadas foi substituida por outras artes de pesca, embora estas ainda
persistam em um numero nao quantificado na regido do Estado da Paraiba. Atualmente pode
ser constatado que a pesca de emalhe de fundo ainda é também realizada em Rio Grande
durante todo o verdo com a utilizacdo de redes que, néo raro, sdo maiores do que atualmente é
permitido. Experimentos realizados por Kotas et al. (1995) demonstraram que no periodo de
1993 a 1996 a espéciphyrna lewini, alvo das capturas com este tipo de instrumento de
pesca em Santa Catarina comecou a dar sinais de decréscimo populacional devido a
sobrepesca.

Recentemente foram incluidas na lista de espécies ameacadas de extingdo no Estado
de S&o Paulo as seguintes espécies alvo da pesca de emalhe cmtelerias taurus,
Carcharhinus brevipinna, C. limbatus, C. obscurus, C. plumbeus, Pristis perrotteti, P.
pectinata e Ginglymostoma cirratum, em uma clara demonstracdo do elevado impacto dessa
arte de pesca sobre as populacdes de elasmobranquios do Sudeste do pais (g.v. Decreto Lei
42.838; Diario Oficial do Estado de S&o Paulo, vol. 108, no. 5 de 5/2/98). A partir de 1998,
através da Portaria do IBAMA no. 121 de 24/8/1998 tornou-se ilegal o uso ou transporte de
redes maiores do que 2500 metros, tanto para o emalhe de superficie (deriva) como para o
emalhe de fundo. Todavia, ndo se tem noticia até o momento da efetiva implementacdo dessa

portaria, com a devida fiscalizacdo das redes.

1.3 Identificagdo Molecular de Espécies
Muitos conceitos de espécie foram propostos ao longo da histéria, incluindo aquelas

referentes a abordagens tipoldgicas, morfologicas, biologicas, por isolamento reprodutivo,



filogenéticas, entre outras. Ainda que extensos debates sejam constantemente travados em
relacdo a esses conceitos de espécie (De Queiroz, 2005; Waugh, 2007), do ponto de vista
pratico sdo os taxonomistas 0s principais profissionais responsaveis pela caracterizacao
dessas entidades bioldgicas e sua classificacdo, tornando-as palpéveis e reconheciveis pela
atribuicdo de um nome especifico formulado de acordo com os codigos internacionais de

nomenclatura (Kéhler, 2007).

A atribuicdo de um nome nao constitui uma simples aplicacdo de regras de
nomenclatura, mas sim na elaboracdo de uma hipétese segundo a qual um determinado
conjunto de caracteres, usualmente morfolégicos, € capaz de identificar uma entidade
denominada espécie, com caracteristicas biologicas proprias e histéria evolutiva independente
de outras entidades bioldgicas similares. Esta hipdtese pode ser testada de diversas maneiras.
Adicionalmente, quando a descricdo das espécies € baseada em uma ampla base de dados,
elas se tornam hipdteses cientificas interessantes, permitindo a elaboracdo de predicGes
explicitas sobre os atributos dos organismos (Lipscomb et al., 2003).

Os dados morfolégicos foram, historicamente, os primeiros a serem utilizados na
identificacdo de espécies simplesmente pelo fato de que foram as primeiras ferramentas
disponiveis aos pesquisadores que iniciaram a sistematizacao do conhecimento sobre os seres
vivos. Com o desenvolvimento de novos métodos de estudos, outras metodologias foram se
tornando disponiveis para o estudo da biodiversidade, sendo que ha aproximadamente 30
anos, com o advento das técnicas moleculares, a analise de sequéncias de genes de DNA
ribossdmico passou a ser utilizada para investigar as relacdes evolutivas em niveis
taxondmicos superiores (Woese e Fox, 1977). A partir deste novo tempo, as pesquisas
utilizando sequéncias do DNA mitocondrial dominaram a Sistematica Molecular, com énfase
inicial para o periodo do final da década de 70 e inicio da década de 80 (Avise, 1994) e hoje
estd metodologia constitui um dos principais sustentaculos deste tipo de investigacdo, com
um umero crescente de revistas cientificas dedicadas exclusivamente a esse campo como
Molecular Phylogenetics and Evolution, Molecular Biology and Evolution e Journal of
Molecular Evolution, entre outras.

Entre os dados moleculares utilizados nas areas de taxonomia e de sistematica,
concorrem de modo associativo as analises citogenéticas, bioquimicas, os padrbes de
isozimas e dados imunolégicos e, mais recentemente, os dados moleculares, tendo por base as
sequéncias de nucleotideos do DNA (Hillis et al., 1996). Nos estudos taxonémicos, essas

‘novas’ categorias de dados tém sido sempre associadas aos dados morfolégicos, sem



pretender substitui-los e exemplos desse tipo de integracdo sao cada vez mais comuns, como
na descricdo dé&ymnotus sylvius (Albert et al., 1999), na descricdo de uma nova espécie de
tainha, Mugil rubrioculus (Harrison et al., 2007) e a descricdo de novas espécies de
Moenkhausia (Benine et al., 2009), entre muitas outras. Tais exemplos sdo particularmente
relevantes, pois sao referentes a identificacdo e descricdo taxonémica de novas espécies e de
géneros de peixes bastante complexos, que foram descritas apés o acumulo de evidéncias
citogenéticas e moleculares, que demonstravam a singularidade das amostras em estudos
comparativos aos seus respectivos congéneres.

Entre os elasmobréanquios, analises populacionais utilizando isozimas de uma suposta
Gnica espécie de cacao-argguatina argentina, de ocorréncia no sul do pais, revelaram a
existéncia de um complexo de trés espécies, possibilitando a descricdo das duas novas formas
até entdo tidas como espécies cripticas (Solé-Cava et al., 1983). Este fato € extremamente
relevante, considerando-se que ha mais de 25 anos atras os representantes deste género ja
eram considerados ameacados em aguas brasileiras.

Embora ferramentas moleculares tenham fornecido uma ampla gama de novas
oportunidades para estudar questdes em Biologia Evolutiva, como nos processos de
especiacdo e em Sistematica Filogenética, s6 recentemente foi proposto que um curto
segmento de 648 nucleotideos da extremidade 5’ do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |
(COI) seria suficiente, em muitos metazoarios, para identifica-los a nivel de espécie (Hebert
et al.,, 2003a, 2003b). O uso dessa metodologia, denomiDa#a barcode, ganhou
relevancia com a criacdo @wnsortium for the Barcode of Life (CBOL) em 2004, cuja meta
€ a criacado de um banco de dados de codigos de barra representando sequéncias parciais de
DNA do gene COI, com o objetivo de facilitar o processo de automac¢ao na identificagéo das
espécies e proporcionar uma melhor compreensédo e interpretacdo da biodiversidade global
(ver o sitio www.barcoding.si.edu para maiores detalhes). A consulta a literatura disponivel
mostra que outros segmentos génicos também tém sido sugeridos para esse mesmo fim, como
dos genes mitocondriais 16S rRNA e Citocromo B (Vences et al., 2005), além de uma lista de
genes com caracteristicas de identificacdo especifica de varia¢cdes entre individuos (Lahaye et
al., 2008), porém, por questbes de padronizacao e pelo seu aparente melhor desempenho, o
CBOL adotou como sequéncia padrao o fragmento citado do gene COI. Contudo, considera-
se que a associacao de metodologias e de marcadores pode e deve sempre ser utilizada para
uma identificacao correta das espécies.

Essencialmente, o que os usuarios da metodologiBN#e barcode pretendem é

tornar possivel a individualizacdo das formas biolégicas e facilitar a descoberta e



identificacdo de novas espécies (Moritz & Cicero, 2004). Os estudos realizados com esta
metodologia tém sido extremamente satisfatorios, apresentando um grau de resolucao
taxonOmica maior que 95% (Hebert et 2D03a, 2003b). DeSalle et al. (2005), reforcam a
proposicao do estabelecimento de uma ponte entre as pesquisas moleculares e morfologicas,
visando desta forma gerar o aprimoramento do processo de identificacdo de espécies. Tal
envolvimento metodoldgico certamente devera ampliar o conhecimento sobre a diversidade
de mecanismos envolvidos na origem das espécies e sua diferenciacdo, sendo de suma
importancia, portanto, a conducédo conjunta destes trabalhos por especialistas em Biologia
Molecular e Taxonomia.

Exemplos significativos da propriedade do usd®A barcode para a identificacao
de espécies estdo se tornando cada vez mais frequentes na literatura. Entre as referéncias
disponiveis com peixes pode-se citar o trabalho pioneiro de Lindstrom (1999) referente a
identificacdo molecular de larvas de gobiideos; o trabalho de Callejas e Ochando (2001), com
a identificacdo molecular de oito espécies Brbus da Peninsula Ibérica de dificil
identificacdo com o uso de marcadores morfolégicos; o trabalho de Comesafia et al., (2003),
onde os autores descrevem a identificacdo de espécies de linguado de interesse comercial; o
trabalho de Pegg et al., (2006), com a utilizacdo da técnibiNAebarcode para identificar
larvas de peixes coletadas na Grande Barreira de Recifes da Australia e os trabalhos de
identificacdo de faunas, como o apresentado por Ward et al., (2005) referente a identificagédo
de peixes marinhos da Austrdlia e o de Hubert et al., (2008), realizado com peixes de agua
doce do Canada. Deve ser ressaltado que outras aplicacbes possiveis desta metodologia
apresentam-se cada vez mais diversificadas, como o uso da identificacdo molecular dos
organismos componentes da dieta dos individuos, nos estudos de conteldo estomacal
(Symondson, 2002).

O desenvolvimento de ferramentas moleculares aplicados a identificacdo de espécies
tem se mostrado de grande importancia, sobretudo para a quantificacdo da exploracédo de
populacdes naturais, avaliacdo e fiscalizacdo do comércio de espécies sob a protecdo
governamental, assim como pode prover ferramentas para a certificagcdo de produtos
processados, agregando valor a sua comercializacdo. Trabalhos que visam a identificacdo
genética de produtos oriundos da pesca estdo sendo mais frequentes na literatura, com alguns
deles direcionados especificamente ao grupo dos tubarbes (Blanco et al., 2008; Magnussen et
al., 2007; Clarke et al., 2006; Shivji et al., 2005). Um trabalho mais recente foi apresentado
por Mendonca et al., (2009), no qual foi desenvolvida e aplicada uma metodologia de

identificacdo simultanea para nove espécies de tubardes fortemente explorados pela pesca na



costa brasileira, sendo algumas delas de distribuicdo e exploracéo global. Este método baseia-
se na utilizacdo de protocolos simples de PCR-multiplex e/ou PCR-RFLP, a partir da
composicao nucleotidica do gene Citocromo Oxidase | (COI). Outros dois trabalhos recentes,
também buscaram a identificacdo genética das Rhawbatos horkelli, R. percelens e

Zapteryx brevirostris, utilizando estas mesmas ferramen{®ariguela et al., 2009; De

Franco et al., 2009) Dentre as espécies de raids,horkelli € considerada em risco de
extincdo e sua pesca € proibida em toda a costa brasileira. Contudo, as dificuldades para
distincdo morfoldgica desta espécie com relacdo as demais espécies de raias que ocorrem em
simpatria, principalmente apdés a remocdo de partes como as cabecas dos individuos
capturados, tem tornado a aplicacdo da legislacdo vigente impraticavel ou ineficiente. Desta
forma, estes marcadores genéticos moleculares podem ser utilizados efetivamente na
fiscalizagdo da pesca e dos desembarques de pescado, contribuindo para a identificacao
correta e objetiva das espécies, além de possibilitar o desenvolvimento de bancos de DNA
para avaliacdes populacionais e estabelecimento de planos efetivos de manejo e conservacao
dos estoques pesqueiros.

O conhecimento atual e utilizacdo das ferramentas moleculares tém proporcionado sua
aplicacdo em diversas éareas, que incluem desde a identificacdo da biodiversidade, o estudo
das relacbes evolutivas entre os componentes dos sistemas ecologicos e, principalmente na
Gltima década, o auxilio no desenvolvimento de programas visando ao melhor manejo das
populacdes e o fornecimento de informacées que possibilitem o estabelecimento de
programas adequados de conservacao. Assim, este estudo esta iniciando a caracterizacdo da
diversidade genética das espécies de tubarbes e raias da costa do Estado de Séo Paulo,
componente de area oceanica identificada como Provincia Argentina, por meio da aplicacéo
de marcadores genéticos moleculares, procurando desenvolver e aplicar métodos forenses de
identificacdo dos componentes deste sistema. Considera-se que as informacdes obtidas
poderdo fornecer subsidios para uma avaliacdo mais consistente sobre as espécies de
elasmobranquios desta regido, a intensidade de captura nas atividades de pesca e o comércio
destes organismos na costa do Estado de S&o Paulo. Espera-se ainda que a identificacao
correta das espécies torne possivel o desenvolvimento de um banco genético das espécies de
tubardes e raias da regido, que possa ser de utilidade para a correta identificacdo das espécies,
contribuindo para a proposicdo de medidas que promovam a conservacdo das espécies de
tubardes e raias nesta regido, sobretudo daquelas mais ameagadas de extingao.
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2 Objetivos

Considerando as caracteristicas bioldgicas, evolutivas e taxondmicas dos
elasmobranquios, a crescente exploracdo pesqueira e 0s problemas relacionados a sua
quantificacdo e controle nas atividades da pesca, este estudo busca caracterizar a diversidade
das espécies de tubarfes da costa do Estado de Sdo Paulo com a aplicacdo de ferramentas
moleculares. Procurar-se-a desenvolver e utilizar métodos genéticos de identificacdo
molecular das espécies de tubardes capturadas, visando estabelecer marcadores espécie-
especificos que possam auxiliar na correta identificacdo e caracterizacdo das espécies e, em
decorréncia dos dados obtidos, avaliar a captura e comércio de elasmobranquios na costa
deste Estado com dados por espécie, obtidos durante os procedimentos de desembarque dos
produtos. Estas informacdes permitirdo identificar também a possivel existéncia de espécies
cripticas.

Por outro lado, a obtencdo e catalogacdo das amostras deverdo resultar no
estabelecimento de um banco genético contendo material preservado das espécies capturadas
para estudos populacionais moleculares, visando o ordenamento de informacdes para
subsidiar programas de manejo adequados de exploracdo sustentavel dos estoques pesqueiros

das espécies de tubarbes nesta regiao.

2.1 Objetivos especificos
No sentido de ampliar o conhecimento sobre este grupo de organismos, pretende-se:

1. desenvolver marcadores moleculares especificos que permitam a identificacdo dos

produtos de desembarque de pescado relacionado ao comércio de elasmobranquios;

2. caracterizar a composi¢do nucleotidica do gene mitocondrial COl como candidato ao
desenvolvimento de marcadores eficientes para a identificacdo de espécies de tubardes da

costa do Estado de S&o Paulo, componente da Provincia Argentina;
3. avaliar e identificar a possivel ocorréncia de espécies cripticas;

4. avaliar a captura e comercializacdo de tubardes com dados por espécie nos importantes
centros de desembarque da costa do Estados de S&o Paulo, em localidades da Baixada

Santista, Ubatuba e Cananéia, utilizando os marcadores moleculares desenvolvidos;

5. criar e organizar um banco genético das espécies de tubarbes de ocorréncia na costa do
Estado de S&o Paulo, com vistas a realizagdo de estudos populacionais moleculares.
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3 Material e Métodos

3.1 Delineamento do trabalho
As atividades referentes ao trabalho foram antecedidas por trés etapas fundamentais:
a) Sequenciamento e analises de amostras das espécies de tubardo que sdo mais abundantes
no litoral brasileiro para a montagem do banco de dados comparativo.
b) Coleta de material biolégico de Elasmobranquios capturados nos principais entrepostos
pesqueiros do litoral paulista.
c¢) Identificacdo molecular das amostras por duas técnicas fundamentais, sendo a primeira o
PCR multiplex comprimers espécie-especificos. Em seguida, para as amostras nao
identificadas pelo PCR multiplex, foi utilizada uma segunda técnica que consistiu na
analise de DNA barcode. Com esta técnica, as sequencias de todas as amostras foram
comparadas com as informac¢des do banco de dados das espécies que ocorrem no litoral
brasileiro (banco de dados gerado na etapa a).
A partir do estabelecimento dos marcadores moleculares e dos métodos a serem
aplicados nas analises, foram processadas as amostras obtidas nos locais de coleta.

3.1.1 Montagem do banco de dados.

O banco de dados foi montado a partir de amostras previamente identificadas
morfologicamente e classificadas por especialistas, sendo que alguns exemplares foram
fixados e depositados na colecédo de peixes do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes,
do Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias da UNESP. Nem todos os
exemplares puderam ser depositados em cole¢des biolégicas muitas vezes devido ao tamanho
dos individuos que podem chegar a varios metros de comprimento. Nesse sentido, a fim de
garantir a repetibilidade e a maior consisténcia e confiabilidade para o banco de dados, foi
realizado o sequenciamento de trés segmentos génicos de cada amostra, sendo estes referentes
ao COlI, ao Citocromo B, (Cit B) e ao sitio de DNAr 16S (16S). Esses seguimentos foram
blastados no GenBank buscando possivel afinidade e identificagdo com sequéncias
depositadas e cujos voucheestivessem depositados em colec¢des bioldgicas.

Foram assumidas cinco diferentes modalidades de identificacdo para atribuir nomes
especificos as amostras que compunham o banco de dados, sendo 1) ID Total - quando todos
0S seguimentos génicos de uma determinada amostra indicavam afinidade de 100% com uma

espécie e essa era a mesma indicada pela identificagdo morfolégica, sendo que neste caso de



identificacdo total a amostra era relacionada diretamente a espécie; 2) ID Morfolégica —
guando as sequencias dos trés genes analisados ndo mostrassem compatibilidade de 100%
com alguma sequéncia presente no GenBank, cujo voucher estivesse depositado em cole¢des
biolégicas, sendo neste caso assumida a nomenclatura atribuida pela identificacao
morfolégica; 3) ID Molecular - quando um ou mais segmentos génicos apresentaram
identidade com sequéncia presente no GenBank, sendo esta proveniente de individuos
presentes em colecdo. Nesse caso, mesmo que a identificacdo morfoldégica apontasse para
uma espécie diferente, foi adotado o nome do exemplar presente em colecfes bioldgicas,
garantindo assim que os dados pudessem ser checados. 4) ID Parcial - quando nem todos os
tipos de identificacdo (morfol6gica, COIl, 16s, CitB) possuiam 100% de similaridade com
alguma espécie. Nesse caso foi adotado o nome do exemplar presente nas identificacdes
positivas; e 5) ID Incongruente — quando foram encontradas diferentes indicacdes de nomes,
sendo neste caso adotado o nome atribuido pela maioria das identificac6es. Um resumo dos
critérios adotados para a nomeacdo das amostras do banco de dados esta apresentado na
Figura 1. As sequencias de COI dos individuos presentes em nosso banco de dados serviram
como base comparativa para a atribuicdo de nomes para todas as amostras obtidas nos

desembarques comerciais.
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Figura 1 - Esquema da representagédo dos padrdes de identificacdo adotados no trabalho para

a montagem do banco de dados utilizados no presente estudo.



3.1.2 Amostragem e locais de coleta

As amostras foram obtidas em desembarques de frotas artesanais, obtidas por petrecho
de redes e de frotas industriais, obtidas por petrecho de espinhel, em localidades situadas nos
municipios de Cananéia (litoral sul do Estado de Séo Paulo), Santos (regido central do litoral
do Estado de Sao Paulo) e Ubatuba (litoral extremo norte do Estado de Sdo Paulo), que

representam uma porcéo do litoral da regido do talude Sudeste-Sul do Brasil (Figura 2).

T
Rio-de Janeiroy

Figura 2 - Porcdo da plataforma Sudeste-Sul do Brasil, abrangendo regido do litoral compreendida
desde o Estado do Rio de Janeiro até o Estado do Rio Grande do Sul. Sdo discriminados os pontos de
coleta no litoral do Estado de Sao Paulo, identificados por Cananéia, representado pelo marcador (C)
(24°49'507S/47°54'58"0) e pela elipse amarela representando a area de atuacao dos barcos pesqueiros
desde Santos até a Ilha do Mel, PR; por Santos, representado pelo marcador (S)
(23°46'307S/46°19'38"0), com atuagdo dos barcos que atuam na area representada pela elipse
vermelha; e Ubatuba (U) (23°11'18"S/45°04'01"0) no litoral norte, com barcos atuando na area
representada pela elipse verde.

Na plataforma Sudeste-Sul do Brasil, que abrange a regido do litoral compreendida
desde o Estado do Rio de Janeiro até o Estado do Rio Grande do Sul, estdo discriminados os

pontos de coleta de amostras identificados por Cananéia (24°49'50"S/47°54'58"0), com



regido de atuacdo dos barcos pesqueiros representada pela elipse amarela, com area desde
Santos (SP) até a llha do Mel, PR; por Santos, considerado o maior ponto de desembarque
pesqueiro (23°46°'30"S/46°19'38"0) e com regido de atuacdo dos barcos pesqueiros desde as
plataformas petroliferas no Rio de Janeiro (P) (22°51'107S/40°36'20"0) até lItajai (I)
(26°44°147S/48°36'02"0), area representada pela elipse vermelha; e Ubatuba, no litoral norte
(23°11'187S/45°04°'01"0), representada pela elipse verde, com area de atuacdo dos barcos
pesqueiros desde Santos (23°46'307S/46°19'38”0) até a regido das plataformas petroliferas
no RJ (P) (22°51'107S/40°36°20"0).

As coletas de amostras foram realizadas no periodo de abril de 2011 a janeiro de 2013,
totalizando 4892 amostras de diferentes espécies de tubardes, sendo 2330 provenientes de
Cananéia, 1337 de Ubatuba e 1225 de Santos. As amostras de tecido extraidas dos
exemplares foram preservadas em etanol 95%. Alguns dos espécimes coletados foram fixados
inteiros em formol 10%, conservados em alcool 70% e identificados com os respectivos
nameros devoucher, sendo utilizado o namero 48004 para a espiltistelus canis e de
48005 a 48007 par&hizoprionodon sp. Estes exemplares encontram-se depositados e
referenciados na colecdo do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes do Instituto de

Biociéncias, UNESP, campus de Botucatu.

3.1.3 Identificagdo molecular dos espécimes
3.1.3.1 Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido com a utilizacdo de protocolos de trés metodologias
distintas, sendo a primeira referente a extracdo salina descrita por Aaabap(1997); na
segunda foram utilizados kits de extragdo como Phire® Animal Tissue Direct PCR, seguindo
as instrucdes do fabricante e a terceira utilizou o processo de extragao por placas com filtro
(AcroPrep™96Filter Plates, Pall Life Sciences), conforme descrito por IVAN@VA.,
(2006).

3.1.3.2 Amplificagéo e sequenciamento

A amplificacédo de todos os seguimentos do DNA mitdcial foi realizada utilizando
reacdes em cadeia de polimerase (PCR) comrio®rs descritos na Tabela 01, utilizando
12,54 de solucdo contendo 84 de agua ultra-pura autoclavada, Lf7de tampéo 1X
KAPA Taq Tampao B°CR (que inclui MgCI2), 0,2Qu de dNTP, 0,2Gu de MgCb, 0,25l
de primer Forward (gene especifico) a i, 0,25ul de primer Reverse (gene especifico) a
10 uM, 0,2 ul de Tag DNA Polimerase ( Kapa Taq DNA Polimerase), al de DNA. A



PCR foi realizada seguindo o seguinte programa: denaturacdo inicial a 98°C durante 4
minutos, seguida de etapa de 35 ciclos dos passos de denaturacédo a 98°C durante 5 segundos,
55°C durante 5 segundos para anelamento e extensédo a 72°C durante 30 segundos. Apo6s
esses ciclos foi realizada a extenséo final durante 2 minutos a 72°C. Os segmentos de DNA
amplificados foram visualizados apods eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando
Bluegreen®, sob luz azul.

Os segmentos génicos resultantes foram purificados com ExoSap e submetidos a uma
reacdo de sequenciamento conh @g pré-mix (fornecido no kit - Dye-Terminator), | 2le
produto de PCR purificado (gene especifico) ed2ucadgrimer, os mesmos utilizados para
a amplificacdo e cada segmento génico. Esta solucéo foi em seguida submetida as seguintes
condicbes de tempos de ciclagem e temperatura, sendo 0s passos 2 a 4 repetidos 30 vezes: 1)
96° por 2 minutos para desnaturacgao inicial; 2) 96° por 30 segundos para desnaturacéo; 3) 56°
por 15 segundos de anelamento gasners;, e 4) 60° por 1 minuto de extensdo da cadeia
nucleotidica final. Em seguida, o produto dessa reacéo foi purificado com lavagens sucessivas
com Etanol, preparando-o para a checagem da composi¢ao nucleotidica em sequenciador ABI
3130 (Applied Biosystem®)

Na Tabela 1 estdo relacionados @smers utilizados para as amplificacdes e
sequenciamento dos segmentos génicos. O Seguimento do COI foi utilizado tanto para a

montagem do banco de dados quanto para a identificagdo das amostras por DNA barcode.

Tabela 1 - Lista dos primerstilizados na montagem do banco de dados.

FishF1  5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC- Ward et al.,
3 (2005)
FishRl  5-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA- Ward et al.,
3 (2005)
16s F 5-ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3' Palumbi et al.,
(1996)
16s R 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’ Palumbi et al.,
(1996)
Cit-b F 5-CCATCCAACATCTCCGCATGATGAAA- Branicki et al.,
3 (2003)
Cit-b R 5-CCCCTCAGAATGATATTTGGCCTCA-3’ Branicki et al .,
(2003)




3.1.3.3 lIdentificacdo por PCR Multiplex

Para identificacdo das espécies foi utilizada inicialmente a metodologia de PCR-
Multiplex, sendo que comprimers espécie-especificos foram utilizados os mesmos obtidos
por Mendoncat al., (2009), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2- Primers espécie-especificos utilizados no presente trabalho, seguindo indicacéo de
Mendonga et al., (2009).

Isurus oxyrinchus 5 CTTCCACTT GGCTGG GTATCTCG 3 280
Rhizoprionodon porosus 5'CCC ATT AGC TAG TAATA 3 340
Rhizoprionodon lalandii 5 TCA ACC TGG ATC TCTTTT AGG T 3' 620

As reacOes de amplificacdo foram realizadas incluindwimer Fish F, utilizado
como controle positivo da reacdo, epomer Fish R, além de outros @imers espécie-
especificos para identificacdo, além do DNA gendmico de cada uma das amostras.

Na realizacdo das reacdes foram utilizados os seguintes componentek:d&2,5u
solucédo contendo 8,fl de agua ultra-pura autoclavada, J7de tampédo 1X KAPA Taq
Tampéao BPCR (que inclui MgCl2), 0,2Qul de dNTP a 1QuM, 0,25 ul de primer Fish F a
10uM, 0,25 ul de primer Fish R a 10uM, mais 0,20ul de cada um doprimers espécie-
especificos descrito por Mendongtaal ., (2009), 0,2ul de Tag DNA Polimerase (Kapa Taq
DNA Polimerase) e 1l de DNA das espécies. Esta solucédo foi em seguilmetida as
seguintes condi¢Oes de tempos de ciclagem e temperatura, sendo 0s passos 2 a 4 repetidos 30
vezes: 1) 95° por 5 minutos para desnaturacdo inicial; 2) 95° por 30 segundos para
desnaturacao; 3) 50° por 30 segundos de anelamenforidess; 4) 72° por 1 minuto de
extensdo da cadeia nucleotidica e 5) 72° por 7 minutos de extenséo final.

Apéds a reacdo de PCR-Multiplex é feita a checagem do produto amplificado em gel
de agarose (2%), coloracao utilizando Bluegreen® sob luz azul para a visualizagdo de
fragmentos com tamanhos caracteristicos para cada espécie e possibilitando a identificacao

simultanea de diversas amostras (Figura 3).



3.1.3.4 Identificacdo por DNA Barcoding
Construcao da matriz de dados.

As sequéncias consenso do gene COI para cada amostra foram estabelecidas com a
aplicacdo do programa Geneious Pro 5.4.2 (Drummond et al. 2010). No mesmo programa
foram realizados alinhamentos utilizando o algoritmo MUSCLE com os parametros de
defout, sendo posteriormente realisadas correcoes manuais de erros de alinhamento evidentes,
buscando identificar também possiveis erros de sequenciamento e stop codons
Teste barcoding gap

As analises pelo programa ABGD foram realizadas via acesso remoto ao servidor no
site http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html (acesso Maio/2014), seguindo o
default do programa como sugerido por Puillandre et al. (2012a) e Kekkonenn e Hebert
(2014) com o modelo Kimura-2P. ABGD é um procedimento automatico de identificacéo
que formaclusters de sequéncias de possiveis espécies, com base em distancias par-a-par e
nas diferencas entre as variagdes intra e inter-especificas (barcoding gap) (Puillandre et al.,
2012a; Puillandre et al., 2012b).

Analise de GMYC

Para a analise de GMYC é necessario estimar uma arvore ultramétrica com
comprimentos de ramos. Para isso, foi realizada uma reconstrucéo filogenética pelo método
Bayeseano com a aplicagdo do programa Beast 2.0.1. (Rambaut et al. 2014). Essa arvore foi
construida pelo modelo de relogidaxed lognormal clock usando o modelo darth-death
processes como prior. Para tanto, foram realizadas duas dorridas simultaneas (duas Monte
Carlo Markov Chains - MCMC) com i@eracdes cada e as arvores foram salvas a cada
1000 geracbes. O resultado das duas corridas foram somados &posing de 20%
realizado no TreeAnnotator 1.5.3. A arvore ultramétrica foi covertida para o fonevetl
no programa Figtree 1.31. A analise de GMYC propriamente dita foi realisada no programa R
(R Development Core Team 2013) com o SPLITS package (http://r-forge.r-
project.org/projects/splits/) pelo método de Single Theresold em parametro padrao.

Desenho de primergspécie-especificos.

Para o desenho dpsimers espécie-especificos foi utilisado o Programa Gene Runner
3.0.5., buscando formular segmentos com aproximadamente 22 pares de bases (pb), com T
melting=58 °C (z+ 2), de modo que ndo formassem dimbeopings e loops internos. Esses
primers foram agrupados em trés conjuntos, com o intuito de separar qualquer uma das 17

espécies de tubarbes mais abundantes na costa atlantica. Neste procedinpentey s



espécie-especificos de cada conjunto sdo separados por pelo menos 100 pb (£ 20), sendo esta
uma distancia adequada para a visualizacdo em eletroforese em gel de agarose.

Os conjuntos derimers tém por finalidade a identificacdo dos individuos de modo
analogo ao processo utilizado pelas chaves dicotbmicas morfologicas. Tal procedimento
possibilita discriminar qualquer uma das espécies de tubarbes mais pescados no atlantico com

no maximo 2 reacfes de PCR multiplex.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultado das coletas

Foram realizadas 8 coletas que resultaram numa amostragem de cerca de 4944
individuos do grupo dos elasmobranquios provenientes de capturas realizadas na regiao
indicada na Figura 2 e relacionadas na Tabela 3. Nesta tabela esta representada a nomeclatura
dada pelos pescadores assim que ocorre o desembarque. Sabe-se, contudo, que ao utilizar
nomes populares, as identificagbes especificas podem ficar prejudicadas pelo fato de um
mesmo nome reunir individuos de mais de uma espécie, ou ainda ora por uma espécie
apresentar mais de um nome popular decorrente principalmente de sua captura em diferentes
localidades. Identificacdo das amostras

Observa-se nessa primeira identificacdo que existe ao menos 14 espécies de tubarbes
capturados, cabendo ressaltar que 86% dos espécimes capturados nao foram identificados
morfologicamente, nem pela nomeclatura popular e tampouco pela nomenclatura cientifica.
Este resultado € bastante significativo por demonstrar o grau de desconhecimento sobre as
espécies pescadas na costa brasileira.

Do total de amostras analisadas, 1225 individuos foram coletados na localidade
Santos, sendo que dos 312 individuos relacionados no periodo frio 225 foram coletados por
redes e 87 por espinhel, enquanto dos 913 coletados no periodo quente, 726 foram coletados
por redes e 187 por espinhel. Em Ubatuba foram coletadas 1337 amostras, sendo que dos 472
individuos capturados na época frio, 67 foram coletadas por espinhel e 405 por redes,
enquanto no periodo quente foram coletadas 865 amostras, sendo todas coletadas por
espinhel. No porto de Cananéia foram coletados 2330 individuos, sendo que das 1426
amostras coletadas no periodo quente, 317 foram coletadas por espinhel e 1109 por redes,

enquanto no periodo frio foram coletadas 904 amostras, sendo todas coletadas por redes.

4.2 ldentificagcao molecular cruzada

No total foram amostradas 14 espécies de tubardes na costa do Estado de S&o Paulo,
além de um grande numero de exemplares que ndo puderam ser identificados
morfologicamente (Tabela 3). Por outro lado, os valores de captura tiveram grande variacao
guanto a regido e mostraram-se diretamente relacionados a arte de pesca utilizada e a estacao
do ano, conforme demonstrado na Tabela 4 e nas Figuras 4 e 5. Estas ilustracfes evidenciam

o fato de que as espécies Rhysoprionodon lalandi, R. porasussurus oxyrhinchus séao



Tabela 3 - Dados das coletas realizadas por periodo e tipo de amostragem [rede de emalhe (Em) e espinhel (Es)].

Abril/11 Julho/11 Outubro/11 Janeiro/12 Abril/12 Julho/12 Outubro/12 Janeiro/13 Total
Nome Popular
Am Am Ap Am Ap Am Ap Am Ap Am Ap Am Ap Am Ap

Cacao-nao-identificado visualmente 462 445 3715 51 3jo8 08 2 359 70 275 253 637 187
Cacao-azulR. glauca) 8 2 5 15
Cacgéo-mangonaC( taurus) 3" 2 5 1 11
Cacéo-anequinl (oxyrinchus) 2m 1 57+1 290 3 1 88 443
Cacao-cambeve§phyrna sp.) 8+3" 2 5 12 29 73 2 124
Cacao-machote 6+5" 1 12
Cacéo-rola-rolaRhizoprionodon sp.) g 5 3 13
Cacéo-azeitero 1 1
Cacao-bahia 1 1 2
Cacao-galha-preta 1 1 2
Cacéo-marteloglewini) 3 3
Cacao-marteloS zygaena) 2 2
Cacéao-tigre 2 4 1 7
Cacédo-anjgSquatina sp.) 39 21 2 62
Cacéo-bico-doceMustelus sp.) 1 1
Total 4944

Am = amostra adquirida no mercado de peixe local;
Ap = amostra adquirida junto a pescador amador.
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realmente as espécies mais pescadas na regiao, tal como mostrado em Mendonca et al.
(2009b), seguidas po®phirna lewini. Sphirnalewini € um caso especial, uma vez que

pode ser coletada quase constantemente durante todo o ano, consideragcéo esta independente
da arte de pesca utilizada. Essa constatacdoo poderia estar diretamente relacionada ao modo
de vida pelagico costeiro & lewini. Por outro lado, também foram capturadas em menor
abundancia espécies como S zygaerRionace glauca e Carcharhinus falciformes. E
conhecido qué’rionace glauca e Carcharhinus falciformes tém preferéncia por aguas mais
guentes &phyrna zygaena teve sua captura por redes de emalhar, sendo que a grande maioria
dos individuos capturados era constituida de jovem e neonatos. As e$iaegesrdo

cuvier, Isurus paucus, Carcharias taurus, Carcharhinus signatus e Mustelus canis foram

menos abundantes nas capturas, sendo consideradas como fauna acomganbtatohy (

(Tabela 6).

Tabela 4 - Caracterizacdo das amostras de tubarbes coletadas nos municipios de Ubatuba,

Santos e Cananéia entre 2011 e 2013, identificadas por marcadores genéticos especificos pela

técnica de PCR-Multiplex (preto) e de sequenciamento (vermelho).

R. lalandii 52,71%
R. porosus 130 118 0 0 248 12,58%
S. lewini 11 149 14 3 177 8,98%
S. zygaena 4 28 0 0 32 1,63%
C. falciformis 0 0 87 6 93 17,70%
I. oxyrinchus 0 0 344 5 349 4,72%
P. glauca 0 0 13 10 23 1,17%
G. cuvier 0 0 4 0 4 0,51%
I. paucus 0 0 2 0 2 0,26%
C. taurus 0 0 2 0 2 0,26%
M. canis 0 1 0 0 1 0,13%
C. signatus 0 0 1 0 1 0,13%




Nas Figuras 4 e 5 esta representada a abundancia de captura e consequente obtencao
de amostras por periodos do ano (quente e frio), demonstrando aos valores de amostragem
para cada espécighizoprionodon lalandii apresentou resultados melhores valores de captura
no periodo quente com 567 individuos amostrados, enquanto que 472 amostras foram obtidas
no periodo frio. Da espécighizoprionodon porosus foram amostrados 130 individuos no
periodo quente, sendo 118 amostras obtidas no periodo frio. Ja eSpéc® lewini
apresentou valor de amostragem de 24 individuos no periodo quente e 152 individuos no
periodo frio, do mesmo modo que para a espguigrna zygaena a maior abundancia de
amostras também ocorreu neste periodo, com 4 individuos capturados no periodo quente e 28
amostrados no periodo frio. A espétsarus oxyrinchus teve uma representacdo de 344
amostras para o periodo quente e apenas 5 amostras para o periodo frio, enquanto a espécie
Carcharhinus falciformes teve uma amostragem de 87 individuos no periodo quente e 6 no
periodo frio. A amostragem da espéeréonace glauca mostrou valores de 13 individuos no
periodo quente e 10 amostras no periodo frio. Entre as espécies nao identificada ou de pouca
representatividade na amostragem, os valores foram destacados em vermelho na Tabela 4,

com 1 amostra no periodo quente e 9 amostras no periodo frio.
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Figura 4 - Abundancia absoluta das espécie capturadas e comercializadas no Estado de Séo
Paulo em numeros de individuos identificados nas estacdes do ano primavera e verdo que é o

periodo quente (barras verdes) e outono e inverno como periodo frio (barras vermelhas).
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Figura 5 - Abundancia absoluta em porcentagem das espécies capturadas e comercializadas
no Estado de S&o Paulo, onde as barras verdes representam o porcentual de captura nos
periodos quentes e as barras vermelhas representam a captura nos periodos frios,

demonstrando a influéncia do periodo de captura na abundancia de espécies e espécimes.

Dentre as amostras de Cananéia, foram identificadas oito espécies, sendo
Rhizoprionodon lalandii a mais abundante (614 amostras ou 65,88%), seguida por
Rhizoprionodon porosus (154 amostras ou 16,52%Jarcharhinus falciformes (87 amostras
ou 9,33%), Sphyrna Lewini (64 amostras ou 6,87%), Sphyrna zygaena (6 amostras ou 0,64%),
Isurus oxyrinchus (3 amostras ou 0,32%Rrionace glauca (2 amostras ou 0,21%) e
Galeocerdo cuvier (2 amostras ou 0,21%). (Tabela 07)

Em Ubatuba foram identificadas oito espéceegsurus oxyrinchus foi a mais
abundante (331 amostras ou 58,58%), seguid&imaoprionodon lalandii (155 amostras ou
27,44%),Sphyrna lewini (33 amostras ou 5,85%¢hizoprionodon porosus (31 amostras ou
5,49%),Sphyrna zygaena (6 amostras ou 1,07%Prionace glauca (6 amostras)Galeocerdo
cuvier (2 amostras) e Carchariastauryd amostra) (Tabela 8)

Ja no municipio de Santos foram identificadas 11 espécies de tubarbes capturados
por métodos de pesca oceanica como espinhel e também obtidas de pesca artesanal. Nessa
localidade a espécie que apresentou maior abundancihifmiprionodon lalandii (272
amostras ou 57,15%), seguida @phyrna lewini (80 amostras ou 16,80%3hizoprionodon
porosus (64 amostras ou 13,45P6Sphyrna zygaena (20 amostras ou 4,20p6Prionace
glauca (16 amostras ou 3,36p0lsurus oxyrinchus (14 amostras ou 2,94%0Carcharhinus
falciformes (6 amostras ou 1,260l surus paucus (2 amostras ou 0,42Y0Carcharias taurus



(1 amostra ou 0,21¥% Mustelus canis (1 amostra ou 0,21¥%e Carcharhinus signatus (1

amostras ou 0,21%)Tabela 9).

Tabela 5 -Caracterizagdo das amostras identificadas em Cananéia utilizando PCR-Multiplex

e DNA Barcode, discriminando as artes de pesca e estacédo do ano.

Espécie Multiplex Sequenciam Quente Frio  RedesEspinhel
R. lalandii 577 37 614 372 242 614 O
R. porosus 125 29 154 80 74 154 0
S. lewini 0 64 63 6 58 64 0
S. zygaena 0 6 6 0 6 6 0
C. falciformes 0 87 87 87 0 0 87
P. glauca 0 2 2 2 0 0 2
G. cuvier 0 2 2 2 0 0 2
I. oxyrinchus 0 3 3 3 0 0 3

Tabela 6 - Caracterizacdo das amostras identificadas em Ubatuba utilizando PCR-Multiplex e

DNA Barcode, discriminando as artes de pesca e estacao do ano.

Espécie Multiplex  Sequenciam Quente  Frio Redes Espinhe
R. lalandii 135 17 155 0 155 155 0
R. porosus 19 11 31 0 30 30 0
S. lewini 0 33 33 10 23 23 10
S. zygaena 0 6 6 0 6 6 0
l. oxyrinchus 305 28 333 333 0 0 333
P. glauca 0 6 6 6 0 0 6
G. cuvier 0 2 2 2 0 0 2
C. taurus 0 1 1 1 0 0 1

Tabela 7 -Caracterizacdo das amostras identificadas em Santos utilizando PCR-Multiplex e

sequenciamento, discriminando as artes de pesca e estacao do ano.



Espécie Multiplex  Sequenciam Quente Frio Redes Espinh
R. lalandii 0 272 196 76 155 272 0
R. porosus 0 64 50 14 30 64 0
S. lewini 0 80 8 72 23 73 7
S. zygaena 0 20 4 16 6 20 0
C. falciformis 0 6 0 6
I. oxyrinchus 0 14 9 5 14
P. glauca 0 16 6 10 0 0 16
I. paucus 0 2 2 0 2
C. taurus 0 1 1 0
M. canis 0 1 1 0
C. signatus 0 1 1 0

4.3 Banco de dados:
A identificagdo prévia de 27 espécies naturais foi feita com base nas caracteristicas

morfolégicas e em sequéncias génicas especificas provenientes de espécies constantes do
banco de dados existente. Tais informacdes e o tipo de identificacdo utilizado estdo dispostos

na Tabela 8.

Tabela 8 -Representacao das identificacdes utilizadas na montagem do banco de dados.

Espécie Cdédigo | Identificagédo | Identificagdo | Identificagdo | Identificagao Tipo de
GenBank | morfoldgica por COI por 16S por Cit b Identificacéo
Sphyrna zygaena | FJ519527.1 OK OK OK OK Total
(SP2)
Fhyrna tudes OK OK OK OK Total
(SPD)
Sphyrna tiburo FJ519645.1 OK OK OK Parcial
C)
Sohyrnalewini | JQ365581.1 OK OK OK OK Total
(SPL)
Sphyrna FJ519641.1 OK OK Parcial
mokarran (SPM)
Carcharhinus FJ519617.1 OK OK OK Parcial
longimanus
(GCY




Carcharhinus FJ519163.1 OK OK OK OK Total
signatus (CC9)
Carcharhinus FJ519558.1 OK OK OK Parcial
plumbeus (CCP)
Carcharhinus JQ365260.1 OK OK OK OK Total
limbatus (CCL)
Galeocerdo FJ519913.1 OK OK OK OK Total
cuvier (TIG)
Negaprion FJ519231.1 OK OK Parcial
brevirostris
(NGB)
Carcharhinus FJ519108.1 OK OK OK OK Total
leucas (CCE)
Rhizoprionodon | JQ365529.1 OK OK Parcial
lalandii (RHL)
Prionaceglauca | FJ519242.1 OK OK OK Parcial
(BH)
Rhizoprionodon FJ519582.1 OK OK OK Parcial
terraenovae (RHT)
Rhizoprionodon | FJ519273.1 OK OK OK OK Total
porosus (RHP)
Carcharhinus FJ519557.1 OK OK OK OK Total
acronotus (CCN)
Carcharhinus FJ519080.1 OK OK OK OK Total
falciformes (FAL)
Carcharhinus OK OK OK OK Total
perez (CP2)
Carcharhinus FJ519157.1 OK OK OK Parcial
porosus (CCR)
Carcharhinus | GU804990.1 OK OK OK Parcial
brevipinna (CCB)
Carcharhinus JF493066.1 OK OK Parcial
obscurus (DUS)
Carchariastaurus | JF493075.1 OK OK OK OK Total
(CCM)
Isurus oxyrinchus | JX124792.1 OK OK OK OK Total
(SVA)
Alopias vulpinus | JF492809.1 OK OK OK OK Total
(ALV)
Alopias OK OK OK Total
superciliosus
(BTH)
| surus paucus FJ519628.1 OK OK OK OK Total
(LMA)

Para as analises foram utilizadas somente sequéncias com grau de similaridade
intraespecifica acima de 98%, conforme apresentado na Tabela 4, estas sequencias foram
rodadas no Mega6 para a obtencao da variabilidade genética. A maior distancia genética entre
todas as espécies foi de 26,54%, observada é&ntres paucus (LMA) e Carcharhinus

porosus (CCR). Entre os Lamniformes foi de 13,34%, identificada eD#reharias taurus



(CCT) e Alopias wulpinus (ALV) e Alopias superciliosus (BTH) e de 19,98% entre
Pseudocarcharias kamoharai (PSK) e Isurus oxyrinchugfSMA) e Isurus paucus(LMA).

Entre os Carcharhiniformes foi observada uma variagcdo genética nos géneros
Sphyrnidae e Carcharhinidae, sendo de 9,12% &phwna tudes (SPD) eSphyrna lewini
(SPL) e de 9,56% entrgphyrna lewini (SPL) e Sphyrna zygaena (SPZ) eSphyrna tiburo
(SPJ). Entre as espécies deste género também foi observada uma variacdo genética de 6,38%
entreJphyrna tudes (SPD) eSphyrna tiburo (SPJ) e de 11,59% ent8hyrna tudes (SPD) e
Shyrna mokarran (SPK); ja a espécigphyrna zygaena (SPZ) teve uma variagdo de 9,41%
na comparacao corgphyrna mokarran (SPK) e de 10,55% coifohyrna zygaena (SPZ) e
Sohyrna tiburo (SPJ), A espéci&hyrna mokarran (SPK) mostrou valor de variacdo de
10,47% para com Sphyrna tiburo (SPJ).

No género Carcharhinus, a variacdo genética encontrada na d’ipegjeionodon
terraenovae (RHT) foi de 10,59% para com as espécdischarhinus perez (CPZ) e
Galeocerdo cuvier (TIG); e de 9,97% par&archarhinus porosus (CCR) e Carcharhinus
signatus (CCS). J& a variacdo genética entRbizoprionodon terraenovae (RHT) e
Carcharhinus acronotus (CCN), Carcharhinus falciformes (FAL), Carcharhinus plumbeus
(CCP),Prionace glauca (BSH), Carcharhinus brevipinna (CCB), Carcharhinus longimanus
(OCS) eCarcharhinus obscurus (DUS) foi de 8,98%; entr&hizoprionodon terraenovae
(RHT) e Rhizoprionodon lalandii (RHL) a variacdo genética foi de 3,09% e entre
Rhizoprionodon terraenovae (RHT) e Rhizoprionodon porosus (RHP) foi de 0,48%. A
espécieRhizoprionodon porosus (RHP) mostrou uma variacdo genética de 10,70% para com
a espécieCarcharhinus perezi (CPZ); de 9,71% par&archarhinus porosus (CCR) e
Carcharhinus signatus (CCS) e de 9,05% entr&hizoprionodon porosus (RHP) e
Carcharhinus acronotus (CCN), Carcharhinus falciformes (FAL), Carcharhinus plumbeus
(CCP) ePrionace glauca (BSH). Com relacdo a espédrhizoprionodon lalandii (RHL),
foram observados valores de variacdo genética de 11,23% para com a @alsédcerdo
cuvier (TIG), de 8,19% para cofarcharhinus signatus (CCS) e 8,75% para com as espécies
Carcharhinus falciformes (FAL), Carcharhinus plumbeus (CCP), Prionace glauca (BSH),
Carcharhinus brevipinna (CCB), Carcharhinus longimanus (OCS) eCarcharhinus porosus
(CCR). Ja a espeéciearcharhinus limbatus (CCL) mostrou valores de variacdo genética de
6,40% para com as espécigsizoprionodon terraenovae (RHT), Rhizoprionodon lalandii
(RHL) e Galeocerdo cuvier (TIG) e de 2,58% parBrionace glauca (BSH); enquanto valores
de 1,87% foram encontrados en@ar charhinus limbatus (CCL) e Carcharhinus falciformes
(FAL), Carcharhinus plumbeus (CCP) eCarcharhinus signatus (CCS); de 1,44% para entre



Carcharhinus acronotus (CCN) e Carcharhinus longimanus (OCS) e de 0,03% para com
Carcharhinus brevipinna (CCB).

A espécieCarcharhinus perezi (CPZ) teve uma variacdo de 10,50% para com
Galeocerdo cuvier (TIG), enquanto a espedialeocerdo cuvier (TIG) teve uma variacao de
8,90% para comCarcharhinus obscuros (DUS). Ja Carcharhinus longimanus (OCS)
apresentou valores de variacdo genética de 1,72% par@araharhinus obscurus (DUS) e
Carcharhinus perezi (CPZ). Porém, a maior distancia entre as espécies do género
Carcharhinus foi de 12,70% entrephyrna tiburo (SPJ) eGaleocerdo cuvier (TIG),
Carcharhinus plumbeus (CCP) eRhizoprionodon porosus (RHP), enquanto a menor foi de
0,03% entre Carcharhinus limbatu¢CCL) e Carcharhinus brevipinna (CCB).

4.4 ldentificagdo molecular

Do numero total de amostras, cerca da metade (2441) foi submetida a identificacao
molecular, sendo que destas as analises foram realizadas com exito em 1971. Em todas as
amostras coletadas nos pontos de Cananéia e Ubatuba foi aplicada a técnica de Multiplex. E
aquelas que ndo tiveram suas identificagcbes confirmadas por estas técnica (436), foram
submetidas ao procedimento de sequenciamento. Todas as amostras de Santos foram
submetidas diretamente a técnica de sequenciamento, sendo que, contudo, nessa amostragem
nao foram utilizadas as amostras da esp&gi@tina sp. pela falta de sequéncias no
GenBanck discriminando as espécies para a montagem do banco de dados para identificagéo

genetica.

4.4.1 Identificacdo por multiplex.

A técnica de PCR multiplex demonstrou grande eficiéncia na identificagdo das
espécies, discriminando 1160 amostras com 99% de preciséo, ja que nao houve a presenca de
falsos positivoso. Por outro lado, a eficiencia de aplicacdo desta metodologia nao foi total,
uma vez que foram detectados alguns casos de falso negativo. Algumas amostras que néo
haviam sido distinguidas pela técnica de PCR multiplex foram sequenciadas e identificadas
comoRhizoprionodon lalandi, R. porosus e Isurus oxyrhinchus. Contudo, com a utilizacdo da
técnica de PRC multiplex foram identificadas 712 amostr&s kdéandii, 144 amostras de.

porosus e 305 amostras de |. oxyrinch{Bigura 6).
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Figura 6 - Figura 6A representa a confiabilidade da PCR-multiplex, onde as barras em verde
apresentaram 99% de identificacdo para as espécies, enquanto as barras em vermelho
representam as amostras que nao foram identificadas. A Figura 6B demonstra 0 niumero de
amostras identificadas (barra verde) por esta metodologia, totalizando 712 amostras
identificadas e 48 amostras nédo identificadas (barra vermelhalRpatandii; 144 amostras
identificadas e 44 amostras nao identificadas Pagrosus e 305 amostras identificadas e

28 amostras nao identificadas para I. oxyrinchus.

4.4.2 ldentificacdo por DNA Barcode.

Foram obtidas sequencias barcode com comprimento médio de 600pb para 12
espécies. Apos a edicdo das sequéncias foi montada a matriz com 306 caracteres, sendo 176
conservados, 130 varidveis e destes, 13 com mutacdes exclusivas. Nao foram observados
stop-codons, insercbes ou delecdes dentre as sequencias. A composi¢cdo nucleotidica da
matriz final foi de 25,1% de adenina, 16,8% de guanina, 24,8% de citosina e 33,2% de timina.
4.4.2.1 Definicdo genética das espécies (analise de ABGD).

A analise de ABGD utilisando parametros padrdes revelou a presenca de 33 grupos
de espécies, porém apenas 27 destas sdo constituidodugers de amostras. Esta
informacé&o é importante, pois amostras isoladas que sao indicadas como entidades bioldgicas
podem muitas vezes tratar-se de sequéncias de ma qualidade. Nesse caso adotou-se uma
postura conservadora, considerando-se apenas a identificagdo das amostras que né&o

apresentaram sequéncias exlusivas, ou seja, as 27 possiveis espécies.



4.4.2.2 Definicdo genética das espécies (analise de GMYC).

A analise debranch lengths confirmou a existéncia de linhagens mitocondriais
distintas, uma vez que explotando as linhagens através do tempo é possivel identificar o
momento onde ocorre a mudangca entre nos intra e interespecificos (Threshold
Time=0.008689167) como sugerido em Pons et al. (2006). A analise de GMYC identificou
20 ML unidades evolutivas independentes (UEI) (intervalo de confianca entre 15 a 28), sendo

gue todas as entidades sdo compostas por mais de um individuo.



Discussao




5 DISCUSSAO

Estudos envolvendo a utilizacdo de marcadores mlakesu na identificacdo de
tubardes tem sido relatados em diversos trabalhos (Waald, 2005; Hubertt al., 2008;
Valdez-Morenoet al., 2009), demonstrando grande eficiéncia e aplicabilidade. Com este
objetivo e utilizando técnicas de PCR-multiplex com o uso do gene COI, o mesmo utilizado
no presente estudo, Mendongtaal., (2009) descreveram este método para caracterizar a
exploracéo da pesca de diferentes espécies de tubardes. Do mesmo moaebaM@@05)
analisaram 61 espécies de elasmobranquios, tendo observado uma divergéncia genética media
de 15.46% entre familias, 9.93% entre géneros e 0.39% entre espécies, Manhdinca
(2009a) também analisou sequencias nucleotidicas do mesmo gene em 18 espécies de
tubardes tendo, contudo, observado divergéncia genética bastante significativa de 1,2% entre
espécies de mesmo género. Estas afirmacdes sao corroboradas pelos resultados obtidos no
presente trabalho onde também foram identificados niveis expressivos de divergéncia
genética media que atingiram valores de 22,33% entre famliid;78% entre géneros foi e
de 0,03% entre espécies do mesmo género; porém, um alto grau de conservagdo foi
observado entre individuos da mesma espécie.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram também que a utilizacdo de
mais de doisprimers em ensaios de PCR-Multiplex se constitui num método rapido e
confiavel para discriminar com uma eficiéncia de 99% de confiabilidade trés espécies que
apresentam distribuicdo geral em todo o litoral do Estado de S&o Paulo e tém sido
intensivamente pescadas. Tal metodologia se mostra extremamente eficiente na correta
identificacdo das espécies, principalmente nos casos em que as caracteristicas morfolégicas
que poderiam servir como parametros efetivos de diferenciacdo se apresentam muito
semelhantes ainda mais considerando as condi¢des que 0s espécimes apresentam no momento
do desembarque, sem cabeca e nadadeiras. Esses dados também reforcam e estdo em
concordancia com os resultados obtidos em estudo realizado portPankK2000), que
identificaram com a aplicacdo da técnica de PCR-Multiplex duas espécies de tubarbes de
grande representatividade nas capturas mas morfologicamente muito semelhantes,
Carcharhinus obscurus e C. plumbeus. Esta técnica se caracteriza por ser rapida, eficiente e
de baixo custo, diferindo dos métodos que exigem etapas de restricdo enzimatica e
sequenciamento que encarecem sua aplicacao (Heist e Gold, 1998; Mendonca et al., 2009).

Algumas desvantagens atualmente encontradas na aplicacdo desta metodologia

incluem a limitacdo do atual conjunto de marcadores especificos das espécies disponiveis,



bem como a possibilidade dos marcadores ndo serem 100% precisos para as espécies. Assim,
no presente trabalho foram também utilizadas outras técnicas de identificacdo de espécies
como a do DNA barcoding, que utilipaimers universais para amplificar parte do gene COlI.

Esta metodologia analisa a variagdo das sequencias dentro da espécie e, em nivel muito mais
elevado, entre as espécies. As sequencias sdo submetidas as comparacdes no BOLD (Barcode
of Life Data System) (Ratnasingham e Hebert, 2007), onde estas sao alinhadas e comparadas
com as sequencias depositadas no sistema, numa abordagem que visou complementar o
processo de identificacdo das espécies de tubardes para as quais ndo foi possivel realizar a
identificacdo por PCR-Multiplex.

Do numero total de amostras (4944) resultantes do processo de obtencédo de material
proveniente de individuos capturados na regido de estudo, cerca da metade (2441) das
amostras foi submetida a identificacdo molecular, tendo resultado como éxito em 1971
amostras. Todas as amostras coletadas nos pontos de Cananéia e Ubatuba foram submetidas a
técnica de Multiplex para identificacdo e aquelas que néo tiveram suas identidade confirmada
por estas técnica (470), foram submetidas ao procedimento de sequenciamento, com a
aplicacdo da técnica de barcode. A técnica de sequenciamento foi aplicada de modo direto nas
amostras provenientes de Santos, ficando fora das analises apenas &gsig@esp. pela
falta de sequéncias no Genbanc.

A utilizacdo da técnica de PCR multiplex demonstrou grande aplicagdo na
identificacdo das espécies de tubardo, discriminando 1160 amostras com 99% de preciséo,
uma vez que nao houve a presenca de falsos positivoso. Por esta metodologia puderam ser
identificadas 712 amostras &elalandii, 144 amostras dB. porosus e 305 amostras de
oxyrinchus (Figura 3). A eficiéncia de aplicacdo desta metodologia s6 néo foi total pelo fato
de terem sido detectados alguns casos de falso negativo. Contudo, para aquelas amostras em
que a caracterizacdo nao pode ser resolvida pela técnica de PCR multiplex, o material
genético foi sequenciado e comparado as referéncias do barcode, tendo sido identificadas
como Rhizoprionodon lalandi, R. porosus e Isurus oxyrhinchus. Nos casos de identifi¢do
pelo barcode, foram utilizadas sequencias de DNA daaegitocondrial com comprimento
médio de 600pb para 12 espés que revelaram uma compési nucleoidica da matriz final
de 25,1% de adenina, 16,8% de guanina, 24,8% de citosina e 33,2% de timina.

Pela andlise geral de todas as atividades de captura e obtencéo de amostras € possivel
notar a intensa relacdo de ocorréncia das espécies e a época de captura. A Figura 4 mostra que
as diferencas na relacdo entre estacdo do ano e proporcdo de captura Sao pouco



representativas para as espéciefeoprionodon, demonstrando que a arte de pesca pode

ser um fator importante para o manejo dessas espécies nesta regiao de colgvhyripara

lewini esta relacdo se mostra completamente diferente, com maior concentracao de captura no
periodo frio, enquanto que pdsarus oxyrinchus a maior concentragdo de captura ocorre no
periodo quente. Portanto, qualquer atividade relacionada ao controle da pesca e manejo destas
epécies visando sua conservacdo deveria considerar os elementos principais da relacéo
estabelecida entre os equipamentos de pesca e as épocas de captura.

O ponto de coleta com maior nimero de espécies e amostras obtidas foi o de Santos,
onde a demanda de produtos dos elasmobranquios se mostrou maior talvez pelo fato do porto
deste municipio ser relativamente maior quando comparado com 0s dos outros municipios
amostrados. Este fato mostra que este ponto de desembarque merece uma maior atengdo em
relacdo as estatisticas de captura das espécies mais exploradas nesta regido de pesca, podendo
estabelecer processos que promovam a correta identificacdo dos individuos capturados, entre
0S quais certamente estariam espécies ameacadas.

Em todos os locais de coleta foi identificada a utilizacdo de instrumentos de pesca
artesanal (redes) e industrial (espinhel), denotando abundancia de espécies tanto costeiras
guanto oceanicas, de acordo com as artes de pesca utilizadas. Neste sentido, o ponto de coleta
Santos teve maior representacdo de espécies Ewimpace glauca, Isurus oxyrinchus,
Carcharhinus falciformes, Isurus palcos e Carcharhinus signatus, consideradas espécies
oceanicas, além dghyrna lewini, considerada uma espécie oceanico-costpoeém, nas
amostras também foram identificadas espécies costeiras Bbrmgprionodon lalandii,
Rhizoprionodon porosus, Sphyrna zygaena, Mustelus canis e Carcharias taurus.

No ponto de coleta do municipio de Ubatuba, as amostras identificadas mostraram
também um panorama tanto de pesca artesanal como de pesca industrial, com espécies
oceanicas e costeiras. As analises especificas revelaram a ocorréncia de espécies como
Prionace glauca, Isurus oxyrinchus, Galeocerdo cuvier, Carcharias taurus, Rhizoprionodon
lalandii, Rhizoprionodon porosus, Sphyrna zygaena e Sphyrna lewini. Do mesmo modo, o
local de coleta do municipio de Cananéia apresentou um panorama tanto para pesca industrial
como de pesca artesanal, sendo caracterizada a ocorréncia de espéckts zopmonodon
lalandii, Rhizoprionodon porosus, Sphyrna lewini, Sphyrna zygaena, Carcharhinus
falciformes, Galeocerdo cuvier, Prionace glauca e Isurus oxyrinchus. A analise das amostras
revelou que houve diferenca na captura de espécies por localidade, principalmente entre

aguelas que mostraram diferencas quanto aos apetrechos e tipos de pesca utilizados, uma vez



que as espécies oceanicas sao freqientes nas pescarias industriais e as espécies costeiras sao
freqlentes em pescarias artesanais.

As espécies que puderam ser identificadas no presente trabalho correspondem a dois
grupos de elasmobranquios que se apresentam como muito explorados, os Lamniformes e 0s
Carcharhiniformes, que representam uma grande parcela das espécies capturadas no Brasil. A
ordem Lamniformes agrupa os tubarbes oceanicos epipelagicos de grande porte,
representando grande porcentagem das capturas efetuadas no Brasil e também em diversas
regides do mundo, podendo ser destacados os valores de captura ddsespgoigrinchus
pela frota de espinhel (Costa et al., 1996).

Ja a ordem Carcharhiniformes foi representada nas capturas pelos tubarbes das
familias Carcharhinidae e Sphyrnidae, selimnace glauca (Carcharhinidae) a espécie
mais capturada no ambiente pelagico pela frota de espinhel principalmente no Brasil (Hazin e
Lessa 2005). Os tubardes do génehtzoprionodon (Carcharhinidae) representam mais de
50% dos pequenos tubardes capturados na zona costeira pela frota artesana @iptta
2006). Os valores de captura referentes a familia Sphyrnidae foram representados no presente
trabalho pelas espéci§shyrna lewini e Sphyrna zygaena, que assim comBrionace glauca
sdo os principais alvos da pesca nas aguas oceanicas das regides Sudeste e Sul do Brasil
(Vooren, 2005), tanto em ambientes costeiros, onde individuos jovens sdo também capturados
e processados, quanto nos ambientes oceanicos, onde sdo capturados individuos adultos e de
maior porte. Pelo fato destas espécies terem ocorréncia em todo litoral de S&o Paulo, a
captura € geralmente feita com redes de emalhar de superficie, nas areas localizadas entre a
plataforma externa e o talude, onde a distribuicdo espactlzggaena € semelhante a &
lewini. Deve ser considerado que a presséo de pesca tende a afetar a distribuicdo das espécies
e também diminuir a capacidade de recuperacédo dos estoques, 0 que certamente implica em
maior vulnerabilidade para sua extingdo (Vooren 2005). O presente trabalho também
identificou a abundancia das espécfaslewini e S zygaena nesta area de estudo,
evidenciando maior ocorréncia para a esp&iéewini nos trés pontos de amostragem
estudados em relacédo a S. zygaena.

Por se tratar de uma espécie oceanico-costeira (Sadowsky, 1965; Gadig, 1994)
Sohyrna lewini é muito visada pelo mercado de exportacdo devido ao alto valor comercial de
suas nadadeiras, além do fato de que a carne dos neonatos tem boa aceitacdo no mercado
interno, principalmente nos Estados de Sdo Paulo e Santa Catarina. Foi observado que nos
desembarques totais das frotas de emalhe de superficie referentes a pesca de

elasmobranquios, os valores de peso para a esfphyia lewini representaram 77,8% em



1993 e 28,5% em 1995 (SBEEL, 2005), identificando um processo crescente e determinante
de diminuicdo e esgotamento dos estoques desta espécie. Tal situacao foi confirmada pelos
resultados do presente trabalho que identificaram durante o estudo das amostras coletadas
novos valores de baixa na abundanciaSd®rna lewini, tendo esta espécie representado
apenas 8,71% da captura total. O mesmo processo parece estar ocorrendo com a espécie
Shyrna zygaena, que apresentou valor de captura de 1,63% da pesca total. Tais valores
estatisticos surpreendentes e alarmantes poderiam ser decorrentes do fato de que estas
espécies, assim como ocorre nas capturas de grandes tubarBes-martelo, serem objeto da
pratica do finning, fazendo com que as estatisticas sejam referentes as carcacas
desembarcadas, determinando o registro de valores incorretos sobre as quantidades de
individuos pescados e desembarcados (Kotas, 2004). As estatisticas de desembarque no sul
do Brasil se referem a Sphyrna lewini e Sphyrna zygaena em conjunto (Vooren, 2005).

Em analise da pesca com rede de emalhar de superficie na regido Sudeste e Sul do
Brasil, Kotas (2004) observou que 76% do total da producdo era represent&ihypa
lewini em relacdo &phyrna zygaena. Capturas com rede de emalhar de deriva ao longo da
regido Sul do Brasil revelaram que em um curto espago de tempo, os estoques do tubaréo-
martelo deram sinais de diminuicdo dos estoques devido a sobrepescat(Kotd995). A
ampla distribuicdo de ocorréncia apresentadaSplayrna lewini em todas as localidades do
presente estudo deve-se principalmente ao fato de ser oceanico-costeira e, neste caso pode
apresentar resultados em todas as artes de pesca utilizadas nesta area. Neste sentido, em
estudos relacionados a abundancia das espécies nesta area, Kotas (2004) observou que 0s
resultados da pesca sédo bastante abrangentes, uma vez que apesar da pesca ser direcionada
principalmente para os tubarfes-martelo, existe também captura acidental representativa de
outras espécies de elasmobranquios cdrizoprionodon lalandii e Rhizoprionodon
pOr osus.

Os tubarbes do génerBhizoprionodon constituem-se num importante recurso
econdmico para a pesca, onde representam frequentemente cerca de 50 a 60% dos cacdes
capturados (Motta, 2001). Tais evidéncias demonstram a grande ocorréncia das espécies deste
género na pesca costeira na plataforma continental, sendo, contudo, estas informacdes
classificadas como deficientes pela IUCN por falta de dados sobre sua biologia. Neste
sentido, deve entédo ser ressaltado que maior atencdo deveria ser direcionada ao estudo e
distribuicdo destas espécies, mostrando a importancia de um correto monitoramento das
espécies e do uso sustentavel destes recursos. Em estudos realizados sobre a fauna de

tubardes da costa norte e nordeste do Brasil, Gadig (1994) afirm&htaoprionodon



porosus € mais abundante nessas regifes, sé&tnizoprionodon lalandii mais comum no
sudeste. Essas afirmacdes foram corroboradas por trabalhos realizados em alguns pontos da
faixa costeira no sudeste brasileiro (Ferreira, 1988; Silva e Gadig, 1994) e também pelo
presente trabalho, onde foi encontrada uma abundéancia maidripzogrionodon lalandii

do que par#&hizoprionodon porosus nesta area.

De acordo com Lessa et,q1999), a pesca artesanal com redes € responsavel por boa
parte da captura de elasmobranquios ao longo de toda a plataforma continental brasileira,
aparecendo as espécies do gérihiaoprionodon como as mais comuns nestas pescarias.

Esta referéncia foi corroborada pelos dados do presente trabalho, tendo sido observado como
resultado da amostragem uma maior abundancia das espécies deste género nos locais onde
foram realizadas pescas artesanais, representando 65,29% do total de capturas de tubarbes no
Estado de Séo Paulo. Segundo (Namora, 2@¥2pprionodon lalandii tem sido a espécie

mais capturada pela pesca artesanal nesta regido litoranea, representando quase 60% da
captura total de cacbes, sendo seguida pela edpéicmprionodon porosus com 16% da

captura total. No presente estudo os resultados apresentados comprovaram alta frequéncia de
ocorréncia destas espécies no desembarque de pesca artesanal, s&firogrie@nodon

lalandii representou valor correspondente de captura total de 52,71%, enquanto para
Rhizoprionodon porosus foi encontrado valor de 12,71%. Tais valores também corroboram os
dados relatados por Sadowsky (1971), Gonzalez (1995) e por Motta et al., (2006), que
obtiveram resultados semelhantes quando relataram a preseRrgaopei onodon lalandii e

R. porosus nas capturas de elasmobranquios nesta mesma regiao.

Ja para as espécies oceanicas, Vooren (2000) estimou que a frota atuneira atuante nas
regides Sudeste e Sul do Brasil foi responsavel pela captura de 186.000 exemplares de
tubar6es em 1997, dos quais se tem relato estatistico apenas de cerca de 30.000 individuos
capturados, sendo que 156.000 foram descartados atrafiésidg Este numero indica que
83% dos tubardes capturados ndo chegaram a ser desembarcados, o que implica que a
estatistica pesqueira ndo representou a producao real deste periodo.

O tubarédo mako, Isurus oxyrinchus uma espécie oceanica com habitos epipelagicos e
ocorre em aguas tropicais e temperadas em todo o planeta, sendo freqiientemente encontrado
em aguas entre 16°C e 22° C (Compagno, 2001; Stevens, 2008). Esta espécie ocorre em toda a
costa do Brasil, principalmente nas areas oceéanicas onde é frequentemente capturada pelos
barcos espinheleiros. Trabalho realizado por Montealegre-Quijano (2005), em Itajai-SC com
capturas com espinhel pelagico, ocorreu a presen¢suide oxyrinchus, sendo a segunda

espécie de tubardo mais capturada depois do tubaréBreandce glauca, indicando grande



ocorréncia desta espécie na costa Sul do pais. O presente estudo constatou uma abundancia da
espéciel. oxyrinchus muito maior do que par®. glauca, devido a atuacdo de barcos
espinheleiros em Ubatuba destinados a pesca desta espécie de tubarédo na regiaarao RJ.
oxyrinchus representa uma porcentagem importante das capturas dos grandes tubardes
oceanicos epipelagicos e se destaca entre as espécies capturadas pela frota de espinhel, tendo
os valores de captura saltado de 13 toneladas em 1975 para 138 toneladas em 1990, com base
nas embarcacées que operam no Sudeste e Sul do Brasil (Costa ¥19@). Tais
informacgdes parecem coincidir com os dados obtidos no presente trabalho, uma vez que os
pontos de amostragem das coletas que foram realizadas em barcos que realizaram a pesca
oceanica mostraram valor representando 17,71% da captura total.

De acordo com Clarke et al., (200€grcharhinus falciformes representou 3,5% do
total de tubarbes comercializados em Hong Kong, sendo esta abundancia justificada pelo
habito pelagico e por ser uma espécie de grande interesse econdémico, relacionada entres as
trés principais espécies no comercio internacional de nadadeiras (Clarke et al., 2006). As
oscilagbes na captura de tubardes do gé@archarhinus no sudeste do atlantico esta
relacionada com a pesca de atuns e com a estratégia da frota brasileira para a captura alvo
segundo Hazin et al., (2007), visando apenas esporadicamente a captura desses tubarfes. Ja a
espécieCarcharhinus signatus € comumente pescada na regido nordeste da costa brasileira
por redes de emalhar, sendo uma das espécies alvo das atividades de captura, chegando a
atingir cerca de 90% da producao total dessa pescaria em bancos oceanicos da cadeia norte
(Lessa et. al., 1999a). Por outro lado, segundo Kotas (2004) a captura desta espécie na regiao
sudeste-sul esta relacionada com a fauna acompanhante na pescaria de espinhel direcionada
para a captura de espadaiiolias gladius).

Segundo Amorim et al(2011) entre os periodos de 1975 e 1995, a frota atuneira
sediada em Sao Paulo utilizou o espinhel de meia-agua, que foi sendo substituida nos anos
pela pesca com o espinhel de superficie. A analise dos dados da atividade pesqueira no
Atlantico Norte entre 1992 e 1995 sugere que um complexo de espécies do género
Carcharhinus, entre as quaisC. falciformis, C. signatus e C. plumbeus diminuiu
significativamente na ordem de valores de 70% (Bonfil, et al., 2007). As esfg&cies
falciformis e C. signatus sdo bastante abundantes durante a primavera, principalmente pela
preferéncia por aguas quentes (Compagno, 1999), sendo o fato do baixo numero de
individuos capturados de ambas as espécies durante este periodo possivelmente explicado
pela expressiva diminuicdo da frota atuneira ocorrida no sudeste do pais, que passou de 16

barcos em 1993 para apenas 3 em 2009 (Amorim, &04dl1). No presente estudo verificou-



se que o valor comparado de captur&decharhinus falciformis foi de 4,72% e apenas uma
amostra deCarcharhinus signatus foi registrada pelos barcos da frota industrial de
espinheleiros atuneiros, uma vez que tafito falciformis quanto C. signatus estéo
classificadas na IUCN como quase ameacadas e vulneraveis a pesca (Bonfi2@a7al
Samanta et al., 2011).

Compagno (1984) relata q@aleocerdo cuvier € uma espécie costeira e insular; seu
parto ocorre durante os periodos de primavera e verdo. Esta espécie ndo tem sido muito
frequentemente relatada entre os produtos de pesca na regido Sudeste-Sul, sendo mais comum
a sua captura nas regides Norte e Nordeste do pais. No presenteaeatudstragem de
individuos desta espécie também foi pouco frequente, com apenas 4 individuos capturados
durante os periodos da primavera e do verdo, sem qualquer referéncia de capturas durante os
periodos de outono e inverno.

Segundo dados da NPOA (2005), a espéCwcharias taurus praticamente
desapareceu nos desembarques efetuados em portos pesqueiros das regides Sudeste e Sul,
ocorrendo apenas e eventualmente capturas ocasionais na pesca de arrasto e espinhel,
condizendo com a baixa abundancia verificada. Considera-se que tal fato seja devido a
ocorréncia de intensa sobrepesca nestas regides costeiras, 0 que levou a classificacdo desta
espécie como extremamente ameacada de extincdo na regido Sul (Branstter e Musik, 1994).
No presente trabalho foram identificadas apenas duas amostras desta espécie durante o
periodo de amostragem, devendo ser consideradG.daerus tem sua proibicdo de pesca e
da comercializacdo expedidas por tempo indeterminado, segundo a SBEEL (2005).

Entre as espécies da familia Triakidae, do grupo dos Carcharhinifomes, a espécie
Mustelus canis tem distribuicdo geogréafica ampla e com a maior abundéncia conhecida na
regidao Nordeste, principalmente em profundidades abaixo de 100 metros (Lessa et al., 1999;
Gadig et al., 2001). Nas regibes Sudeste e Sul, a esg@@isenta uma distribuicdo mais
homogénea, sendo frequentemente capturada sobre a plataforma continental (Lessa et al.,
1999; BRASIL, 2006), principalmente por redes de emalhar de fundo, que nestas regides tem
como objetivo principal a pesca de elasmobranquios (Motta, 2006). Esta espécie aparece
como quase ameacada na classificacdo da lista vermelha da IUCN (Conrad 2005)

A lista oficial de espécies ameacadas de peixes foi publicada em duas Instrucdes
Normativas do MMA (MMA, 2004, 2005), sendo constantes desta relacdo 12 espécies de
Chondrichthyes ameacadas de extincdo e oito espécies sobre-exploradas ou ameacadas de
sobre-exploracdo. A partir de 2009, o MMA, através do Instituto Chico Mendes de

Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), deu inicio a um novo processo de atualizacdo da



Lista Oficial das Espécies Ameacadas da Fauna Brasileira e, como uma das metas, indicou a
avaliacdo ou reavaliacdo do estado de conservacdo de todas as espécies de Chondrichthyes
gue ocorrem nas regides costeiras brasileiras.

O presente estudo constatou a presenca de doze espécies que estdo incluidas na Lista
Vermelha dalnternacional Union for Concervation of Nature (IUCN), sendo que seisse
encontram em situacdo de Vulneravel a Pe&alepvini, S zygaena, C. signatus, I.
oxyrinchus, |. paucus e C. taurus); quatro aparecem como Quase Ameaca@agalciformis,

G. cuwvier, P. glauca e M. canis), aparecendo aindd. lalandii com dados deficientes R

porosus como pouco preocupante. Dentro deste contesto, contudo, deve ser considerado que
as especieS. lewini, S. zygaena, C. falciformis e C. taurus, que se apresentam como espécies
estritamente proibidas para a pesca pelo IBAMA, continuam a ser capturadas pela frota

pesqueira.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do presente trabalho refletem a situagcdo pouco ordenada de captura e do
processamento dos produtos de pesca das espécies de Elasmobranquios que ocorrem na costa
brasileira e, de modo especifico, nas regibes Sudeste e Sul do pais, consideradas como
componentes da Provincia Argentina. Neste sentido, e de modo especifico para este grupo de
organismos, 0s parametros determinantes de estatisticas corretas e confiaveis sobre o nimero
de espécies existentes, sua correta identificagdo, suas caracteristicas biologicas e os resultados
dos processos de exploracdo dos estoques naturais ficam prejudicados também pelo fato de
que a similaridade morfolégica entre as espécies e a utilizacdo de praticas pesqueiras de
remocao de partes do corpo dos animais antes do desembarque contribui para inviabilizar a
identificacdo da maioria das espécies. A falta de identificacdo cientifica das espécies leva a
situacOes frequentes de reconhecimento e denominacdo dos exemplares pelo nome popular,
gue em muitos casos pode relacionar mais de uma espécie biolégica. Assim, a excessiva
exploracdo dos estoques, aliada a certas caracteristicas biologicas de grande numero de
espécies deste grupo identificadas por um ciclo de vida do tipo K-estrategista, identifica-os
como frageis e suscetiveis a sobrexploracdo, pois geralmente apresentam crescimento lento,
maturacao sexual tardia, baixa fecundidade e alta longevidade.

Considerando este contesto, torna-se de fundamental importéancia o controle e
monitoramento continuo das capturas de elasmobréanquios, para garantir que a pesca nhao
exceda a capacidade de reposicdo dos estoques. Entretanto, o controle dessas capturas na
maioria dos paises € deficitario, principalmente por se tratar de identificacdo baseada em
dados morfolégicos e também pelo fato das espécies ocuparem grandes areas de dispersao,
que ultrapassam a legislacdo estabelecida em muitos paises. Busca-se, entdo, formular
critérios mais confiaveis de identificacdo das espécies, a aplicacdo de legislacdo dinamica e
efetiva no controle da pesca e a ampliacdo do conhecimento sobre a biologia das espécies e
dos estoques ainda disponiveis.

Nesse sentido o presente projeto visou a utilizacdo de protocolo viavel e de baixo
custo para a caracterizacdo das espécies de tubarfes da regido de pesca que envolve 0s
principais pontos de desembarque de pescado no Estado de Sdo Paulo. Neste estudo foram
utilizados marcadores moleculares, associados a caracteristicas morfoldgicas das espécies que
permitissem identificar, ao longo de um periodo de amostragem feita a partir da obtencao
material disponivel nos pontos de desembarque e também proveniente diretamente da frota

pesqueira nesta regido. Foram utilizados protocolos das técnicas de PCR-multiplex e de



barcode na identificacdo das espécies, a partir de marcadores produzidos diretamente das
espécies ou de informacdes existentes no GenBank.

As andlises das amostras permitiram a identificacdo molecular de 12 espécies de
tubarBes que foram utilizadas para uma analise quantitativa do volume total desembarcado.
Conclui-se que o método do codigo de barras de DNA apresentou-se como uma técnica
precisa e rapida para a identificacdo dos componentes da pesca de tubardes, revelando
aspectos relacionados a captura legal e ilegal de espécies. Considera-se que tal metodologia
pode ser utilizada de modo generalizado, fornecendo informacdes precisas sobre as espécies e
podendo colaborar com a melhora na obtencédo dos dados estatisticos da pesca.

A ordem Carcharhiniformes apresentou-se como a mais representativa, com 1618
amostras identificadas em todos os locais amostradoRhiddprionodon lalandii foi a
espécie identificada com maior ocorréncia no litoral do Estado de Sao Paulo, representando
52,71%, da captura total na pesca artesanal.

Apesar da comprovada eficacia dos métodos de genética molecular, sua aplicacéo
em projetos de monitoramento, conservacado e gestdo da pesca maritima ainda é raro. Tal
técnica, além de viabilizar também a identificacdo das espécies de tubardes a partir da carne
comercializada, se mostrou de facil aplicabilidade e baixo custo, o que possibilita sua
utilizacdo nos programas de manejo dos estoques explorados na costa brasileira.

Os resultados apresentados acrescentam informacdes que podem ser de importancia
para o conhecimento da biologia dessas espécies e para a gestdo da pesca nas regidées Sudeste
e Sul do Brasil, uma vez que esta area apresenta o maior volume de desembarque da pesca
extrativa marinha do pais. Além disso, considera-se que, dada a caréncia de dados para a
maioria das espécies pertencentes a este grupo, as informac¢des aqui apresentadas possam
contribuir para a formulagdo de programas que permitam o manejo adequado dos estoques e a

conservacao das espécies de tubarbes nesta regiao.
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Anexo |

Protocolo para extracdo: Aljanabi et al., (1997)

Adicionar 290jdo tampéao (30mM Tris HcL, 10mM EDTA, SDS 10%) + LAg
proteinase K (10mg/mL) em um tubo de 1,5ml juntamente com um pequeno
fragmento da amostra e levar a uma temperatura de 55°C por 2 a 3 horas ou Over
night.

Acrescentar 10dide NaCl (5M) e inverter os tubos para homogenéizac

Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a 25°C.

Transferir o sobrenadante para outro tubo de 1,5ml, cerca de 300u

Adicionar 600jide etanol 100% gelado, inverter os tubos cuidadeste para
homogeneizacdo e manter no freezer -70°C mantendo a suspenséao por 20 minutos.

Centrifugar por 30 minutos a 14000 rpm a 4°C e em seguida descartar o sobrenadante.
Adicionar 1 ml de etanol 70% gelado.

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 4°C e em seguida descartar o sobrenadante.
Secar por 30 minutos na estufa a 37°C

Ressuspender a amostra em 2@@uagua ultrapura autoclavada e manter em
temperatura ambiente por pelo menos 24 horas, para hidratacgéo.

Aliquotar o DNA e guardar cerca de 150ul no freezer (-20°C - solucao estoque) e o
restante na geladeira (4°C - solucéo de trabalho).



Anexo Il
Protocolo de extracéo por placa Ivanova et al., (2006)

» Cortar pequenos fragmentos de tecido e colocar pra secar todo o alcool das amostras
em uma placa com 96 pocos.

e Para uma placa, misturar 5ml de Tampéao de Lise Vertebrate e 500ul de Proteinase K
(20mg/ml) em um eppendorf estéril.

* Adicionar 50ul do Mix de Lise a cada poc¢o da placa de 96 pocos.

* Incubar a 56°C durante no minimo 6h ou Overnight.

* Centrifugar a 1.500g por 15 segundos e adicionar 100ul de Mix de Ligacdo a cada
amostra utilizando uma pipeta multicanal.

* Fechar com tampa adesiva e agitar vigorosamente de 10 a 15 segundos e centrifugar a
1.000g durante 20 segundos.

* Retire a tampa adesiva e transfira o contetdo digerido (~150ul) para uma placa GF
(PALL 1) colocada sobre uma placa coletora (PALL 2) e selar com a tampa adesiva
novamente.

e Centrifugar o conjunto PALL1 e PALL 2 a 5.000g durante 5 minutos.

» Adicionar 180ul de Tampé&o de Lavagem de Proteina a cada poc¢o da placa GF (PALL
1), vedar com a tampa adesiva e centrifugar a 5.000g durante 2 minutos.

* Adicionar 750ul de Tampéo de Lavagem a cada poco da placa GF (PALL 1), selar
com a tampa adesiva e centrifugar a 5.000g por 5 minutos.

* Colocar a placa GF (PALL 1) sobre a placa definitiva que ira armazenar as amostras
de DNA e incubar a 56° por 30 minutos.

» Aplicar de 30 - 60ul de agua ultrapura pré-aquecida a 56° em cada poco da placa GF
(PALL 1) e centrifugar por 5minutos a 5.000g.

* Armazenar as amostras a 4°C ou a -20°C para armazenamento a longo prazo.

o Utilizar de 1 — 5ul de DNA para PCR.



Anexo Il
Protocolo da Exosap.

e Fazer um mix com 4,87 ul de Agua e 0,13 pl de Exosap para cada amostra.

» Distribuir o mix em uma placa com 96 pocos e acrescentar 2|1l de amplicom
(Material ja amplificado)

» Levar ao termociclador ja programado a 60’ a 37° inicial, 15’ a 80° e ON a 12°



Anexo IV

Protocolo de precipitacédo para reacdes de sequenciamento com EDTA, Acetato de Sodio e
Etanol.

* Adicionar 0,7 ul de EDTA (125mM) em cada poco da placa com as amostras
amplificadas.

e Adicionar 0,7 pl de Acetato de Sodio (3M) em cada amostra e homogeneizar bem.

* Adicionar 17,5 pl de Etanol 100% em cada amostra e homogeneizar as amostras com
leves “batidinhas” nas laterais da placa.

* Cobrir com papel aluminio e incubar por 15min a temperatura ambiente.

» Preparar placas com agua para equilibrar o peso (quando limpar apenas uma placa,
outra deve ser utilizada para equilibrar o peso, caso contrario a centrifuga nao irar
funcionar).

e Centrifugar a 4°C por 30 min a 3000 rcf ou 1 hora a 4000 rpm.

* Retirar 0 excesso de liquido por inversdo e logo em seguida dar um spin invertido por
1 min a 180 rcf.

» Adicionar 24,5 ul de Etanol 70% em cada amostra e centrifugar a 4°C por 15 min a
1650 rcf.

* Retirar o excesso do liquido por inverséo e dar um spin invertido por 2 min a 180 rcf.
* Agquecer por 8 min a 95° com a tampa do termo-ciclador aberta para secagem das
amostras.



Anexo V

Fotos dos padrdes de bandas da PCR-Multiplex
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Figura 09: Padrées das bandas na PCR-Multiplex, contendo primers universal e
espécie-especifico para o gene Citocromo Oxidase subunidade | (COIl). Regido controle
(700pb), fragmentos especificos dRhizoprionodon lalandii (1-4 com 610pb), Isurus
oxyrinchus (5-8 com 280pb) é&hizoprionodon porosug9-12 com 360pb). M- Marcador
molecular de 50 Kb.
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Foto 01: Foto de gel de PCR-Multiplex com leader de 1Kb(M), as amostras (1 a 6, 8, 10
ald, 17 a 22, 24, 25 a 31, 33, 35, 39 a 43, 46 e 48) representa a espécies Rhizoprionodon
lalandii (620pb) e as amostras (7, 9, 15, 16, 32, 34, 36, 37, 44 e 45) representam a espécie
Rhizoprionodon porosus (340pb) de Cananeia-SP, demonstrando os padrées de bandas



para cada amostra, as amostras que nao tiveram amplificacdo eram de espécies
diferentes e foram submetidas a PCR de sequenciamento para identificacao.

Foto 02: Foto de gel de PCR-Multiplex com leader de 1Kb(M), as amostras (2, 4, 5, 6, 9,
10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19 e 20) representa a espécie |. oxyrinchus (280pb)
demonstrando os padrbes de bandas para cada amostra, as amostras que nao tiveram
amplificacdo eram de espécies diferentes e foram submetidas a PCR de sequenciamento
para identificagao.



Anexo VI.

Tabela referente as distancia genética entre as espécies utilizadas na montagem do
banco de dados para identificagéo por barcode.

CCN
FAL
DUS
CPz
TIG
CCP
CCs
CCE
BSH
RHP
CCB
SPL
SPD
SPzZ
SPJ
ALV
CCL
OCs
CCR
CCT
SMA
NGB
LMA
BTH
PSK
RHL
RHT
SPM

0,04
0,03
0,04
0,08
0,05
0,04
0,05
0,05
0,09
0,03
0,10
0,11
0,09
0,12
0,16
0,01
0,03
0,05
0,18
0,25
0,07
0,24
0,18
0,16
0,08
0,09
0,08

CCN FAL

0,01

0,04
0,05
0,08
0,04
0,05
0,05
0,04
0,09
0,04
0,11
0,11
0,08
0,12
0,17
0,02
0,04
0,06
0,19
0,22
0,06
0,23
0,18
0,18
0,09
0,09
0,09

DUS CPZ TIG CCP CCS CCE BSH

0,01
0,01

0,03
0,09
0,04
0,04
0,04
0,04
0,08
0,03
0,11
0,10
0,08
0,12
0,17
0,01
0,02
0,05
0,18
0,24
0,07
0,25
0,19
0,17
0,08
0,09
0,09

0,01
0,01
0,01

0,11
0,05
0,06
0,05
0,05
0,11
0,04
0,11
0,11
0,10
0,12
0,17
0,02
0,03
0,06
0,19
0,25
0,08
0,25
0,19
0,18
0,10
0,11
0,08

0,01
0,01
0,01
0,01

0,09
0,08
0,09
0,09
0,10
0,09
0,13
0,13
0,11
0,13
0,17
0,06
0,09
0,09
0,18
0,23
0,08
0,25
0,19
0,18
0,11
0,11
0,11

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,05
0,05
0,04
0,09
0,05
0,12
0,12
0,09
0,13
0,16
0,02
0,04
0,05
0,18
0,24
0,07
0,24
0,18
0,17
0,09
0,09
0,09

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,05
0,05
0,08
0,05
0,11
0,12
0,08
0,11
0,18
0,02
0,05
0,06
0,17
0,22
0,07
0,25
0,19
0,17
0,08
0,08
0,09

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,06
0,10
0,05
0,11
0,11
0,09
0,12
0,17
0,02
0,04
0,05
0,19
0,24
0,08
0,25
0,18
0,17
0,09
0,10
0,10

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,09
0,05
0,11
0,11
0,09
0,12
0,15
0,03
0,04
0,07
0,17
0,22
0,07
0,23
0,18
0,16
0,09
0,09
0,09

RHP CCB SPL SPD SPZ

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,09
0,13
0,13
0,12
0,13
0,18
0,06
0,09
0,10
0,18
0,23
0,10
0,24
0,19
0,19
0,03
0,00
0,11

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,12
0,12
0,10
0,12
0,17
0,00
0,04
0,05
0,18
0,24
0,07
0,24
0,18
0,18
0,09
0,09
0,08

0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01

0,09
0,10
0,10
0,19
0,09
0,11
0,11
0,19
0,24
0,12
0,23
0,21
0,20
0,12
0,13
0,10

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01

0,10
0,06
0,21
0,09
0,11
0,13
0,20
0,23
0,12
0,23
0,20
0,20
0,13
0,14
0,12

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,11
0,19
0,07
0,09
0,10
0,18
0,24
0,10
0,25
0,19
0,18
0,12
0,12
0,09

SPJ ALV

0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01

0,20
0,09
0,12
0,13
0,20
0,21
0,13
0,21
0,20
0,20
0,13
0,14
0,10

0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,14
0,17
0,18
0,13
0,17
0,20
0,18
0,09
0,12
0,19
0,19
0,17

CCL OCS CCR CCT SMA NGB LMA

0,00
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02

0,01
0,03
0,16
0,20
0,05
0,22
0,15
0,15
0,06
0,06
0,06

0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,00

0,05
0,19
0,23
0,07
0,25
0,19
0,17
0,09
0,09
0,10

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01

0,19
0,25
0,07
0,27
0,19
0,18
0,09
0,10
0,10

0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,18
0,18
0,18
0,13
0,15
0,19
0,18
0,18

0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,24
0,14
0,18
0,20
0,23
0,23
0,22

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02

0,24
0,20
0,18
0,10
0,10
0,10

0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,16
0,20
0,24
0,23
0,22

BTH
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,12
0,19
0,19
0,21

PSK
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,19
0,19
0,17

RHL
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02

0,03
0,10

RHT SPM

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01

0,10

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01



