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RESUMO

As raias séo elasmobranquios que apresentam o corpo achatado dorso-
ventralmente, além de cinco a sete pares de fendas branquiais que se encontram na
regido ventral do corpo e nadadeiras peitorais desenvolvidas e fundidas a cabeca.
No Brasil, existem 29 espécies de raias em perigo de extingdo de acordo com a Lista
Vermelha da IUCN. As espécies de raias comercializadas muitas vezes sao de dificil
identificacdo devido a descaracterizacdo, o que pode ser solucionado com o uso da
técnica DNA Barcode, a qual é um sistema de identificacdo molecular baseado em
uma sequéncia de DNA mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | (COl),
atuando como cdodigo de barras de DNA de cada espécie. Esse sistema tem sido
utiizado com éxito para identificar amostras que sao comercializadas
descaracterizadas e de forma ilegal. Desta forma, a técnica de DNA Barcode foi
utilizada para a identificagcdo de amostras de raias comercializadas em peixarias no
estado de Sao Paulo e na CEAGESP, com o intuito de identificar quais s&o as
espécies utilizadas no comércio e se atualmente ocorre a venda de espécies
ameacadas de extin¢do, assim como validar a técnica como ferramenta de rotina
para controle de qualidade relacionado ao mercado de raias. Foram coletados 239
amostras, das quais 82 foram identificadas como espécies de raias, sendo elas
Paratrygon aiereba (40,24%), Gymnura altavela (14,63%), Potamotrygon motoro
(13,41%), Hypanus dipterurus (10,98%), Atlantoraja castelnaui (9,76%), Hypanus
americanus (4,88%), Atlantoraja platana (2,44%) e Bathytoshia centroura (2,44%),
das quais B. centroura, P. aiereba, G. altavela e A. castelnaui possuem 0 comércio
proibido pela Portaria Portaria 445/2014 por estarem em risco de extingdo no pais.
Das 157 amostras restantes, 151 n&o apresentaram uma extracdo de DNA de
qualidade, provavelmente devido ao uso de aditivos alimentares com 0 uso
comercial proibido ou restrito, além de 6 amostras identificadas como as espécies de
bactérias Shewanella putrefaciens ou Shewanella baltica, as quais estédo
relacionadas ao estado de putrefacdo do pescado. A técnica de DNA Barcode se
mostrou eficiente para a identificacdo para espécies de raias, sendo uma alternativa
para substituir a identificacdo morfologica, usada atualmente pelos 0&rgaos

competentes responsaveis pela fiscalizacdo desses produtos.

10



ABSTRACT

Skates and stingrays are elasmobranch fish that display the body dormant ventrally,
as well as five to seven pairs of branchial staves that separate into the ventral region
of the body and pectoral fins that are fused to the head. There are currently 29
endangered species of skates and stingrays in Brazil according to the IUCN Red List.
The marketed species of the group are often difficult to identify due to
decharacterization, which can be solved using the DNA Barcode analysis, a
molecular identification system based on a mitochondrial Cytochrome Oxidase
subunit I (COI) DNA sequence that acts as a barcode of the DNA of each species.
This system has been successfully used to identify illegally uncharacterised types of
products. Thus, the DNA Barcode technique was used to identify species of stingrays
and skates that are traded in fishmongers in the state of Sdo Paulo and CEAGESP,
in order to identify which species are marketed and if the sale of endangered species
currently occurs, as well as validate a technique as a routine tool for quality control
related to the group species. 239 specimens were collected, of which 82 were
identified as species of stingrays and rays, which were Paratrygon aiereba (40,24%),
Gymnura altavela (14,63%), Potamotrygon motoro (13,41%), Hypanus dipterurus
(10,98%), Atlantoraja castelnaui (9,76%), Hypanus americanus (4,88%), Atlantoraja
platana (2,44%) and Bathytoshia centroura (2,44%), of which B. centroura and P.
aiereba, G altavela and A. castelnaui have their commercializations prohibited by
Ordinance 445/2014 once they are in risk of extinction in the country. Of the 157
remaining samples, 151 did not show quality DNA extraction, probably due to the use
of food additives with prohibited or restricted commercial use, in addition to 6
samples identified as the species of bacteria Shewanella putrefaciens or Shewanella
baltica, which are related to the state of putrefaction of the fish. The DNA Barcode
technique proved to be efficient for the identification of streak species, being an
alternative to replace the morphological identification, currently used by the

competent bodies responsible for the inspection of these products.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais sobre as espécies de estudo

Os Chondrichthyes foram inicialmente caracterizada como um grupo primitivo e
de baixo sucesso evolutivo (Mallatt, 1996). Entretanto, a classe se mostrou uma
linhagem derivada de peixes adaptados aos ambientes que habitam, com uma
ampla distribuicdo e grande diversidade de espécies (Dulvy et al., 2014, Giles et al.,
2015). Dentro dos Chondrichthyes, o grupo dos elasmobranquios é representado
pelos tubardes e raias, 0s quais apresentam de 5 a 7 pares de fendas branquiais ao
longo do corpo (Compagno, 1999). Relata-se que existam cerca de 1.405 espécies
da subclasse distribuidas em 62 familias (Frickle, 2020).

O grupo apresenta diversos habitos alimentares, variando desde planctivoros
até predadores de topo de cadeias tréficas, habitando ambientes pelagicos, abissais,
demersais, estuarinos e dulcicolas (Ferretti et al., 2010; Couturier et al., 2012;
Heithaus et al., 2012). Apesar disso, raias e tubardes sdo animais que apresentam
caracteristicas como crescimento lento, maturidade sexual tardia e baixa producao
de filhotes, o que acarretam em pequenas taxas de crescimento populacional
(Cortés, 2000; Pikitch et al.,, 2008). Assim, suas populacbes podem suportar
moderados niveis de pesca sem sofrer uma diminuicdo e colapso de seus estoques
(Dulvy & Forrest, 2010).

Dentro dos elasmobranquios, a superordem Batoidea é composta pelas raias,
peixes-serra e raias-viola, a qual compreende mais da metade da diversidade de
espécies de Chondrichthyes (674 espécies distribuidas em 26 familias) e apresenta

algumas caracteristicas apomorficas se comparada com os tubardes, como fendas
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branquiais na posicao ventral do corpo e a presenca da cartilagem sinarcual, a qual
é formada pela fusdo de um numero variavel das vértebras anteriores (Claeson,
2011; Last et al., 2016; Frickle, 2020). O grupo inclui formas corporais dispares
COMO peixes-serra com serras rostrais alongadas, mantas com 7 metros de largura e
raias com o corpo em forma de pires, capazes de gerar fortes descargas elétricas a
partir de musculos branquiais modificados (Aschliman et al., 2012).

As raias apresentam grande importancia ecolégica, sendo classificadas como
elementos terciarios ou predadores de topo de cadeia, realizando importantes
ligagBes entre niveis troficos inferiores, determinando seus tamanhos através de
efeitos diretos e indiretos das relacOes entre predadores e presas (Ferretti et al.,
2010). Por exercerem esse papel, as raias podem ser consideradas espécies-chave,
uma vez que alteragbes em suas abundancias podem modificar as relagfes troficas
da comunidade (Heithaus et al., 2008).

No Brasil existem dois Planos de Ac¢do Nacionais (PANs) que contemplam
espécies de raias, sendo eles o Plano de Acdo Nacional para a Conservagdo dos
Tubardes e Raias Marinhos Ameacados de Extincdo (2014) e o Plano Nacional de
Acdo Nacional para a Conservagdo dos Peixes da Amazbnia Ameacados de
Extin¢do (2019). O primeiro abrange 55 espécies de elasmobranquios marinhos que
habitam o territério nacional, enquanto o segundo é dirigido a 38 espécies
ameacadas na bacia amazobnica, incluindo duas espécies de raias. Os planos
contam com estratégias como estimulo a pesquisa e monitoramento para promover
a conservagcdo e uso sustentavel das espécies-alvo, além da sensibilizacdo dos
pescadores e da sociedade acerca da importancia dos elasmobranquios e de sua

conservacgao para a integridade dos ecossistemas marinhos (ICMBio 2014; 2019).
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De acordo com o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincao
(2018) existem 24 espécies de raias que habitam as aguas brasileiras em risco de
extincao (Apéndice 1), nimero que sobe para 29 de acordo com a Lista Vermelha da
IUCN de 2019 (Apéndice 2). Ademais, 0 numero de espécies ameacadas se
diferencia ainda mais se utilizarmos a plataforma da Convention of International
Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora — CITES (2019) como base, a
qual apresenta um numero inferior, com 20 espécies de elasmobranquios
ameacados em territorio nacional (Apéndice 3).

Além das espécies ameacgadas, muitas outras, incluindo a maioria das espécies
de raias dulcicolas, estdo classificadas como DD (Dados Insuficientes). Se
encontram nessa categoria 0s animais que carecem de informacdes adequadas
acerca do estado de conservacao com base no status das populac¢des e distribuicéo.
Portanto, apesar das espécies classificadas como DD nao se encontrarem em um
status de extincdo, muitas delas podem estar nesse processo sem que haja

conhecimento pela falta de estudos (IUCN, 2019).

1.2 Comércio de pescado no Brasil com enfoque em raias

O pescado esta entre 0s mais importantes recursos renovaveis do planeta, pois
além das funcbes ecoldgicas essenciais que 0s peixes e crustaceos desempenham
Nnos oceanos, 0S mesmos possuem grande importancia para o bem-estar humano
por gerarem empregos na cadeia produtiva da pesca e proporcionarem uma solida
seguranca alimentar aos paises costeiros por serem uma fonte de proteinas de alto
valor biolégico, sendo os produtos mais importantes de exportagcdo em paises em

desenvolvimento (Sumaila et al., 2012; Barbosa, 2015; FAO, 2018).
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Por essas razfes, a producdo mundial de pescado aumentou significantemente
desde o século passado, uma vez que na sua primeira década era de cerca de 8,5
milhdes de toneladas anuais, e atualmente a producdo mundial beira 170 milhdes de
toneladas por ano (FAO, 2019). Tal crescimento ocorreu especialmente em virtude
do crescimento da aquicultura, que alcancou por volta de 80 milhdes de toneladas
em 2016, enquanto a pesca esta estabilizada ha algumas décadas em cerca de 90
milhdes de toneladas, havendo também um incremento significativo no consumo per
capita mundial de pescado que aumentou de 10 kg em 1960 para 20,3 kg em 2017
(FAO, 2019).

Entretanto, a pesca ndo manejada € uma das principais ameacas a
biodiversidade marinha (Dulvy et al., 2014). Além disso, as fraudes em seu comércio
tem sido um dos grandes problemas vividos por processadores, comerciantes e
consumidores. Fato que ocorre em parte pela ndo padronizacdo de nomes
comerciais e pela grande diversidade de espécies de peixes, crustaceos, moluscos e
outros animais tidos como pescado (Brasil, 20082; Barbosa, 2015).

No Brasil, a pesca envolve mais de dois milhdes de pessoas, fazendo com que
grande parte das espécies com importancia comercial esteja sob um cenério de
sobre-explotacdo (IBGE, 2013). A falta de ordenamento e um histérico do setor € um
dos principais fatores responsaveis por essa grave crise de sustentabilidade no uso
dos recursos pesqueiros (Abdallah & Sumaila, 2007; Castello, 2007). Além de acdes
diretamente relacionadas a gestdo pesqueira, estratégias baseadas no mercado,
como guias de consumo e certificacbes para o comercio também podem ajudar a
reverter esse quadro, alavancando mudanc¢as importantes na cadeia produtiva da

pesca (Gutiérrez et al., 2012).
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Nos ultimos anos, a pesca se apresenta como a principal ameaca a espécies
de raias e tubardes, juntamente com ameacas como a degradacdo do ambiente e
mudancas climaticas, sendo que dos anos de 2007 até 2013, somente na
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo — CEAGESP foram
vendidos 1.212.964 kg (R$ 2.267.271,70) de cacéo raia (Simpfendorfer et al., 2011;
CEAGESP, 2016).

A CEAGESP é responsével por realizar grande parte do comércio atacadista
de pescado no estado de Sao Paulo, possuindo a segunda mais importante feira
atacadistas de pescado da América Latina. A mesma é responsavel por
comercializar diariamente 200 toneladas de aproximadamente 97 espécies de
pescado, dos quais 27% vem do Sudeste, 19,97% do Sul, 7,47% do Nordeste,
0,24% do Centro-Oeste e 0,23% do Norte, onde apenas cerca de 10%
correspondem a espécies dulcicolas (Neiva et al., 2010; CEAGESP, 2016).

Além da sobrepesca, outro agravante no comércio brasileiro de raias € a falta
de controle das espécies pescadas e vendidas, uma vez que tanto nos rétulos dos
produtos quanto na Estatistica de Pesca séo utilizadas a nomenclatura de “raia”, nao
apresentando maiores informacdes sobre a classificacdo taxonémica dos individuos
(MPA, 2011).

Além disso, o comércio de raias apresenta uma baixa especificidade do NCM
(Nomenclatura Comum do Mercosul), que possui somente uma combinacdo de
nameros que abrange todas as espécies de raias - NCM 0303.82.00 (Federal, 2018).
O NCM € um numero de oito digitos que foi criado com o objetivo de classificar
mercadorias para 0s paises do bloco, facilitando a identificacdo de produtos

comercializados e dos tributos que incidem sobre eles.
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1.3 Uso de marcadores moleculares na identificacao de pescado

A carne animal é frequentemente sujeita a longas cadeias de producdo e
distribuicdo, fazendo com que os sistemas de identificacdo sejam dificultados, visto
que em grande parte das vezes a mesma é realizada com base na morfologia dos
produtos. Assim, além de rétulos, que ndo fornecem garantias suficientes sobre o
contetdo real de um produto, sdo necessarios métodos precisos para identificar a
composicdo da carne e proteger os consumidores e produtores contra fraudes e
amparar espécies animais contra exploracdo excessiva ou comércio ilegal
(Galimberti et al., 2013; Quinto et al., 2016).

Em peixes, a identificacdo é de extrema importancia, tanto em ovos, alevinos,
adultos e em seus produtos, pois proporciona a deteccdo de substituicbes de
espécies em operacdes comerciais, assistindo a sustentabilidade, o manejo e a
pesca a longo prazo, assim como na solucdo de possiveis duvidas taxonémicas,
como é o caso do género Rhamdia e muitos outros (Metcalf et al., 2007; Carvalho et
al., 2008; Smith et al., 2008; Tresbach et al., 2015; Almeida et al., 2018). Na Europa
e América do Norte, estudos recentes com marcadores genéticos relataram que as
fraudes comerciais variam de 15% a 43% do total de pescados, com 75% de fraudes
no caso do cioba - Lutjanus campechanus (Rasmussen & Morrisey, 2008; Hellberg &
Morrisey, 2011).

Assim, uma variedade de abordagens baseadas no DNA para rastreabilidade
de peixes e outros tipos de carnes foi desenvolvida, uma vez que o DNA
normalmente € mais resistente a processos industriais do que outras moléculas,
como proteinas (Teletchea et al., 2005; Mane et al., 2006; Novak et al., 2007; Araujo,

2017). Como aplicado ao mercado de carne, as relacdes entre sequéncias de DNA e
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nomes de espécies devem ser criticamente avaliadas, uma vez que O nome
comercial do produto pode se referir a diferentes unidades moleculares (Casiraghi et
al., 2010).

Em geral, os métodos baseados em DNA usam sequéncias especificas como
marcadores fundamentados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que
envolvem a amplificac@o de loci-alvo usando primers especificos e uma enzima DNA
polimerase, sendo extremamente sensiveis e frequentemente mais rapidos do que
outras tecnologias, fazendo com que os mesmos sejam amplamente utilizados na
agricultura e aquicultura (Mugimba et al., 2018; Nikitin et al., 2018; Leira et al., 2019;
Lépes-Porras et al., 2019).

Além disso, a identificagcdo por meio desses marcadores tem se mostrado Uutil
por poder ser realizada com pequenas amostras de tecido que independem do
estado de modificacdo que o pescado possa apresentar. Diferentes regifes do
genoma, tanto mitocondrial como nuclear, tem sido utilizadas para a identificagao de
espécies de organismos aquaticos de importancia econdmica (Kyle & Wilson, 2007,
Sevilla et al., 2007).

Um dos genes utilizados na identificacdo de organismos € o gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade | (COI), que consiste em uma sequéncia de
aproximadamente 650 pares de base. DNA mitocondrial € haploide, abundante e
sua transmissdo geralmente é materna com auséncia de recombinacdo génica,
tornando-o menos diferenciado entre os individuos da mesma espécie (Kosmann,
20009).

Além disso, sua evolugcdo ocorre cerca de 10 vezes mais rapido que a de
genes nucleares de coOpia unica, o que torna este DNA excelente para a técnica de

identificacdo genética denominada DNA Barcode (Hebert et al., 20032, Hebert et al.,
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2003%), a qual é uma ferramenta utilizada com sucesso na identificacdo de diversos
grupos de peixes (Darvish et al., 2018; Silva et al., 2019), aves (Hebert et al., 20042,
Johnsen et al., 2010; Tavares et al., 2011) e insetos (Virgilio et al., 2012; Webb et al.,
2012; Vivero et al., 2019).

O DNA Barcode é definido como um sistema de identificacdo microgendémica,
que permite a identificacdo de uma espécie através da andlise de um pequeno
segmento do genoma. De forma geral, estas sequéncias podem ser comparadas a
um “codigo de barras” genético incorporado a cada célula (Hebert et al., 2003?), que
posteriormente sdo inseridas em uma base de dados de sequéncias para a
identificacdo efetiva das espécies amostradas. Critérios como nome da espécie,
dados da instituicdo que detém o material testemunho, dados da coleta, sequéncia
com iniciadores usados na PCR e eletroferogramas sdo necesséarios para que
aquele espécime obtenha a classificacdo de Barcode (Kosmann, 2009).

Os cdbdigos de barras utilizados no comércio de produtos utilizam 10 numerais
alternativos em onze posi¢des podendo gerar 100 bilhdes de identificadores Unicos.
O cdbdigo de barras gendmicos possui apenas quatro nucleotideos alternados em
cada posicdo, mas a série de sitios disponiveis para a inspecdo é vasto. O
levantamento de apenas 15 dessas posi¢cdes de nucleotideos cria a possibilidade
aproximadamente um bilhdo de cddigos, 100 vezes o numero necessario para
discriminar um taxon existente de forma exclusiva (Hebert et al., 20032).

Em pescados, o DNA Barcode tem sido utilizado com sucesso como
ferramenta de identificacdo, como demonstrado em um trabalho realizado no
Canada, onde aproximadamente 200 espécies de peixes dulcicolas foram
identificadas com sucesso utilizando a técnica (Hubert et al., 2008). Outro estudo

identificou mais de 200 espécies de peixes marinhos de trés grupos na Australia
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(Ward et al., 2005). Na China, a técnica foi utilizada na identificacdo de 121 espécies
que compreendem a maioria dos peixes existentes no mar do Sul do pais (Zhang,
2011). Na Ameérica do Sul, o DNA Barcode foi utilizado na identificagcdo de 125
espécies de peixes na Argentina, solucionando possiveis incertezas taxondmicas
acerca dos grupos do mesmos (Mabragafa et al., 2011).

No caso de elasmobranquios, a técnica tem se mostrado eficiente para
discriminar a maioria das espécies do grupo, como comprovado em diversos
estudos, uma vez que a divergéncia média da sequéncia de COI entre espécies de
tubardes e raias € de 7,48% (Ward et al., 2005; ; Holmes et al., 2009; Ferrette et al.,
2019). Entretanto, apesar das aplicacdes da técnica de DNA Barcode e as
vantagens de seu uso para a identificacdo de espécies no comércio de raias,
atualmente ndo existe um protocolo a ser seguido pelos 6rgdos competentes
responsaveis pela fiscalizacdo da pesca e comércio das mesmas.

Seus beneficios como técnica de fiscalizacdo se devem pelo fato da
metodologia poder ser usada para analisar a qualidade da matéria-prima e a
substituicdo de espécies, evidenciando fraudes comerciais, uma vez que a analise
de musculo pode ocorrer mesmo apdés fervura, cozimento sob pressdo ou fritura
(Arslan et al., 2006; Aslan et al., 2009; Mane et al., 2009). Barbuto et al. (2010)
relatou o caso de duas espécies de Mustelus (M. mustelus e M. asterias) que sao
vendidas na Italia sob o0 mesmo nome comercial "Palombo”. Em outros casos,
diferentes nomes vernaculares estdo associados a mesma espécie em diferentes
regioes (Burgess et al., 2005).

Entretanto, alguns conceitos empiricos sobre o DNA Barcode em trabalhos
com invertebrados, aves e peixes apresentam controversias na efetividade desse

sistema de identificacdo genética (Hebert et al., 2004°, Hogg & Hebert, 2004, Moritz
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& Cicero, 2004, Ward et al., 2005). Para que haja uma efetividade da técnica de
Barcode, as sequéncias de DNA dentro de uma mesma espécie precisam
apresentar maior similaridade do que entre espécies (Hurst & Jiggins, 2005). Além
disso, em hibridos, por exemplo, isso pode gerar duvidas taxonémicas, devido ao
fato de que o mtDNA tem origem apenas materna (Carvalho et al., 2008).

Outro elemento critico pode ser a disponibilidade de repositérios de alta
qualidade de sequéncias de referéncia. Por esta razdo, uma amplitude de
sequéncias de cbdigos de barras de DNA de animais e plantas (incluindo espécies
cultivadas) foi submetido durante os ultimos 10 anos para as bases de dados NCBI -
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov) e BOLD —
Barcode of Life Database (v4.boldsystems.org/index.php), seguindo as orientagcbes
fornecidas pelo Database Working Group.

O BOLD ¢é uma plataforma de bioinformética gratuita que auxilia na aquisicao,
armazenamento, andlise e publicacdes de registros de DNA Barcode e reune dados
moleculares, morfolégicos e de distribuicdo de um grande nimero de espécies,
permitindo um facil acesso a diversas informac¢des obtidas de uma grande variedade
de laboratérios de pesquisa que podem ser utilizadas tanto para fins de pesquisa
quanto para aplicacdes praticas, como a rastreabilidade de produtos alimenticios
(Ratnasingham & Hebert, 2007; Galimberti et al., 2013).

Existem 21.413 espécies de peixes habilitadas na base de dados BOLD, das
quais 619 sédo raias. Destas, 161 sdo encontradas no Brasil, das quais 94 fazem
parte da ordem Rajiformes, 37 séo representantes da ordem Myliobatiformes, 23 da

ordem Pristiformes e 7 Torpediniformes (Ratnasingham & Hebert, 2007).
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1.4 A legislac&o e o comércio de raias

O Brasil, por sua extenséao territorial, proximidade de mercados exportadores
de pescado e por apresentar uma economia emergente € um importante pais
importador e exportador de pescado, com produtos de alto valor no mercado
externo, incluindo um significativo comércio de nadadeiras de tubardes, hipdfises e
outros produtos (Barbosa, 2015).

Contudo, apesar de sua importancia, a cadeia nacional de comercializagdo do
pescado possui alto nivel de informalidade e baixa fiscalizagdo, fazendo com que
informacdes basicas como a identidade e caracteristicas de identificacdo da grande
variedade de espécies de pescado ndo estejam prontamente disponiveis para o
consumidor e para os elos intermediarios de comercializacdo, fazendo com que
adquiram produtos adulterados ou sem procedéncia conhecida (Estrella et al., 2016).

Do ponto de vista ambiental, erros na rotulagem mascaram um problema ainda
maior, que é a comercializacdo de espécies proibidas ou capturadas em tamanho e
épocas inadequados (Estrella et al., 2016). Em muitos casos, a rotulagem errénea
pode ser um simples equivoco do comerciante, mas frequentemente espécies de
menor preco sdo rotuladas como de maior valor comercial (Neto, 2013).

No Brasil, existe um pequeno numero de infracdes relacionadas ao comércio
de raias, sendo as principais delas: falsificacdo de mercadoria, venda de produtos
sem nota fiscal, a proibicdo da pratica do finning e comércio ilegal de espécies em
extingdo. O delito de falsificacdo de produtos alimenticios esta previsto no artigo 272
do Cadigo Penal, que descreve a conduta criminosa como crime o0 ato de corromper,
adulterar, falsificar ou fraudar produtos alimenticios em geral, como comidas ou

bebidas, com teor alcodlicos ou ndo, de modo que venha a trazer riscos a saude das
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pessoas ou que o0s produtos tenham seus valores nutritivos diminuidos (Brasil,
19982).

A Normativa N°4 de 30 de maio de 2015 estabelece a obrigatoriedade do
documento fiscal do pescado, tanto proveniente da atividade pesqueira quanto de
aquicultura, para fins de controle de matéria-prima da fonte de producédo para as
industrias beneficiadoras sob servigo de inspecédo (Brasil, 20142).

A prética do finning consiste em capturar tubarbes e raias para aproveitar
apenas as barbatanas, que sao removidas, descartando o restante do corpo do
animal. O ato foi proibido junto com praticas relacionadas ao transporte e
armazenamento de elasmobranquios no pais pela Instrugdo Normativa
Interministerial MPA/MMA N° 14, de novembro de 2012 (Brasil, 2012).

J& o monitoramento e a proibicdo das 24 espécies de raias ameacadas em
territério nacional (Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extinc¢éo,
2018), junto a outras 446 espécies de animais aquéticos em risco de extin¢cao, sao
assegurados pelos efeitos da portaria 445/2014 do Ministério do Meio Ambiente
(Brasil, 2014).

E importante ressaltar que apesar de seu papel importante, desde sua
publicacdo, a portaria deixou de considerar algumas espécies que inicialmente eram
propostas, além de ter sido alvo de a¢cbes que suspenderam seus efeitos mais de
uma vez, totalizando mais de um ano e meio de suspensao até 2017 (Brasil, 2016;
2017).

E importante ressaltar que tanto as infracdes relacionadas a falsificacdo de
produtos quanto a auséncia do documento fiscal do pescado sao classificadas como

fraudes comerciais pelo Cdédigo Penal brasileiro, enquanto a venda de espécies
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ameacadas de extin¢ao € julgada como crime ambiental (Brasil, 19982%; Brasil, 20142

b),
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Tendo em vista as caracteristicas biolégicas, evolutivas e taxondmicas dos
elasmobranquios, o crescente risco de algumas espécies de raias se tornarem
extintas e o historico sobre comércio de animais vendidos como outras espécies,
este estudo buscou aplicar marcadores genéticos na identificacdo molecular de raias
exploradas comercialmente no estado de Sao Paulo, podendo assim auxiliar com
informacdes de interesse para a conservacdo de espécies do grupo por meio de

uma fiscalizacéo mais efetiva.

2.2 Objetivos Especificos

1) Identificar através da técnica genética, DNA Barcode, amostras de raias
comercializadas na CEAGESP e em peixarias situadas em diferentes cidades do
estado de Sdo Paulo, a fim de detectar quais sdo as espécies de raias utilizadas no
comércio, se ha a venda trocada das mesmas e se ocorre a pesca de espécies

ameacadas de extincao;

2) Averiguar se existe uma variagcdo nas espécies de raia de acordo com a

localidade no estado de S&o Paulo e época do ano;

3) Padronizar um protocolo a ser seguido como ferramenta na fiscalizacdo das

espécies de raias comercializadas no Brasil.

28






3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de amostras

No presente projeto, foram realizadas coletas em peixarias situadas em
diferentes cidades do estado de Sao Paulo e na CEAGESP, a qual foi realizada com
a parceria do IBAMA, 6rgao responsavel pela fiscalizagdo relacionadas a
exploracdo, cultivo, conservacao, processamento, transporte e comércio de animais
aquaticos. O auxilio do 6rgdo se deu pela disponibilidade de funcionarios para
acompanhar as coletas, intermediando o contato com o0s comerciantes dos
entrepostos comerciais durante as coletas de tecido e obtencdo de documentos
fiscais na CEAGESP. As cidades escolhidas para as coletas em peixarias foram
Bauru, Campinas e S&o José do Rio Preto pela distribuicdo das mesmas no estado

(Figura 1).

¥
2
—

Figura 1. Distribuicdo de cidades em que foram realizadas as coletas de amostras na América do
Sul. 1) Brasil. 2) Estado de S&o Paulo. A) Sado José do Rio Preto. B) Bauru. C) Campinas. D) S&o

Paulo.
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Foram realizadas trés coletas, divididas em marco/abrii de 2018,
agosto/setembro de 2018 e dezembro de 2018/janeiro de 2019, onde foram retirados
fragmentos de musculo de individuos comercializados com a Nomenclatura Comum
do Mercosul (NCM) de raia (N° 0303.82.00). Nao foram coletadas espécies
predefinidas, uma vez que as mercadorias foram vendidas somente como “raia”, ndo

especificando a classificacdo a grupo de espécie.

3.1.1 Coleta no comércio atacadista

Para a coleta de amostras no comeércio atacadista, foram realizadas vistorias
na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo — CEAGESP, em
Séo Paulo, durante o ano de 2018 e janeiro de 2019 (Figura 2).

Fragmentos de musculos de raias descaracterizadas sem cabeca e cauda
(NCM 0303.82.00) foram coletadas e armazenadas em tubos com alcool absoluto
para fixacdo e posterior analise genética. Apos a identificacdo, todo o material foi
incorporado na colecdo do Laboratério de Genética de Peixes (LaGenPe) da UNESP

de Bauru/SP.
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Figura 2. Comércio de raias morfologicamente descaracterizadas na CEAGESP em Sao Paulo.

3.1.2 Coleta em peixarias

Foram realizadas amostragens de musculos de postas, filés congelados
inteiros e divididos em cubos de pescado comercializados como raia (NCM
0303.82.00), comercializadas em peixarias situadas em Bauru, Campinas e S&o
José do Rio Preto durante o ano de 2018 e janeiro de 2019.

As amostras de tecidos coletadas foram fixadas em alcool absoluto visando a
posterior andlise molecular. Todas as amostras foram integradas a colecdo do

Laboratério de Genética de Peixes (LaGenPe), da UNESP de Bauru/SP.

3.2 Anéalises moleculares

3.2.1 Extracédo de DNA

S
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Para extracdo de DNA foi utilizado um pequeno fragmento do tecido de
aproximadamente 4 mm?3 por cada amostra coletada. A extracdo de DNA realizada
foi baseada no protocolo do Kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit —
Promega”, com modificagcdes nos tempos de acédo da Proteinase K e RNAse para 24

horas e 1 hora, respectivamente (Figura 3).

Figura 3. Fragmentos de musculos preparados para a extragdo de DNA. A) Contetdo de uma
embalagem comercializada em S&o José do Rio Preto. B) Fragmentos de musculos armazenados em
alcool absoluto de exemplares coletados na CEAGESP.

Para a extracédo de DNA foi adotado o seguinte protocolo:

1. Numerar duas séries de microtubos de centrifuga (1,5 ml);

2. Retirar um pequeno fragmento de tecido, o adicionar aos tubos de
microcentrifuga e colocar na estufa por aproximadamente 10 minutos;

3. Adicionar 300 pl de nuclei lysis solution ao tecido;

4. Adicionar 4,0 yl de proteinase K e passar pelo vortex;

5. Colocar em banho-maria a 60°C por aproximadamente 24 horas;

6. Retirar do banho-maria e deixar voltar a temperatura ambiente;

7. Adicionar 2,5 yl de RNAse e colocar em banho-maria a 37°C por 30 minutos;

8. Retirar do banho-maria e deixar voltar a temperatura ambiente;



9. Adicionar 200 pl de protein precipitation solution e misturar;

10.Levar ao gelo por 10 minutos;

11.Centrifugar por 4 minutos a 13.000 rpm e descartar o sobrenadante;

12.Transferir o sobrenadante para a segunda série de microtubos de centrifuga
contendo 600 ul de isopropanol e misturar por inversao;

13. Centrifugar por 4 minutos & 13.000 rpm e descartar o sobrenadante;

14. Adicionar 600 pl de etanol 70% a temperatura ambiente e centrifugar por 4
minutos a 13.000 rpm;

15.Descartar o sobrenadante e deixar secar em temperatura ambiente overnight;

16.Adicionar 35 pl de DNA rehydration solution por 12 horas em temperatura

ambiente.
3.2.2 Amplificagdo do gene COI

Apés a extracdo, Fragmentos de aproximadamente 650 pares de bases (bp)
do gene COI foram amplificados por PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
testando diferentes combinacbes dos primers COI FishF1 Forward (5
'"ACGCCTGTTTATCAAAAACAC-3)), COl FishR1 Reverse 5
'CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3 ", Col FishF2 Forward (5'-
TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3) e COlI FishR2 Reverse (5'-
ACTTCAGGGTTACACGAGAAATCAGAA-3 ') descritos por Ward et al., (2005). As
reacoes de PCR foram conduzidas em um termociclador - Sistema ProFlex PCR
(Applied Biosystems) a um volume total de 12,5 pl, incluindo 1 pyl de DNA gendémico
na concentracéo de 10-30 ng / pl, 1,25 ul de tampé&o Taq 1X, 0,5 pl de dNTP, 0,37

de MgClz, 0,25 pl de cada primer e 0,1 pl de Taq polimerase 0,5 U (Invitrogen).

34



Para a reacdo de PCR foi adotado o programa abaixo:

- 94 °C por 3 minutos (desnaturacao inicial)
- 94 °C por 30 segundos (desnaturagéo)
- 54 °C por 45 segundos (anelamento dos primers) —— 35 vezes

- 68 °C por 1 minuto (extenséo da cadeia nucleotidica)

- 68 °C por 7 minutos (extenséo final)

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% em um
transluminador, sob luz ultravioleta e fotografadas com a camera OLYMPUS, C-

5060.
3.2.3 Limpeza das amostras e sequenciamento do DNA

A limpeza das amostras foi efetuada através das enzimas Exo e SAP IT®
(USB Corporation) e posteriormente foi realizada a PCR para sequenciamento das
amostras e purificacdo da PCR para sequenciamento, as quais foram analisadas em
sequenciador de DNA automéatico ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems),
no Centro de Recursos Biologicos e Biologia Genbmica — CREBIO da UNESP de

Jaboticabal/SP (Figura 4).
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PCR de sequenciamento

Sequenciamento

P b 4
genelous

<<«

Analise dos resultados

Figura 4. Ordem das praticas realizadas para montagem da placa de sequenciamento e
andlise dos resultados.

Os programas de limpeza das amostras e PCR para sequenciamento e o

protocolo de purificacdo da PCR de sequenciamento estéo listados a seguir.

Limpeza das amostras:

EXO-SAP

Reagdo: EXO — 0,05yl Programa: 1 hora37°C
SAP —0,05pl 15 min 80°C
H20 MiliQ —1,9ul
Volume final = 2,0ul

Sul de DNA (PCR)
Volume final = 7l
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PCR para sequenciamento:

Reac¢do: H:0 MiliQ — 3,15l Programa: 2 min 96°C
Buffer 1,05ul 30 seg 96°C — 35x
BigDye 0,7ul 15 seg 54°C
Primer 0,7ul 4 min 60°C

Total =5,6pl + 1,4 DNA (purificado) = 7ul @ 12°C

Protocolo de purificacdo da PCR de sequenciamento:

1.Adicionar 0,7 ul de EDTA (125mM) em cada poco da placa;
2. Adicionar 0,7 pl de Acetato de Sdodio (3M) em cada amostra e homogeinizar
bem;
3. Adicionar 17,5 pl de etanol 100% gelado;
4. Homogeneizar as amostras com leves batidas nas laterais da placa;
5. Cobrir com papel aluminio e incubar por 15 minutos a temperatura ambiente
(adesivar);
6. Centrifugar por 1 hora a 3.500 rpm;
7. Retirar o excesso de liquido por inversao (usar papel toalha);
8. Adicionar 35 pl de etanol 70% gelado nas amostras;
9. Centrifugarpor 30 minutos a 3.500 rpm;
10. Retirar o excesso de liquido por inverséo (usar papel toalha);
11.Aquecer por 8 minutos a 95°C com a tampa do termociclador aberta e colocar
papel aluminio sobre a placa para evitar luminosidade;
12.Guardar as placas em temperatura ambiente, coberta com adesivo e enrolada

em papel aluminio (sequenciar o mais rapido possivel).
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3.3 Identificacdo das espécies

Para a identificacdo das espécies, as sequéncias foward ou reverse foram
alinhadas no programa Geneious 4.8.5 (Kearse et al., 2012). As sequéncias foram
submetidas nas base de dados das plataformas BOLD The Barcode of Life Data
System — v4.boldsystems.org/index.php (Ratnasingham & Hebert, 2007) e NCBI —
www.ncbi.nlm.nih.gov (NCBI, 1988), onde foram comparadas com as 100
sequéncias mais similares depositadas, obtendo assim uma identificacdo a grupo de
espécie (Ratnasingham & Hebert, 2007). Foram consideradas as amostras que
obtiverem similaridade acima de 98% com alguma sequéncia depositada na

plataforma.

38



1 >
RESULTADOS E DISCUSSAO



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise das espécies de raias comercializadas

Durante as coletas realizadas na CEAGESP foram obtidas 43 amostras de
raias, das quais 36 amostras coletadas foram vinculadas a um documento fiscal. As
7 amostras restantes estavam sendo comercializadas sem o documento necessario,
fazendo com que uma multa fosse aplicada no ato (Anexo 1). Observou-se durante a
coleta do material que todos os individuos expostos a venda se encontravam sem
nadadeira caudal e cabeca, o que apesar de ser permitido por lei apds o
desembarque, dificulta a identificacdo morfoldgica. J& nas peixarias, ndo foi possivel
a verificacdo a presenca do documento fiscal pela auséncia de agentes do IBAMA
nas amostragens. A quantidade de amostras coletadas por localidade e coleta esta

listada na tabela abaixo (Tabela 1):

Tabela 1. Niamero de exemplares coletados por época e localidade

Bauru Sao Paulo S&o José do Rio Preto Campinas
Coleta 1 32 25 46 6
Coleta 2 12 11 47 0
Coleta 3 13 7 40 0

Quantidade de individuos coletados em Bauru, Sdo Paulo, Sao José do Rio Preto e
Campinas, em marco/abril de 2018, agosto/setembro de 2018 e dezembro de 2018/janeiro de 2019.

Do total de 239 amostras coletadas, 148 apresentaram problemas durante a

PCR ou sequenciamento por fatores externos relacionados a condigbes de

armazenamento durante a pesca e 0 comércio, além de 6 amostras que
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apresentaram indicios da presenca das espécies de bactérias Shewanella

putrefaciens ou Shewanella baltica (Figura 5).

2,52%

35,56%

B Amostras identificadas como raias
B Amostras n3o identificadas

61,92%

I Amostras identificadas como bactérias

Figura 5. Porcentagem de amostras identificadas.

Apesar da identificacdo de bactérias em andlises de tecidos de animais estar
comumente relacionada a contaminacdo das amostras durante as praticas
laboratoriais, a presenca das bactérias Shewanella putrefaciens e Shewanella
baltica estdo, na realidade, associados ao estado de putrefagdo da carne, uma vez
que essas espécies possuem um papel importante no processo de deterioracdo de
alimentos congelados, como peixes, carne bovina e de aves (Gram & Huss, 1996;
Gu et al., 2013; Pazdzior, 2016; Yang et al., 2019).

Assim como outras bactérias oportunistas, as espécies identificadas compdem
a microbiota comum de peixes saudaveis, sendo encontradas em pequenas
quantidades nas branquias (Al-Harbi et al., 2008; Parkingking et al., 2015; Pazdzior,
2016). Entretanto, as mudancas fisiologicas acarretadas pelo inicio da putrefacéo
possibilitam a multiplicacéo e colonizacdo de S. putrefaciens e S. baltica em outras
regides do corpo, que produzem substancias volateis respondaveis pelo odor de

peixe estragado (Bowman, 2005). Além disso, essas espécies sao relacionadas a
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cerca de 260 disturbios de saude descritos nos ultimos 40 anos, demonstrando o
significativo impacto na saude humana (Holt et al., 2005; Vignier et al., 2013). Assim,
a sua presenca em quatro exemplares de Bauru e duas de S&o Paulo indicam que
tais produtos estavam sendo comercializados em condigbes improprias para o
consumo.

A presenca dessas espécies de bactérias no material comercializado em
Bauru é desconhecida, enquanto na CEAGESP ela estar relacionada a pratica diaria
de descongelamento e congelamento do material que ndo foi vendido, o que
modifica os parametros de qualidade fisica da carne. Isso ocorre em partes pois a
formacdo de cristais de gelo danifica a ultraestrutura e concentra os solutos na
carne, 0 que, por sua vez, leva a alterac6es nas reagcfes bioquimicas que ocorrem
no nivel celular e influenciam os pardmetros de qualidade fisica da carne, como
perda de umidade, desnaturacdo de proteinas, oxidacdo de lipidios e proteinas,
diferenca na coloracdo da carne, mudanca de pH e deterioragcdo microbiana
(Leygonie et al., 2012).

Dentre as 85 amostras identificadas como raias, 56 obtiveram 100% de
similaridade com alguma sequéncia depositada no Bold Systems ou no NCBI, 10
obtiveram similaridade entre 99% e 100%, 16 amostras obtiveram similaridade entre
98% e 99% e 3 apresentaram similaridade abaixo de 98%, as quais ndo foram
consideradas confiaveis pelo seu relativo baixo nivel de similaridade (Apéndice 4). A
guantidade de amostras identificadas por coleta e localidade esta listada na tabela

abaixo (Tabela 2):

Tabela 2. Numero de exemplares identificados como raia por coleta e localidade.
Bauru Séo Paulo Sao José do Rio Preto Campinas
Coleta 1 16 13 27 6
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Coleta 2 1 3 3 0

Coleta 3 1 6 6 0

Quantidade de individuos coletados em Bauru, Sdo Paulo, Sdo José do Rio Preto e
Campinas, em marco/abril de 2018, agosto/setembro de 2018 e dezembro de 2018/janeiro de 2019.

O grande numero de amostras nado identificadas pode estar relacionado ao
acréscimo de um ou mais aditivos alimentares para mascarar o estado da carne de
forma ilegal, uma vez que a legislacdo proibe qualquer tipo de aditivo em carnes
congeladas por poderem propiciar aspectos atraentes a carne que sofreu alteracées
fraudulentas (Lederer, 1991; Brasil, 1998°; Costa, 2014).

Um tipo de aditivo utilizado ha décadas em carnes de peixe é o hipoclorito de
sédio, também conhecido como agua sanitaria, que é adicionado com o intuito de
clarear o material, fazendo com o mesmo aparente um falso frescor (Hughes et al.,
1979). Entretanto, além de ilegal, o hipoclorito de s6dio promove a oxidacdo do
DNA, dificultando a identificagdo por meio de marcadores moleculares (Rennick et
al., 2005).

Outros aditivos amplamente utilizados sdo o metabissufito de sédio (Na2S20s5),
o0 bissulfito de sddio (NaHSO3) e 0 metabissulfito de potassio (K2S20s) , 0s quais sdo
adicionados principalmente para reduzir a melanose em camardes, além de serem
incorporados ao pescado ainda no barco por inibirem a deterioragdo provocada por
bactérias e fungos (Hardisson et al., 2002).

Entretanto, o uso de agentes sulfitantes como conservantes € limitado por
ocasionarem a diminuicdo da qualidade nutricional do alimento e da
biodisponibilidade de algumas vitaminas, além de estarem relacionados a distUrbios
neurolégicos, irritacdo gastrica local, anafilaxia, urticaria, angiodema, nausea,

hipotensdo, erupgbes cutdneas, diarreia, distdarbios comportamentais e
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broncoespasmos em casos de individuos asméticos sensiveis (Vally & Thompson,
2001; Scampicchio et al., 2008).

A hipotese acerca do uso de aditivos € reforcada pela grande proporcdo de
amostras ndo identificadas em lotes especificos, como na segunda e terceira coleta
de Bauru e S&o José do Rio Preto, com 91,66%, 92,30%, 93,61% e 85,00% de
exemplares n&o identificados, respectivamente (Anexo 2).

Dentre as amostras identificadas, oito espécies de raias foram detectadas,
das quais 8 exemplares foram identificados como Atlantoraja castelnaui Miranda
Ribeiro, 1907 (9,76%), 2 como Atlantoraja platana Gunther, 1880 (2,44%), 2 como
Bathytoshia centroura Mitchill, 1815 (2,44%), 12 como Gymnura altavela Linnaeus,
1758 (14,63%), 4 como Hypanus americanus Hildebrand & Schroeder, 1928
(4,88%), 9 como Hypanus dipterurus Jordan & Gilbert, 1880 (10,98%), 33 como
Paratrygon aiereba Muller & Henle, 1841 (40,24%) e 11 como Potamotrygon motoro
Muller & Henle, 1841 (13,41%), das quais as duas ultimas sdo dulcicolas (Figura 6).
As espécies identificadas podem ser observadas no anexo 3. Apenas um exemplar
nao foi identificado a grupo de espécie, sendo classificado apenas como pertencente
a ordem Rajiformes (1,22%), o que pode ser explicado pela espécie da amostra em
guestdo nédo ter sido catalogada nas bases de dado, sendo entdo classificada a

grupo de ordem.
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Figura 6. Mapa com local de ocorréncia nas Américas de cada espécie identificada.

Das espécies de raias identificadas, apenas Bathytoshia centroura é
classificada como “pouco preocupante” (LC) de acordo com a Lista Vermelha de
Espécies Ameacadas da IUCN. Hypanus americanus, Hypanus dipterurus,
Paratrygon aiereba e Potamotrygon motoro s&o classificadas como “dados
insuficientes” (DD), enquanto Atlantoraja platana e Gymnura altavela sao
classificadas como “vulneravel” (VU) e Atlantoraja castelnaui como “criticamente
ameacgada” (CR), totalizando 26,83% de espécies ameacadas (Figura 7).

Apesar da classificacdes das espécies identificadas na Lista Vermelha da
IUCN, as espécies A. castelnaui, A. platana, B. centroura, G. altavela, P. aiereba e
P. motoro se encontram em um nivel diferente no Brasil de acordo com o Livro
Brasileiro da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (2018), onde a terceira e a
quinta, inicialmente classificadas como “dados insuficientes” (DD), estéo

“criticamente ameacgadas” (CR) em territorio nacional, juntamente com a espécie G.
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altavela. Ja as espécies A. castelnaui, A. platana e P. motoro séo classificadas como
“‘em perigo” (EN), “dados insuficientes” (DD) e “pouco preocupante” (LC) no Brasil,
respectivamente (Figura 7). Uma vez que as espécies presentes nessa lista sdo
protegidas pela Portaria 445/2014, os exemplares proibidos de serem
comercializados totalizam 67,07% das amostras identificadas.

A diferenca entre a classificacdo de muitas das espécies identificadas
demonstra a falta de associagdo entre as duas listas, 0 que é preocupante uma vez
que para o controle ou proibicdo em nivel nacional de uma espécie, deveria ser
considerada a sua classificacdo em escala global de acordo com a IUCN, fazendo
com que espécies ameacadas nesse ambito fossem protegidas em seus estados de
ocorréncia.

Além disso, a falta de associagdo entre as duas listas € algo notavel, uma vez
que para o controle ou proibicdo em nivel nacional de uma espécie, deveria ser
considerada a sua classificagcdo em escala global de acordo com a IUCN, uma vez
que espécies ameacadas nessa ambito deveriam ser protegidas em seus estados

de ocorréncia.

Paratrygon aiereba

CR
DD

Gymnura altavela

Potamotrygon motoro
DD

Hypanus dipterurus
VU
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Aflantoraja castelnaui I

" I EN I
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46



Figura 7. Diagrama aluvial com as espécies de raias identificadas e seus status de
conservacao. O lado esquerdo do grafico corresponde as categorias de cada espécie de acordo com
o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo. O lado direito corresponde as
categorias de cada espécie de acordo com a Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN. O
Graéfico foi construido com a ferramenta online RAWGraphs.

A grande proporcdo de individuos de espécies ameacadas pode ser
justificada em partes ao fato de que o comércio de raias no Brasil é muito
negligenciado, como pode ser visto no caso de de Santa Catarina, o qual apresentou
um grande crescimento na captura de raias (de 452.367 kg em 2000 para 1.425.792
kg em 2010) e é o maior produtor de elasmobranquios no pais, onde no ano de 2010
foi relatado que mais de 2300 toneladas de exemplares do grupo foram
desembarcadas, das quais mais de 85% ndo foram identificadas em nivel de
espécie (UNIVALI / CTTMar, 2011).

Além disso, grande quantidade de espécies ameacadas pode ser explicada
pois, muitas vezes, mesmo sem ser as espécies-alvo da pesca, as raias sao
capturadas como fauna acompanhante pelas redes e comercializadas para
aumentar o lucro do pescador, sem que haja a identificacdo propria da espécie ou
conhecimento sobre seu estado de conservacéao (Dulvy et al., 2008; 2014).

Em um estudo recente de Ferrette et al.,, (2019), foram observadas 16
espécies de raias capturadas como fauna acompanhante na costa do estado de Sao
Paulo, das quais A. castelnaui, B. centroura, H. americanus e G. altavela fazem
parte das espécies identificadas no presente trabalho. E importante ressaltar que ao
menos cinco das espécies identificadas neste trabalho sdo endémicas, fato que
sobreleva a gravidade das mesmas estarem sendo comercializadas atualmente no

estado.
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Atlantoraja castelnaui

Além das classificagfes alarmantes em relacdo a Atlantoraja castelnaui, a qual
representa 9,76% das amostras, a espécie apresenta tendéncias de diminuicdo em
suas populagdes naturais, o que pode ser justificado por sua pesca excessiva com
redes de arrasto (Hozbor & Massa, 2004). A espécie € a maior raia de aguas
costeiras e um dos maiores batoides bentonicos do sudoeste do Oceano Atlantico,
atingindo 140 cm de comprimento, sendo endémica do Atlantico sudoeste do Rio de
Janeiro, Brasil até o Golfo de San Jorge, Argentina (Menni & Stehmann, 2000;
Bovcon et al., 2011).

Devido ao seu grande tamanho corporal, A castelnaui tem um alto valor
comercial e foi submetida a uma forte pressao de pesca, fazendo com que somente
entre os anos de 1994 a 1999, a biomassa medida por redes de arrasto tenha
diminuido 75% na Argentina e Uruguai. Além disso, é provavel que a espécie esteja
ameacada pela pesca em um nivel semelhante no Brasil, 0 que representa um risco

ainda maior uma vez que é provavel que o sul do Brasil seja a principal area de

distribuicdo da espécie (Massa & Hozbor, 2003; Hozbor et al., 2004).

Atlantoraja platana

Assim como a espécie citada anteriormente, Atlantoraja platana, a qual

representa 2,44% das amostras, também apresenta tendéncias de diminuicdo em

suas populac¢des naturais, principalmente pela intensidade da pesca de arrasto ao

longo do habitat dessa espécie, em especial no sul do Brasil, o0 que pode ser
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explicado pelo aumento da demanda por carne de raias no mercado internacional

(San Martin et al., 2007).

Bathytoshia centroura

A espécie Bathytoshia centroura, que representa 2,44% das amostras, € uma
das maiores raias marinhas e salobras de todo o Atlantico. Seu tamanho (maximo de
260 cm de largura de disco) somado a baixa fertilidade (de dois a seis filhotes por
ninhada) a tornam intrinsecamente vulneravel ao declinio populacional. Entretanto,
apesar da pressdo de pesca ser intensa no Atlantico Sudoeste, a espécie é avaliada
como “pouco preocupante” mundialmente pela estabilidade que apresenta em seus

outros locais de ocorréncia (Rosa et al., 2016).

Gymnura altavela

Ainda que a espécie Gymnura altavela represente 14,63% das amostras, a
espécie apresentou um declinio de 99% em abundancia desde 1982 nas aguas
costeiras do sul do Brasil, o que justifica a avaliagéo de “criticamente ameagada” em
nivel nacional. Além disso, a pressao da pesca intensa que a espécie sofre em toda
a sua area de ocorréncia faz com que declinios semelhantes em areas onde faltam
dados sejam provaveis, fazendo com que a tendéncia mundial de suas populacdes

seja classificada como descrescente (Vooren et al., 2007).
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Hypanus americanus

Ja a espécie Hypanus americanus, que representa 4,88% das amostras, €
uma espécie marinha e estuarina costeira com uma ampla distribuicdo no Atlantico
Oeste, do sul de Nova Jersey (EUA) até o sudeste do Brasil. A espécie é capturada
como fauna acompanhante em toda a sua area de ocorréncia e € espécie-alvo em
algumas regibes da América do Sul, sendo também um importante recurso de
ecoturismo em algumas &reas. As populagcbes de H. americanus ndo tem
apresentado um declinio nos EUA e, sem ameacas aparentes, € avaliada como
“pouco preocupante” no pais. No entanto, ha pouca informacéo disponivel sobre as
tendéncias da populacdo e os impactos da pesca em todo o restante de sua area de

ocorréncia e, portanto, é avaliada como “dados deficientes” globalmente (Grubbs et

al., 2016).

Hypanus dipterurus

A espécie Hypanus dipterurus, a qual representa 10,98% das amostras
identificadas, € uma raia amplamente distribuida na costa oeste do México e norte
da Ameérica do Sul. As informacfes biologicas e pesqueiras estdo disponiveis
principalmente no México, onde a espécie € comumente desembarcada como fauna
acompanhante nas pescarias de arrasto de camardo (Mathews & Druck-Gonzalez,
1975). A espécie tem um ciclo de vida relativamente longo (podendo chegar a 28
anos) e baixa fertilidade (um a quatro filhotes por ninhada), fatores que indicam que
as populacdes de H. dipterurus demonstram resiliéncia limitada a pressao da pesca.

Com base na falta de informacdes relacionadas a biologia, distribuicdo e pesca
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dessa espécie em grande parte de sua area de ocorréncia, H. dipterurus é
classificada como “dados deficientes” globalmente e possui suas tendéncias

populacionais atuais desconhecidas (Smith et al., 2016).

Paratrygon aiereba

A espécie mais abundante identificada, Paratrygon aiereba, a qual representa
quase metade das amostras identificadas (40,24%), € uma espécie comum na bacia
do Amazonas que sofre com o comércio ilegal para o comércio de peixes
ornamentais, sendo regularmente exportada do Peru e da Coldombia, onde néo
ocorre na natureza. Além disso, a espécie € ameacada pela pesca comercial,
degradacdo de habitats e perseguicdo em areas populares de turismo.
Caracteristicas como seu grande tamanho (130 cm de largura de disco) e baixa
fertiidade (duas crias a cada dois anos), fazem com que a espécie seja
potencialmente vulneravel aos efeitos dessas ameacas. No entanto, devido a uma
falta geral de informacbes, a espécie é avaliada como “dados deficientes”
mundialmente, tendo tendéncias desconhecidas de suas populagbes naturais
(Aradjo & Rincon, 2018).

E importante ressaltar que a grande quantidade de amostras identificadas
como a espécie talvez seja justificada, em partes, por seu grande tamanho somado
ao fato da espécie ter sido identificada somente em peixarias onde a mesma era

comercializada em cubos, possibilitando que de fato mais de uma amostra

representasse apenas a um individuo.
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Potamotrygon motoro

Por fim, a espécie Potamotrygon motoro, que representa 13,41% das
amostras, é a espécie com maior distribuicdo da familia, ocorrendo nas trés maiores
bacias hidrograficas da América do Sul, sendo elas Amazonas, Orinoco e Parana-
Paraguai (Rosa, 1985; Compagno & Cook, 1995; Carvalho et al., 2003). A espécie é
a mais abundante e difundida do Parano-plata, e por ser um predador de topo de
cadeia, se alimentar de uma grande variedade de animais e de ser uma das
espécies com maior taxa de natalidade de sua familia, tem potencial para ser uma
espécie exatica invasora em diversas localidades (NG et al., 2010; Lameiras et al.,
2013). A espécie invadiu grandes areas a montante das Sete-Quedas de Guaira/PR
apos a construcdo da Usina Hidrelétrica de Itaipu, em 1982, chegando a habitar
afluentes em municipios do estado de S&do Paulo, paranaenses e sul-
matogrossenses localizados as margens do Rio Parana (Garrone Neto et al., 2007;
Lameiras et al.,, 2013). Nesses locais, onde a espécie nao fazia parte da fauna
aquatica nativa, o desconhecimento da populacdo acerca desses animais favorece a
ocorréncia de acidentes (Garrone Neto et al., 2007). Além disso, a invasdo de uma
espécie exotica, como P. motoro, pode acarretar na introducdo de parasitas e
patdgenos associados a especie, como € 0 caso do crustaceo parasita Lernaea
cyprinacea Linnaeus, 1758, o qual ocorre tipicamente em carpas (Carassius
carassius Linnaeus, 1758) mas foi identificada em ao menos outras 45 espécies de
peixes (Ledo et al., 2011; Carriel et al., 2014).

Assim, tendo em vista a problematica de invasdo de P. motoro e o fato da
mesma ser a unica raia comercializada identificada como “pouco preocupante” no

Brasil, uma solucdo para ambos os problemas seria o incentivo da pesca da espécie

52



em regibes onde a mesma € exética, abastecendo assim o mercado com uma
espécie autorizada pela lei e fazendo o controle das populacdes invasoras.
Entretanto, € importante ressaltar que mais informacdes sdo necessarias para que a
proposta seja eficiente e ndo afete populacdes da espécies onde a mesma ocorre
naturalmente. Além disso, a implementacdo de uma lei com o intuito de proibir a
venda de todas as espécies de raias em risco de extincdo mundialmente, além
daquelas em nivel nacional, auxiliia no restabelecimento dessas espécies em
territorio nacional.

Durante as coletas de marco e abril, a espécie encontrada com maior
frequéncia foi P. aiereba (38,71%), seguida por P. motoro (17,74%), H. dipterurus
(14,52%), G. altavela / A. castelnaui (9,68%), H. americanus (6,45%) e B. centroura
(3,22%), respectivamente. As amostras coletadas em agosto e setembro foram
identificadas somente como pertencentes a trés espécies, sendo elas P. aiereba
(42,86%), A. castelnaui (28,57%) e A. platana (28,57%). Nas coletas de dezembro e
janeiro foram identificadas somente duas espécies, P. aiereba (53,85%) e G.

altavela (46,15%) (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de espécies identificadas por coleta.



Quando analisamos os individuos de acordo com a época em que foram
coletados, pudemos notar que a diversidade de espécies identificadas na primeira
coleta foi muito elevada se comparada com a segunda e terceira coleta, o que pode
ser explicado pela baixa porcentagem de exemplares identificados em Bauru e S&o
José do Rio Preto nessas coletas, além da analise dos exemplares de Campinas ter
sido interrompida ap6s a primeira coleta pelo fato da Unica peixaria que
comercializava o produto na cidade ter deixado de fazer sua venda.

As diferentes propor¢cdes ndo podem ser justificadas pelo comportamento
reprodutivo das espécies, uma vez que os periodos de gestacdo nao coincidem com
as datas de coletas das espécies identificadas (Capapé, 1992, 1993; Peres &
Vooren, 1993; Colonello, 2009).

Na cidade de Bauru, foram identificadas seis espécies de raias, das quais as
mais frequentes foram P. motoro (27,78%) e H. dipterurus (22,22%), seguidas por A.
castelnaui / G. altavela (16,67%), P. aiereba (11,11%) e B. centroura (5,55%),
respectivamente. J4 na cidade de Sdo Paulo, foram identificadas cinco espécies,
sendo elas G. altavela (42,86%), A. castelnaui (23,81%), H. americanus (19,05%), A.
platana (9,52%) e P. motoro (4,76%). Em S&o José do Rio Preto e Campinas foram
identificadas somente duas espécies, sendo A. aiereba (86,11%) e P. motoro
(13,89%) em Sé&o José do Rio Preto e H. dipterurus (83,34%) e B. centroura

(16,66%) em Campinas (Figura 9).
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Figura 9: Porcentagem de espécies identificadas de acordo com a localizagéo.

Quando analisamos os exemplares de acordo com a cidade de coleta,
pudemos notar uma grande diferenca entre as espécies identificadas, uma vez que
as cidades de Bauru e Sao Paulo apresentaram uma ampla diversidade de espécies
guando comparadas com as duas restantes, sendo as Unicas cidades analisadas
abastecidas tanto por espécies marinhas quanto dulcicolas.

A cidade de Sado José do Rio Preto é a Unica que aparenta ser abastecida
apenas por espécies dulcicolas, sendo predominante a venda da espécie P. aiereba,
0 que pode ser justificado por ser a cidade analisada que se encontra mais distante
do oceano, ao interior do estado. J4 a peixaria de Campinas é a Unica
aparentemente abastecida somente por espécies marinhas, sendo predominante a
venda da espécie H. dipterurus. Entretanto, a quantidade de espécies identificadas
na cidade pode estar relacionada a pequena quantidade de amostras coletadas, nao
representando a verdadeira diversidade de espécies de raias comercializadas no

local.



4.2 Barcode como técnica de identificacdo de espécies de raias

comercializadas

Para a aplicacdo da técnica, € necessario um investimento inicial para a
obtencdo dos seguintes equipamentos: pipetas, centrifuga, banho-maria, cuba e
fonte para eletroforese, vortex, freezer para armazenamento das amostras,
termociclador e sistema de ultrapurificacdo de H20 MiliQ. Além disso, € necessaria a
obtencado de diversos reagentes e materiais para a aplicacéo da técnica de Barcode,
somando aproximadamente R$ 22,66 por amostra, totalizando R$ 2.175,42 por

placa (Tabela 3) dados esses, atualizados no no segundo semestre de 2019.

Tabela 3. Orcamento para cada placa analisada.

Extracdo de DNA

Valores atacado Valores por placa (96
unidades)

Saco de ponteiras brancas R$ 70,00 R$ 10,56
Saco de ponteiras amarelas R$ 55,00 R$ 10,56
Saco de ponteiras azuis R$ 55,00 R$ 0,66
Saco de microtubo de centrifuga 1,5 ml R$ 70,00 R$ 26,88
Isopropanol R$ 35,00 R$ 2,02

Nuclei lysis solution R$ 2.060,00 R$ 0,62
Proteinase K R$ 510,00 R$ 39,17

RNAse R$ 205,00 R$ 49,20

Protein Precipitation Solution R$ 1.793,00 R$ 98,30
DNA rehydration R$ 298,00 R$ 17,16
Etanol 70% R$ 62,95 R$ 3,63

Reacéo de PCR

Valores atacado Valores por placa (96
unidades)

Saco de ponteiras brancas R$ 70,00 R$ 6,86

Saco de ponteiras amarelas R$ 55,00 R$ 0,66
Saco de ponteiras azuis R$ 55,00 R$ 0,11

Saco de microtubo de centrifuga 0,2 ml R$ 270,00 R$ 25,92
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Saco de microtubo de centrifuga 1,5 ml R$ 70,00 R$ 0,28
Primer Fish F1/F2 - Foward R$ 70,00 R$ 0,84
Primer Fish R1/R2 - Reverse R$ 70,00 R$ 0,84
dNTP R$ R$ 764,00 R$ 0,46

Tag/ MgCl2/ Buffer R$ 206,00 R$ 9,88

Eletroforese

Valores atacado

Valores por placa (96
unidades)

Saco de ponteiras brancas R$ 70,00 R$ 7,49

Saco de microtubo de centrifuga 0,5 ml R$ 200,00 R$ 0,80
Agarose R$ 1.516,00 R$ 10,61

Solucéo TBE (Tris + HsBos + EDTA) R$ 1.230,48 R$ 0,33
Ladder 100 pb R$ 612,00 R$ 42,84

Loading Buffer R$ 180,00 R$ 1,44

Gel Red R$ 1.374,00 R$ 6,60

Sequenciamento

Valores atacado

Valores por placa (96
unidades)

Saco de ponteiras brancas R$ 70,00 R$ 6,72
Saco de ponteiras amarelas R$ 55,00 R$ 0,20
Saco de ponteiras azuis R$ 55,00 R$ 0,05
Saco de microtubo de centrifuga 0,2 ml R$ 270,00 R$ 25,92
Saco de microtubo de centrifuga 1,5 ml R$ 70,00 R$ 0,07
Exo | + SAP R$ 17.347,50 R$ 333,01
BigDYE + Tampao BigDYE R$ 4.585,70 R$ 440,23
Primer Fish F1/F2 ou R1/R2 R$ 70,00 R$ 2,35
EDTA (125 mM) R$ 68,80 R$ 0,01
Acetato de Sédio (3M) R$ 16,42 R$ 0,01
Etanol 100% R$ 90,00 R$ 0,15
Papel aluminio R$ 9,49 R$ 0,17
Etanol 70% R$ 62,95 R$ 0,21
Placa para sequenciamento R$ 304,00 R$ 30,40
Adesivo para placa R$ 120,00 R$ 1,20
Sequenciamento - CREBIO R$ 960,00 R$ 960,00

Preco total por placa analisada (96 amostras)
R$ 2.175,42

Orcamento para cada placa analisada, dividido em: extracdo de dna, reacdo de PCR,
eletroforese, sequenciamento. Precos verificados no segundo semestre de 2019.
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A multa para cada individuo de espécies constantes em listas oficiais de fauna
brasileira ameacada de extingdo € de R$ 5.000,00, de acordo com o Decreto n°
6.686 (Brasil, 2008°). Desta forma, se considerarmos a propor¢do encontrada no
presente estudo de 67,07% dos individuos com o comércio proibido, a anélise de
uma placa arrecadaria em média R$ 321.936,00. Assim, o valor de R$ 2.715,42 da
andlise de uma placa, poderia ser pago com um investimento de aproximadamente
0,84% do dinheiro gerado pelas multas produzidas por placa.

Além do investimento relativamente baixo se comparado ao retorno monetario
das multas, a técnica apresenta como vantagem a velocidade para ser executada,
uma vez que o resultado quanto a espécie de uma amostra pode ser obtido em
menos de duas semanas ap0s a sua coleta.

Além disso, nos ultimos anos a técnica tem sido amplamente utilizada para a
identificacdo de espécies de raias (Bineesh et al., 2016; Cruz, 2013; Madduppa et
al., 2016; Serra-Pereira et al., 2010) e tem se mostrado eficaz para analise de
comércio irregular de elasmobranquios, como visto por Barbuto et al., (2010), que a
utilizou para a identificacdo de substituicbes fraudulentas de tubardes na ltalia, e
Griffiths et al., (2013) que a aplicou com o intuito de analisar a diversidade de raias

comercializadas na Inglaterra.
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5 CONCLUSAO

De acordo com as analises de DNA Barcode, pode-se concluir que o
comeércio de raias no estado de Sao Paulo apresenta problemas graves como venda
de produtos em estado de putrefacdo, comércio de produtos sem a apresentacao da
nota fiscal e venda de amostras possivelmente expostas a aditivos alimentares, 0s
quais séo proibidos por lei.

Ao menos oito espécies de raias sdo comercializadas no estado, das quais
quatro estdo em risco de extingao no pais e possuem o comeércio proibido de acordo
com a Portaria 445/2014.

Das espécies restantes, uma € classificada como “vulneravel” em escala
global, duas ndo apresentam dados acerca de seus estados de conservagao, e a
altima, P. motoro, € invasora em algumas regifes do pais. A falta de interlocucéo
entre a classificacdo nacional e global é observada pelas diferenca de categorias
que as espécies apresentam, a qual a lista da IUCN e a CITES atualmente ndo sao
determinantes para a proibicdo do comércio de espécies de raias em territrio
nacional.

As cidades que apresentaram maior diversidade de espécies comercializadas
foram Bauru e S&o Paulo, com 6 e 5 espécies, respectivamente, se comparadas
com Sao José do Rio Preto e Campinas, com 2 espécies por cidade. A cidade de
Séo José do Rio Preto foi a Unica que apresentou somente espeécies dulcicolas,
enquanto Campinas apresentou somente espécies marinhas.

A coleta dos meses de marco e abril de 2018 apresentou a maior diversidade,
com 8 espécies, se comparada a o0 que provavelmente se comparada com as

coletas de agosto e setembro de 2018 e dezembro de 2018 e janeiro de 2019, com 2
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espécies, 0 que provavelmente se deu pela menor quantidade de individuos
analisados nas ultimas.

A andlise de DNA Barcode se mostrou uma técnica eficiente para a
identificacdo para espécies de raias, demonstrando grande potencial para substituir
a identificacdo morfologica, usada atualmente pelos o6rgdos competentes

responsaveis pela fiscalizacdo desses produtos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Para o cumprimento dos compromissos previstos no Artigo 225 da
Constituicdo Brasileira de proteger a fauna e flora de préaticas que provoquem a
extingdo de espécies, o Brasil dispde de uma série de mecanismos voltados a
conservacgao e protecdo da biodiversidade, os quais incluem a elaboracdo de listas
das espécies ameacadas, além do monitoramento, planos de gestao e criacdo de
programas para recuperacao de espécies ameacadas, incluindo espécies de raias.

A falta de controle sobre a pesca das espécies do grupo esté levando a uma
queda radical nos estoques pesqueiros de suas populagbes, aumentando seus
riscos de extingcdo. Entretanto, apesar da fiscalizacdo baseada na identificacao
morfolégica das espécies realizada pelos 6rgdos competentes, muitas vezes a
mercadoria ndo pode ser identificada a grupo de espécie devido a descaracterizacao
do produto, a qual dificulta o reconhecimento da espécie e consequentemente o
controle de seu comércio.

Assim, com o0 avango da genética molecular nos ultimos anos, amostras que
seriam descartadas pela impossibilidade de sua identificagdo morfoldgica tradicional,
atualmente podem ser identificadas a grupo de espécie, 0 que € de extrema
importancia para a correta avaliacdo dos estoques, e consequentemente um manejo
adequado para as espécies ameacadas.

Aléem da dificuldade acerca da identificacdo pelos métodos utilizados pelos
orgaos competentes, outra adversidade a respeito do comércio de raias € a falta de
informacgdes basicas sobre a dinanica de suas populacdes e principalmente acerca
do estado de conservacao de espécies dulcicolas que compdem o grupo, uma vez

que grande parte delas € classificada como “dados deficientes” em escala global.
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Apesar das espécies pertencentes a essa classificacdo ndo estarem oficialmente
ameacadas, elas podem estar, em partes, mais vulnerdveis a extincdo pela
sobrepesca, uma vez que algumas espécies podem estar em risco sem que haja
conhecimento, e consequentemente, ndo possuem seu comeércio proibido por lei.

Além disso, apesar da existéncia de algumas leis que auxiliam na protecao do
grupo, muitas vezes portarias que restringem o alcance dessas leis sao criadas,
como é o exemplo da Portaria 73/2018, que permite 0 manejo sustentavel de
espécies ameacgadas que possuem sua pesca originalmente proibida pela ja citada
Portaria 445/2014.

Nesse sentido, a ampliagdo do conhecimento sobre a composicdo de
recursos Vivos nos VAarios ecossistemas existentes € essencial e serviria como base
para projetos de preservagdo e uso planejado e sustentavel dos recursos naturais.
Com um crescente interesse na sustentabilidade da pesca no ambito internacional,
foram desenvolvidos planos de manejo e conservagao de elasmobranquios, como
por exemplo, o Plano de A¢édo Nacional para a Conservacao de Tubardes e Raias
Marinhos Ameacados de Extincdo (ICMBIO — Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao da biodiversidade Marinha do Sudeste e Sul), com o intuito de mitigar
0s impactos sobre os elasmobranquios marinhos ameacados de extingdo no Brasil.

Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido para que fossem
produzidos dados fundamentais sobre o comércio de raias do estado de S&o Paulo.
O método de identificacdo empregado no presente trabalho, o DNA Barcode, se
mostrou eficiente na identificacdo de amostras de raias comercializadas
descaracterizadas morfologicamente, demonstrando ser uma técnica rapida,

confiavel e com um baixo custo se comparado com seu retorno monetario
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proveniente das multas aplicadas devido ao uso da técnica se utilizada como
ferramenta de rotina para fiscalizacao.

Outro ponto importante é que os dados obtidos no presente trabalho
evidenciaram ao menos 8 espécies de raias sendo comercializadas no estado de
Sé&o Paulo, das quais quatro possuem a venda proibida por lei e totalizam 67,07%
das amostras identificadas, além de uma espécie ameacada globalmente com o
comércio desempedido no Brasil. Dentre as espécies restantes, somente uma
(Potamotrygon motoro) é classificada como pouco preocupante no Brasil, a qual é
uma espécie invasora em diversos ambientes aquaticos nos estados de Sdo Paulo,
Parana e Mato Grosso do Sul.

Desse modo, para que acbes de conservacao relacionadas ao grupo sejam
efetivas, torna-se fundamental e de grande urgéncia que, além de uma fiscalizacdo
mais rigorosa em pontos de desembarque e comércio e a implementacdo de uma
técnica eficaz na identificacdo de amostras descaracterizadas morfologicamente,
seja implementada uma lei com o intuito de proibir o comércio de espécies de raias
ameacadas globalmente e incentivar a pesca e venda de P. motoro em regides onde
€ exoética, auxiliando no controle da espécie e diminuindo o comércio de espécies
ameacadas para que haja um restabelecimento de suas popula¢des naturais longo
do tempo.

Aléem das acdes ja citadas, outra medida de grande importancia seria a
implementacdo da Educacdo Ambiental em empresas pesqueiras e para
pescadores, com o intuito de auxiliar na identificacdo de espécies de raias
ameacadas encontradas nas areas de pesca e acerca das leis relacionadas a

captura e venda irregular de pescado. Ademais, a criagdo de unidades de

conservagao em areas que as populacdes de espécies de raias ameacadas habitam
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também possui um papel essencial para o restabelecimento dessas espécies no
Brasil.

De uma formar geral o estudo realizado ndo s6 enfatiza os riscos na
conservacao das raias no Brasil, mas também nos d& algumas informacdes viaveis
na melhoria da conservacdo deste grupo, tais como: espécies de raias
comercializadas em diferentes cidades do estado de S&o Paulo, locais de comércio
de espécies ilegais, ferramenta (DNA Barcode) ideal a ser utilizada na fiscalizacéo,
dentre outras.

Para mais, apesar do presente trabalho fechar algumas lacunas acerca do
comércio de raias no estado, o mesmo gera alguns guestionamentos, como: Os
individuos comercializados representam diferentes populacbes de cada espécie ou
esta havendo a sobrepesca de populacbes especificas? Qual € o motivo do
surgimento das espécies de bactérias nocivas no material comercializado em
Bauru? As amostras ndo identificadas apresentam resquicios do uso de aditivos
alimentares? Se sim, quais foram os aditivos e foram eles utilizados nas
embarcacdes ou pela industria ou pelos comerciantes? As espécies identificadas
representam todas as espécies de raias comercializadas no estado de Séo Paulo ou
uma quantidade maior de individuos analisados em outras localidades do estado
revelaria um numero maior de espécies? Novos estudos sdo necessarios para que o
comércio desse grupo seja melhor compreendido no estado, possibilitando assim a
implementacdo de novas medidas mais eficientes de protecédo para o consumidor e

para as espécies no Brasil.
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Anexo 2.
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Porcentagem de amostras identificadas como raias e bactérias divididas por localidade e coleta.

Anexo 3.

Espécies de raia identificadas. A) Atlantoraja castelnaui. B) Atlantoraja platana. C) Bathytoshia
centroura. D) Gymnura altavela. E) Hypanus americanus. F) Hypanus dipterurus. G) Paratrygon aiereba. H)
Potamotrygon motoro.
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9 APENDICE

Apéndice 1.

Arhynchobatidae

Bathytoshia centroura

Raia-prego-de-cauda-aspera

Atlantoraja castelnaui Raia-chita EN
Rioraja agassizii Raia-santa EN
Sympterygia acuta Raia-emplastro EN
Sympterygia bonapartei Emplastro-amarelo EN

e e

CR

Fontitrygon colarensis

Paratrygon aiereba

Raia

Gymnuridae

Gymnura altavela Raia-borboleta

Potamotrygonidae

Raia-aramaca
Mobulidae

VU

Manta birostris Raia-manta VU
Mobula hypostoma Raia-manta VU
Mobula mobular Raia-manta VU
Mobula rochebrunei Raia-ana VU
Mobula tarapacana Raia-jamanta VU
Mobula thurstoni Raia-jamanta VU

Manta birostris Raia-manta VU
Mobula japanica Raia-manta NT
Mobula rochebrunei Raia-manta VU
Mobula tarapacana Raia-manta VU
Mobula thurstoni Raia-manta NT

Pristidae

Myliobatis freminvillii Raia-sapo EM
Myliobatis goodei Raia-sapo CR
Myliobatis ridens Raia-sapo CR

Rhinoptera brasiliensis Raia-beigco-de-boi CR

Pristis pectinata Peixe-serra CR

Pristis pristis Peixe-serra CR
Rhinobatidae

Rhinobatos horkelii Raia-viola / Viola CR
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Rhinobatos lentiginosus Raia-viola / Viola VU

Trygonorrhinidae

Zapteryx brevirostris Banjo / Raia-viola-de-bico-curto

Torpedinidae

Tetronarce puelcha | Raia-elétrica | VU

Espécies de raias em risco de extincdo no Brasil de acordo com o Livro Vermelho da
Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢cdo. Na primeira, segunda e terceira coluna encontram-se os
nomes cientificos das espécies, 0s nomes populares e seus estados de conservacdao,
respectivamente. NT — Quase ameacada. VU — Espécie vulneravel. EN — Espécie em perigo. CR —

Criticamente em perigo.

Apéndice 2.

Aetobatus narinari

Aetobatidae

Raia-pintada

Arhynchobatidae

Atlantoraja castelnaui Raia-chita EN
Atlantoraja cyclophora Raia VU
Atlantoraja platana Raia VU
Rioraja agassizii Raia-santa VU
Rhinoraja multispinis Raia NT

Sympterygia acuta

Fontitrygon colarensis

Raia-emplastro

Raia

Fontitrygon geijskesi

Raia-bicuda

Gymnuridae

Gymnura altavela Raia-manteiga VU

Mobulidae

NT

Myliobatis ridens

Raia-manteiga

Manta birostris Raia-manta VU
Mobula japanica Raia-manta NT
Mobula rochebrunei Raia-manta VU
Mobula tarapacana Raia-manta VU
Mobula thurstoni Raia-manta

Myliobatidae

Rhinoptera brasiliensis

Benthobatis kreffti

Raia-beigco-de-boi

Raia cega

Narcinidae

Diplobatis pictus

Raia elétrica variegada

VU
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Discopyge tschudii Raia elétrica NT

Narcine bancroftii Raia elétrica do Caribe CR

Pristidae

Pristis pectinata Peixe-serra CR

Pristis pristis Peixe-serra CR

Dipturus mennii Raia VU
Dipturus trachydermus Raia espinhuda VU
Gurgesiella dorsalifera Raia VU

Rhinobatidae

Rhinobatos horkelii Raia-viola CR

Rhinobatos lentiginosus Raia-viola CR

Rhinopteridae

Rhinoptera bonasus

Raia nariz de vaca

Rhinoptera brasiliensis

Zapteryx brevirostris

Raia brasileira nariz de vaca

Trygonorrhinidae

Raia-viola

Espécies de raias em risco de extincdo no Brasil de acordo com a Lista Vermelha da IUCN.
Na primeira, segunda e terceira coluna encontram-se os nomes cientificos das espécies, 0s nomes
populares e seus estados de conservacdo, respectivamente. NT — Quase ameacada. VU — Espécie
vulneravel. EN — Espécie em perigo. CR — Criticamente em perigo.

Apéndice 3.

Alopias superciliosus

Alopiidae

Zorro de olhos grandes

Alopias vulpinus

Carcharhinus falciformis

Tubardo-raposo
Carcharhinidae

Tubaréo lombo-preto

Carcharhinus longimanus

Cetorhinus maximus

Carcharodon carcharias

Tubarao galha-branca-oceéanico

Cetorhinidae

Tubardo-elefante

Lamnidae

Tubarao-branco

Isurus oxyrinchus

Tubardo-mako

Isurus paucus

Tubarao-anequim

Lamna nasus

Tubardo-sardo
Myliobatidae

Manta birostris Raia-manta Il
Mobula hypostoma Raia-manta Il
Mobula japanica Raia-manta Il
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Mobula tarapanaca Raia-manta Il
Mobula thurstoni Raia-manta Il
Paratrygon aiereba Raia-aramaca Il
Potamotrygon albimaculata Raia Il
Potamotrygon amandae Raia Il
Potamotrygon brachyura Raia-do-rio-de-cauda-curta Il
Potamotrygon constellata Raia Il
Potamotrygon falkneri Raia-pintada Il

Espécies de elasmobranquios em risco de extingdo no Brasil de acordo com a lista da
CITES. Na primeira, segunda e terceira coluna encontram-se os nomes cientificos das espécies, 0s
nomes populares e suas classificacdes dentro da plataforma, respectivamente. |l — Espécies néo
necessariamente ameacadas de extingdo, mas que o comércio deve ser controlado para evitar o
uso incompativel com sua sobrevivéncia. lll — Espécies protegidas em ao menos um pais que
solicitou a CITES por assisténcia no controle do comércio.

Apéndice 4.
Amostra Localidade Similaridade Espécie identificada Estado de
conservagao (IUCN)
10122 Bauru 100,00% Potamotrygon motoro Dados Insuficientes
10123 Bauru 98,15% Potamotrygon motoro Dados Insuficientes
10124 Bauru 94,00% Paratrygon aiereba Dados Insuficientes
10125 Bauru 100.00% Paratrygon aiereba Dados Insuficientes
10126 Bauru 100,00% Potamotrygon motoro Dados Insuficientes
10127 Bauru 98,15% Potamotrygon motoro Dados Insuficientes
10128 Bauru 99,17% Potamotrygon motoro Dados Insuficientes
10129 Bauru 100,00% Gymnura altavela Vulneravel
10130 Bauru 100,00% Gymnura altavela Vulneravel
10131 Bauru 100,00% Gymnura altavela Vulneravel
10524 Bauru 98,31% Atlantoraja castelnaui Em Perigo
10528 Bauru 100,00% Shewanella Contaminado
putrefaciens/baltica
10529 Bauru 98,11% Shewanella Contaminado
putrefaciens/baltica
10530 Bauru 100,00% Atlantoraja castelnaui Em Perigo
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10532 Bauru 97,14% Shewanella Contaminado
putrefaciens/baltica

10535 Bauru 99,00% Hypanus dipterurus Dados Insuficientes

10537 Bauru 98,58% Hypanus dipterurus Dados Insuficientes

10542 Bauru 100,00% Hypanus dipterurus Dados Insuficientes

11970 Bauru 99,05% Paratrygon aiereba Dados Insuficientes

10496 Sao Paulo 97,67% Shewanella Contaminado
putrefaciens/baltica

10498 Séo Paulo 100,00% Potamotrygon motoro Dados Insuficientes

Séo Paulo 100,00% Atlantoraja castelnaui Em Perigo

10510 Séo Paulo 98,75% Hypanus americanus Dados Insuficientes

10513 S&o Paulo 100,00% Hypanus americanus Dados Insuficientes

10515 S&o Paulo 98,23% Gymnura altavela Vulneravel

10518 Séo Paulo 100,00% Gymnura altavela Vulneravel

11634 Séo Paulo 100,00% Atlantoraja platana Vulneravel




11636

11639

11987

11988

11989

11990

11991

11993

11107

11109

11110

11111

11112

11113

11114

11116

11117

11118

11119

11121

11122

11123

11124

11125

11126

11127

Sao Paulo

Séao Paulo

Séao Paulo

Séao Paulo

Séao Paulo

Séao Paulo

Sao Paulo

Séao Paulo

Séao José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séo José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séo José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Sé&o José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

98,44%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

99,32%

99,00%

100,00%

100,00%

99,00%

100,00%

98,04%

100,00%

100,00%

100,00%

98,00%

95,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

Atlantoraja castelnaui
Shewanella
putrefaciens/baltica
Gymnura altavela
Gymnura altavela
Gymnura altavela
Gymnura altavela
Gymnura altavela
Gymnura altavela
Paratrygon aiereba
Potamotrygon motoro
Potamotrygon motoro
Potamotrygon motoro
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Potamotrygon motoro
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba

Paratrygon aiereba

Em Perigo
Contaminado
Vulneravel
Vulneravel
Vulneravel
Vulneravel
Vulneravel
Vulneravel
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes

Dados Insuficientes
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11131

11132

11136

11137

11138

11139

11142

11145

11147

11149

11782

11791

11796

12688

12691

12702

12703

12708

12724

11153

11154

11155

11156

11157

11158

Sao José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Sé&o José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Sé&o José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Sé&o José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séo José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séo José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Séao José do
Rio Preto

Sao José do
Rio Preto

Séo José do
Rio Preto
Campinas
Campinas
Campinas
Campinas

Campinas

Campinas

98,92%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

99,22%

98,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

98,28%

100,00%

98,60%

99,17%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

Potamotrygon motoro
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Paratrygon aiereba
Hypanus diprerurus
Hypanus dipterurus

Hypanus dipterurus

Bathytoshia centroura

Hypanus dipterurus

Hypanus dipterurus

Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Dados Insuficientes
Pouco Preocupante
Dados Insuficientes

Dados Insuficientes

Identificagcdo das amostras coletadas na CEAGESP e peixarias.
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