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RESUMO

A exploragdo pesqueira sem controle representa atualmente a maior
ameaca as populacdes de elasmobranquios e, em escala mundial, o manejo
adequado destes recursos ¢ dificultado pela escassez de informacgdes
basicas sobre sua dindmica populacional. A identificacdo ¢ a conservagao
de estoques geneticamente diferenciados e adaptados ao seu habitat
representam um ponto fundamental para o setor pesqueiro, pela sua relacao
direta com a produtividade total e o uso sustentavel dos recursos.
Considerando a crescente exploracdo pesqueira, principalmente nas regides
sul e central da costa brasileira e devido a similaridade morfologica entre as
espécies dos géneros Rhinobatos e Zapterix, que freqiientemente
inviabilizam estatisticas de pesca e exploracdo, foram desenvolvidos
métodos moleculares de identificagdo simultanea de individuos. Utilizando
PCR-multiplex a partir do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade I e PCR-RFLP, foram analisados individuos das espécies
Rhinobatos horkelii, Rhinobatos percellens e Zapteryx brevirostris. A
validacdo de tais métodos foi realizada com os 267 individuos coletados no
periodo de um ano e meio (entre 2008 e 2010) na costa sul e central do
Brasil.

Palavras Chave: Elasmobranquios, Rhinobatos, Zapterix, mtDNA, PCR-
Multiplex, PCR-RFLP.



1. INTRODUCAO

1.1 Elasmobranquios

Os tubardes e raias, constituintes da subclasse Elasmobranchii e
classe Chondrichtyes, surgiram ha pelo menos 450 milhdes de anos atras,
no periodo Carbonifero (Hoenig & Gruber, 1990). Esses peixes se
caracterizam principalmente por apresentarem esqueleto cartilaginoso e
cinco a sete pares de fendas branquiais. A histéria de vida dos
elasmobranquios indica que sdo organismos muito bem sucedidos quanto
as suas adaptacdes ao ambiente durante seu processo evolutivo. Sdo peixes
com caracteristicas que resultam em baixa taxa que crescimento
populacional, como alta longevidade, crescimento lento, atingindo grandes
tamanhos corporais, maturagdo sexual tardia e geragdo de poucos
descendentes, particularidades estas que os tornam organismos K-
estrategistas. Como a populagdo cresce de forma lenta, em comparagdo a
outros peixes, essa estratégia prioriza o sucesso da prole. Para isto ¢
necessario um alto gasto energético durante o periodo reprodutivo por parte
das fémeas, gerando um baixo nuimero de descendentes bem formados,
com grande expectativa de vida, o que compensaria a mortalidade natural

da populacdo (Hoening & Gruber, 1990; Vooren & Klippel, 2005).



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

Em estudos sobre a composi¢do de espécies dos desembarques da
frota industrial pesqueira de Itajai e Navegantes (SC), que opera no Sudeste
e Sul do Brasil, Mazzoleni e Schwingel (1999) registraram o desembarque
de individuos representando 23 familias de Elasmobranquios, sendo uma
espécie de quimera, 54 espécies de tubardes (29 géneros) e 31 de raias (16
géneros). Em estudo mais detalhado sobre as comunidades de peixes
demersais na plataforma do Rio Grande do Sul, entre as profundidades de 9
a 200 metros, Vazzoler et al., 1999 registraram a presenga de 11 familias de
Elasmobranquios. Segundo  Vooren (1998), 49 espécies de
Elasmobranquios demersais habitam as regides da plataforma continental

até o talude do sul do Brasil, entre 500 metros de profundidade. Dessas



espécies, 34 sdo de tubardes (3 Squatiniformes, 2 Lamniformes, 8
Squaliformes, 16 Carcharriniformes, 3 Hexanchiformes) e 25 de raias (14
Rajiformes, 7 Miliobatiformes e 4 torpediniformes). O autor caracteriza as
espécies acima em quatro grupos, conforme sua distribuicdo temporal na
costa sul brasileira: a) grupo constituido de 12 espécies com presenca
constante, como aquelas que completam todo ciclo de vida na costa sul do
Brasil e que, ao longo do ano, ndo apresentam varia¢do de abundancia; b)
grupo composto por 12 espécies identificadas como migrantes de inverno,
como as espécies que migram para a plataforma continental brasileira
durante o inverno e no verdo sdo encontradas no Uruguai e na Argentina; c)
grupo composto por 6 espécies identificadas como migrantes de verdo que,
com o avan¢o de massas de agua tropical, como espécies de dgua quente
que sdo, migram para a plataforma Sul Brasileira; d) grupo constituido por

cerca de 19 espécies de ocorréncia esporadica (Dulvy & Reynolds, 2002).

1.2.1 Pesca

O primeiro relato de extingdo local devido a pesca ocorreu no Mar
Irlandés, onde a espécie de Rajidae, Dipturus batis, tornou-se muito rara,
apds anos de extrema abundéancia no inicio do século XX. Essa raia era
capturada acidentalmente por redes de arrasto na pesca do camardo, mas os
registros dos dados de captura eram incompletos, ndo havendo separagdo

por espécies na estatistica pesqueira (Brander, 1981). Dulvy et al. (2000)



reportam outro caso de extingdo local de duas espécies de raias (Rastroraja
alba e Dipturus oxyrhinchus), também no Mar Irlandés. Atualmente,
diferentes espécies de peixes, incluindo algumas de tubardes e raias, estdo
relacionadas pelo IBAMA como espécies em extingdo (Tabela 1) e estdo
merecendo maior aten¢do por parte dos pesquisadores e das entidades
responsaveis pela conservagdo das espécies e dos ambientes.

A pesca de elasmobranquios desembarcada nos portos de Santa
Catarina, segue o mesmo padrdo da pescaria de peixes cartilaginosos
registrado por Vooren (1995) na costa do Rio Grande do Sul. Este padrado ¢
caracterizado por oscilagdes na producio, representada por periodos de alta
captura, seguidos de periodos de declinio quantitativo. Entretanto, ha uma
tendéncia de aumento nas capturas a partir da década de 1970,
estabilizando-se em um patamar de cerca de 3700 toneladas a partir de
2001. O incremento verificado neste periodo seria reflexo de um conjunto
de fatores como o aumento do esforco pesqueiro, do direcionamento de
algumas pescarias as espécies de Elasmobranquios devido ao crescente
interesse comercial e pela pratica do “finning” (retirada das nadadeiras de
tubardes para comercializacdo), além do seu aproveitamento como fauna
acompanhante (Perez & Pezzuto, 1998; Figueiredo et al., 2002; Perez et al.,
2003). No entanto, a producdo para o ano de 2006 mostra uma queda nas
capturas de elasmobranquios (GEP/CTTMar, 2007), o que poderia ser o

indicativo de uma tendéncia para o inicio da fase de declinio, condizendo



com o padrdo de oscilagdes observado nas capturas de organismos deste
grupo.

A pesca industrial de arrasto demersal teve inicio na década de 1940
nos estados do Rio de Janeiro ¢ Sdo Paulo. Nos anos de 1960, com a
introdu¢do da rede dupla e a estruturagdo desta pescaria em Santa Catarina,
a frota pesqueira do Sudeste e Sul do Brasil direcionou-se para o camarao-
rosa, atuando desde Vitéria (ES) até Laguna (SC). Apds periodos de
capturas elevadas nos anos de 1970, a producdo do camardo-rosa declinou
em razdo do esforco pesqueiro excessivo € da pesca artesanal em
criadouros (Valentini et al., 1991; Perez et al., 2003), motivando o interesse
por espécies presentes na captura acidental.

Em razdo de sua estratégia de vida K, os elasmobranquios nio
suportam uma elevada pressio pesqueira, sendo mais suscetiveis a
sobrexplotagdo em comparagdo aos teledsteos devido a sua baixa taxa de
reposi¢do populacional. Assim, considera-se que os estudos devem se
concentrar na habilidade destes peixes em sustentar sua populagdo sobre
um determinado esfor¢o pesqueiro, mesmo que indireto, afim de mudar o
paradigma de que estudos e tomadas de decisdes para o manejo das
pescarias visam apenas a sustentabilidade das espécies-alvo (Walker &

Hislop, 1998).



O arrasto de fundo (duplo, simples e parelha) e o emalhe de fundo
sdo as modalidades pesqueiras de maior importancia quanto as capturas em

peso de peixes demersais nas regides Sudeste e Sul do Brasil (Figura 1).

Figura 1. Barco de arrasto camaroneiro, equipado para realizacdo do
arrasto de fundo. Esta modalidade pesqueira, realizada por embarcagdes
de grande e médio porte, se apresenta como uma atividade de importancia
quanto as capturas em peso de peixes demersais nas regides Sudeste e Sul

do Brasil.

Sendo assim, muitos recursos explorados por estas artes encontram-
se sobrexplotados, como no caso das espécies de elasmobranquios Squatina

guggenheim, S. occulta e Rhinobatos horkelii (Haimovici, 1997;



Haimovici et al., 1998; Vooren 1998; Perez et al., 2001; Vooren &
Klippel, 2005). Estas sdo, juntamente com o S. argentina, Mustellus
fasciatus, M. Schimitti, Atlantiraja cyclofora, A. castelnaui, Zapteryx
brevirostris e Rhinoptera brasiliensis, alguns dos elasmobranquios
demersais da costa Sudeste e Sul do Brasil que integram a lista de espécies
ameacadas de extingdo (Tabela 1) da World Conservation Union (IUCN)
2006 (Chiaramonte, 2000a, b; Lessa e Vooren, 2000; Hozbor, et al., 2004,
b; Vooren e Lamonaca, 2004; Vooren e Chiaramonte, 2005; Massa et al.,
2005, 2006; Vooren et al., 2006)

Como visto, as espécies componentes da captura acidental da pesca
de arrasto duplo exercida com intensidade na regido norte do litoral
catarinense constituem-se principalmente de espécies de peixes teledsteos e
de moluscos, sendo que as capturas de Elasmobranquios sdo
representativas. Segundo Kotas (1998), cerca de 14 géneros e 21 espécies
de peixes cartilaginosos fazem parte da captura acidental do camardo-rosa,
constituindo 5,8% da captura total. Dentre elas, 17 espécies sao
aproveitadas comercialmente, principalmente os cagdes-anjo e raias, com
destaque para a espécie da familia Rajidaec de grande porte, que se
constituem o grupo mais importante, seguido dos ca¢des diversos e raias-
viola. Cinco espécies sdo aproveitadas, sendo os espécimes utilizados
comercialmente ou rejeitados, dependendo do tamanho, da aceitagdo no

mercado e de problemas de conservacdo a bordo. O rejeito de



Elasmobranquios se dd, de modo acentuado, em relacdo a nove espécies,
principalmente as de pequeno porte da familia Rajidae.

Um grande desafio ao estudo sobre o comportamento das populagdes
de elasmobranquios, frente as atividades da pesca comercial, € a falta de
precisdo da estatistica pesqueira em relagdo as espécies capturadas pelas
frotas. Isto ocorre principalmente pela dificuldade de identificagdo das
espécies, uma vez que muitas delas apresentam caracteristicas morfologicas
externas bastante semelhantes. H4 uma tendéncia mundial de identificagdo
das espécies nesta area, onde dados pesqueiros de elasmobranquios sdo
elaborados para grupos de individuos (Dulvy et al., 2000), o que pode

mascarar os efeitos da pesca sobre uma determinada espécie.

1.2.2 Pesca de raias-viola

Segundo Compagno (1999), a familia Rhinobatidae ¢ representada
pelos géneros Rhinobatos, Zapteryx, Trygonorhina e Aptychotrema, sendo
no Brasil registrada a ocorréncia das espécies Rhinobatos horkelli (Miiller
& Henle, 1841) (Figura 2b), distribuida desde a Bahia (no Brasil) até o
Uruguai; Rhinobatos percellens (Walbaum, 1792) (Figura 2c), com
ocorréncia nas Antilhas, Panama, Venezuela, Jamaica, Brasil, Uruguai e
Argentina; Rhinobatos lentiginosus (Garman, 1880), registrada nos Estados
Unidos, México, Panamd, Jamaica e Norte e Nordeste do Brasil e Zapteryx

brevirostris (Miller & Henle, 1841) (Figura 2a), com ocorréncias



registradas desde o Espirito Santo, no Brasil, até a Argentina (Bigelow &
Schroder, 1953; Figueiredo, 1977; Menni & Stehmann, 2000).

Em um levantamento e avaliagdo das populagdes capturadas em
cinco cruzeiros de pesquisa realizado por Martins (2007) no litoral norte do
Estado de Santa Catarina, foram obtidas e analisados amostras contendo
cerca de 1014 individuos, constituintes de 13 familias e 19 espécies. A
Familia Rajidae foi a mais representativa em nimero de espécies, tendo
sido capturadas cinco espécies distintas. A espécie Zapteryx brevirostris foi
a mais representativa nas capturas, tanto em biomassa quanto em nimero
de individuos.

A espécie Z. brevirostris tem sua distribuicdo limitada ao Atlantico
Sul, sendo a tUnica espécie do género com ocorréncia nesta area. Os
maiores exemplares desta espécie t€ém aproximadamente 66,0 cm e podem
pesar cerca de 1,9 kg. E encontrada freqiientemente em aguas costeiras,
mas ja foi capturada em profundidades de até 60 m (Figueiredo, 1977).

Ainda de acordo com este autor, as espécies Z. brevirostris € Narcine
brasiliensis apresentaram os menores indices de sustentabilidade e foram
identificadas como as menos capazes de sustentar a exploragdo pesqueira
realizada pela frota de arrasto duplo no litoral norte do Estado de Santa
Catarina, seguidas pela espécie Rhinobatos percellens, dentre outra
espécies de Elasmobranquios que se enquadraram no segundo nivel mais

sensivel de sustentabilidade.



A identificacdo da raia-viola Rhinobatos horkelii se baseia em seu
grande tamanho, que chega a atingir 138 cm de comprimento total (Lessa,
1982), comparado ao das demais espécies, além de apresentar coloracdo
caracteristica uniformemente marrom na superficie dorsal do corpo, sem
pintas claras nem bandas transversais escuras. Segundo Bigelow e
Schroedes (1953), esta era a espécie de raia-viola mais comum, sendo
endémica na zona costeira sudoeste do oceano Atlantico, entre o Rio de
Janeiro e Mar Del Plata (Argentina).

A plataforma continental do Rio Grande do Sul estd situada no
centro de sua distribui¢do geografica, onde ocorre sua maior abundancia
natural. A partir de 1970, a espécie passou a ser alvo de pescarias artesanais
costeiras nesse estado, que empregam redes de emalhe e arrasto-de-praia,
além de ser capturada como “by-catch” (espécies de peixes capturadas
acidentalmente em pescarias), quando o real objetivo da atividade seria a
pesca industrial mista e de camardo, ambas com arrastos. No verdo, as
fémeas prenhas se concentram nas dguas costeiras do Estado do Rio
Grande do Sul para a reproducdo, sendo que nesta regido ja foi registrada a
presenga e permanéncia de neonatos, constituindo-se num bercario da
espécie. As pescarias realizadas nesse bergario capturam tantos as fémeas
prenhes quanto os neonatos, prejudicando o recrutamento da espécie (Lessa

1986).



A captura por Unidade de Esfor¢o (CPUE) anual de Rhinobatos
horkelii nos arrastos com portas € de parelha pela frota de Rio Grande,
evidenciou que sua abundancia na plataforma sul declinou cerca de 85%
no periodo entre 1985 e 1997 (Miranda & Vooren, 2003). Dados de CPUE
levantados a partir dos arrastos da frota de Rio Grande no periodo de 1998
a 2002 confirmam o declinio de captura naquela regido (Projeto SALVAR,
Convénio FURG/CNPg-PROBIO, dados nao publicados), ocorréncia esta
atribuida a sobrepesca do recrutamento. Isto faz com que a espécie conste
na lista vermelha da IUCN como ‘“criticamente ameacada” (Lessa e
Vooren, 2000). Por conta da lei n° 10.683 de 28 de Maio de 2003, a espécie
Rhinobatos horkelii, que se encontra na lista vermelha de espécies
ameacadas de extin¢do (Tabela 1) elaborada pelo IBAMA, teve sua pesca
proibida em diferentes estados do Brasil como Sdo Paulo, Santa Catarina,

Rio Grande do Sul, Parana e Rio de Janeiro.



Tabela 1. Relacdo de espécies de peixes ameagadas de extingdo, copiada a

partir do site do IBAMA.

Familia Espécie

Carcharhinus longimanus
(Poey, 1861)

Carcharhinus porosus
(Ranzani, 1839)

Carcharhinus signatus (Poey,
1868)

Isogomphodon oxyrhynchus
(Miiller & Henle, 1839)

Negaprion brevirostris
(Poey, 1868)

Galeorhinus galeus
(Linnaeus, 1758)

Mustelus schmitti (Springer,
1939)

Cetorhinus maximus

Carcharhinidae

Triakidae (2)

Cetorhinidae (1) (Gunnerus, 1765)
Ginglymostomatidae | Ginglymostoma cirratum
(1) (Bonnaterre, 1788)

Rhincodontidae (1) |Rhincodon typus Smith, 1828

Pristis perotteti Miiller &

. Henle, 1841
Pristidae
Pristis pectinata Latham,
1794
Rhinobatidae (1) Rhinobatus horkelii (Miiller

& Henle, 1841)

Squatina guggenheim Marini,
1936

Squatina occulta (Vooren &
Silva, 1991)

Potamobatrachus trispinosus
Collette, 1995

Leporinus thayeri Borodin,
1929

Sartor tucuruiense Santos &
Jégu, 1987

Squatinidae (2)

Batrachoididae (1)

Anostomidae (2)

Nome comum

Tubardo-estrangeiro;
tubardo-galha-branca-
oceanico

Tubarao-junteiro,
tubardoazeiteiro

Tubario - toninha

Quati

Cagao-bico-doce
Cagao-cola-fina, cagonete

Tubarfo - peregrino

Cagdo-lixa, tubardo-lixa,
lambaru

Tubario - baleia

Peixe-serra
Peixe-serra
Raia-viola
Cagao-anjo-espinhoso
Cagao-anjo-liso
Manganga
Piau

Endereco do Link: http://www.ibama.gov.br/recursos-pesqueiros/listas-de-especies-

ameacadas/2/



Considerando a grande similaridade morfologica existente entre as
espécies de raias dos géneros Rhinobatos € Zapteryx que ocorrem no Brasil
(Figura 2), sua extensiva exploracdo pela pesca, além da pratica bastante
usual da remocao de partes dos animais tais como as nadadeiras e cabeca
(Figura 3) antes mesmo dos desembarques, e ainda pelo fato de que a
espécie Rhinobatos horkelii esta relacionada entre aquelas criticamente
ameacada, torna-se urgente e necessario o desenvolvimento de ferramentas
praticas de identificagdo das espécies e sua aplicacdo nos programas de

conservagao € manejo.



Figura 2. Similaridade morfologica entre as trés espécies de raias-viola (a)
Zapteryx brevirostris, (b) Rhinobatos horkelii e (¢) Rhinobatos percellens

encontradas na costa brasileira.



Figura 3. Retirada de partes interessantes para o comércio de cartilagens

de raias antes ou durante o desembarque pesqueiro.



1.3 Uso de marcadores moleculares na identificacdo de raias-viola

Levando-se em conta que todos os seres vivos relacionados
filogeneticamente guardam muitas caracteristicas em comum e guardam
também muitas particularidades, sendo estas diferencas e similaridades
determinadas essencialmente pelo seu material genético, alguns trabalhos
de pesquisa tém sido desenvolvidos visando a elabora¢do de ferramentas
moleculares que permitam a distin¢do entre estas espécies, bem como sua
correta identificagao.

Diferentes marcadores moleculares t€m sido utilizados nos ultimos
30 anos, principalmente com propdsitos taxondmicos entre 0S nuUMErosos
grupos de seres vivos (Ward et al., 2005). No caso de tubardes, os
marcadores moleculares disponiveis para a identificacdo de espécies
desenvolvidos por Pank et al. (2001), Shivji et al. (2002), Chapman et al.
(2003), Abercrombie (2004), Nielsen (2004) e Abercrombie et al. (2005),
entre outros, utilizaram as diferengas entre as bases nucleotidicas do gene
nuclear ribossomal ITS2. J4 Blanco et al., (2008) utilizaram sequéncias do
gene Citocromo b, enquanto no trabalho de Pinhal et al. (2008), os
marcadores descreveram os padrdes de amplificagdo do gene nuclear
ribossomal 5S das espécies.

Tendo em vista a ampla gama de técnicas diferentes que podem ser
empregadas na identificacdo de espécies, explorando regides gendmicas

diversas, Hebert et al. (2003) sugeriram que uma Unica sequéncia genética



poderia ser suficiente para diferenciar todas, ou pelo menos a maioria das
espécies animais e propuseram a utilizagdo da subunidade I (COI) do gene
para Citocromo oxidase do DNA mitocondrial, para um sistema mundial
de bioidentificacio animal onde a sequéncia de cada espécie seria
representada por uma indica¢do, de modo semelhante a um sistema de
‘barcode’.

Buscando a unificagdo de um sistema mundial de informacgdes
dedicado a identificagdo taxonOmica genética das espécies, o presente
estudo também descreve um recurso metodologico para a caracterizagdo de
trés espécies de raias-viola pertencentes aos géneros Rhinobatos e
Zapteryx, usualmente exploradas pela pesca comercial ou vitimas do ‘by-
catch’, desenvolvido a partir das caracteristicas exclusivas de cada uma

delas e expressas nas seqiiéncias do gene COL.

2. OBJETIVOS

Os estudos que vém sendo realizados utilizando marcadores
genéticos moleculares do DNA mitocondrial, abordam questdes acerca da
dindmica das populacdes de raias marinhas do género Rhinobatos e
Zapterix capturadas pelas frotas pesqueiras ao longo da costa Sul e Sudeste
brasileira. Considera-se que as informag¢des obtidas a partir da utilizagao

destes marcadores especificos permitirdo uma melhor identificagdo das



espécies e populagdes existentes e também possibilitardo a identificagdo e
caracterizacdo de 4reas prioritrias para a proposicdo de programas de
manejo e conservagdo destes organismos.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram listados os objetivos
especificos:

e identificar as espécies de raias marinhas dos géneros Rhinobatos e
Zapterix ao longo da costa Sul e Sudeste do Brasil com o uso de
marcadores moleculares;

e desenvolver protocolos de aplicagdo da técnica de identificagdo genética
das espécies Rhinobatos horkelii, Rhinobatos percellens e Zapteryx
brevirostris utilizando protocolos de PCR-multiplex e PCR-RFLP.

e relacionar informagdes que possam subsidiar programas adequados de
manejo e exploracdo sustentavel dos estoques pesqueiros das espécies do

género Rhinobatos na costa brasileira.

3 Material e métodos
3.1 Coleta de amostras
A coleta de amostras foi realizada em diferentes localidades ao longo
do litoral brasileiro, sendo parte dos fragmentos de tecido obtidos pelo
autor diretamente junto aos desembarques e parte (Figura 4) e parte
também por doacdo feitas por laboratorios e pesquisadores colaboradores.

A identificacdo dos espécimes de raia-viola desembarcados inteiros ¢



realizada em campo, sendo a caracterizacdo das demais amostras realizada
em laboratério, utilizando a metodologia de PCR-multiplex e/ou PCR-
RFLP. Todos os exemplares inteiros foram registrados € armazenados no
Museu do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da UNESP,
Botucatu, credenciado no Ministério do Meio Ambiente como Fiel
Depositario de Amostras do Patrimonio Genético, bem como as amostras
de tecido. A coleta e acondicionamento de amostras de tecidos foi feita em
frascos contendo alcool a 95%, junto aos pescadores e nos locais de
desembarque de pescado.

Figura 4. Identificagdo das espécies e acondicionamento de material

bioldgico coletados na regido de Florianopolis - SC.




Figura 5: Exemplo de como ¢ retirada da cabegca dos animais antes do

desembarque pesqueiro.

3.2 Purificac¢do dos produtos de PCR

Ap0s checagem em gel de agarose, os produtos de amplificagdo dos
segmentos de interesse foram purificados para a utilizacdo na reagdo de
seqlienciamento. Para purificagdo do DNA amplificado, foi utilizado o kit
“GFX PCR DNA ¢ Gel Band Purification” (Amersham Biosciences), de

acordo com os procedimentos relacionados a seguir:

Adicionar 500 pl de Capture Buffer a coluna GFX juntamente com o
produto da amplificacdo.

Centrifugar a 14.000 rpm, 4°C por 30 segundos.

Descartar o material do tubo coletor e voltar o mesmo para a coluna

GFX.



Adicionar 500 pl de Wash Buffer a coluna GFX e centrifugar por 30
segundos (14.000 rpm, 4 °C).

Descartar o tubo coletor e apds 5 minutos transferir o produto para um
tubo de 1,5 ml.

Aplicar 50 pl de dgua ultrapura estéril diretamente no topo da coluna e
esperar 2 minutos.

Centrifugar por um minuto (14.000 rpm, 4°C).

Descartar a coluna e guardar o material com DNA purificado numa
temperatura abaixo de 0°C.

Obs: o procedimento pode ser checado em gel de agarose 1% e entdo

realizada a quantificagcdo do DNA.

3.3 PCR de Sequenciamento

As reagOes de seqiiénciamento foram realizadas a partir do seguinte
protocolo: para cada amostra 2 ul de pré-mix (fornecido no kit - Dye-
Terminator), 2ul de produto de PCR purificado e 2ul de cada primer
(10uM), em termociclador seguindo o programa: desnaturacdo inicial a
96°C por 2 min, desnaturacdo a 96°C por 45 segundos, anelamento dos
primers a 50°C por 30 segundos, extensdo de cadeia a 60°C por 2

minutos, com 30 repetigdes.



3.4 Purificacdo dos produtos de PCR de sequenciamento

Apos o final da reacdo de seqiiénciamento € feita a purificacdo dos
produtos da PCR pela remocao dos dideoxinucleotidoes ndo incorporados
no DNA, do modo descrito a seguir:

1) Adicionar as amostras 2ul de acetato de sédio 4.5mM e 80ul de
etanol 95% e em seguida centrifugar a 14.000rpm durante 20 minutos a
200C.

2) Remover o sobrenadante, adicionar 400ul de etanol 70% e
centrifugar novamente a 14.000rpm durante 10 minutos.

3) Remover o sobrenadante e manter o material em estufa a 37°C por 1
hora, protegido da luz.

4) Ressuspender o produto em solu¢do de formamida e “blue
dextran” (Formamide Loading Dye 5:2).

4 Resultados

4.1 Marcadores moleculares de identificacdo de espécies - PCR-Multiplex

Os primers forward espécie-especificos foram posicionados
internamente aos primers forward e reverse de reconhecimento universal,
de forma a gerarem dois fragmentos de tamanhos diferentes em cada reacdo
de PCR. Na amostra da espécie a espécie R. horkelli foram caracterizados
dois fragmentos, sendo um com cerca de 590bp para o controle interno da

reacdo e um segundo fragmento de aproximadamente 580bp. Nas amostras



de DNA pertencentes a R. percellens, o fragmento caracteristico apresentou
370bp e nas de Z. brevirostris, 220bp. As bandas observadas apds a
eletroforese em gel de agarose, com tamanhos distintos, sdo caracteristicos

em cada uma das espécies (Figura 6).

Figura 6. PCR-multiplex contendo primers espécie-especificos e
universais para o gene Citocromo Oxidase subunidade 1. Bandas de
amplificagdo controle (cerca de 700 bp), fragmentos especificos a partir de
fragmentos de diagndstico de Zapteryx brevirostris (pistas 1 a 3 -
aproximadamente 220 bp), R. percellens (pistas 4 a 6 - aproximadamente
360 bp) e fragmentos especificos de R.horkelii (pistas 7 a 9 -
aproximadamente 590 bp), sdo mostrados. M — Marcador de peso

molecular de 50 bp.

700 -
590 -

360 -
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4.2 PCR-RFLP

Dentre os 512 nucleotideos do gene COI analisiveis foram
encontrados entre as espécies R. horkelli e R. percellens 33 sitios
polimdrficos (diversidade nucleotidica Pi: 0,06445) e entre estas duas

espécies e a raia Z. brevirostris observou-se 127 sitios polimorficos com

133 mutagdes (diversidade nucleotidica Pi: 0,16927). A divergéncia
nucleotidica entre as 3 espécies de raias-viola possibilitou a determinacao
de enzimas de restricdo que produzissem cortes em posigdes distintas entre
elas, gerando bandas de tamanhos caracteristicos para R. horkelli, R.
percellens e Z. brevirostris (Figuras 7,8 € 9). Assim, foram encontradas 12
enzimas de cortes exclusivos em R. percelens (BsmFI, Hincll, BsaAl,
HpyCH41V, Ecil, PfIMI, Apol, Dpnl, Dpnll, Mbol, BfuCI and Sal3Al), 5
enzimas de corte exclusivo em R. horkelli (Hpy188Il, BspHI, Btgl, Bmrl
and MslIl) e 21 enzimas para corte exclusivo em Z. brevirostris (Hphl,
Tsp45I1, Bsal, BsmAl, BstNI, Phol, Haelll, Bsp1286I, BaeGI, Hinfl, TfII,
Accl, Sfcl, Sspl, Faul, Mspl, Hpall, Hincll, Becl, Hpal, Mfel). Foram
ainda encontradas 4 enzimas (HpyAV, Mboll, Cac8] and Msel) que
produzem cortes nas espécies R. horkelli e Z. brevirostris ¢ mantendo a
banda de amplificagdo da espécie R. percellens sem corte, gerando

fragmentos distinguiveis entre elas.



Linear Sequence: R horkelli

Display: - NEB single cutter restriction enzymes
- Main non-overlapping, min. 100 aa ORFs

GC=44%, AT=56%

Cleavage code

Z | blunt end cut
".| 5 extension
+ | 3 extension
T | cuts 1 strand

Enzyme name code

Available from NEB

Has other supplier

Not commercially available

#: cleavage affected by CpG methylation
#: cleavage affected by other methylation

(enz. name): ambiguous site

il g ey g g T ge ey g g g \ P SN VIR I MRS O eI A WP
1l I 1 il mi I
I-Bpu1(ﬂ-BstNl {prwslq-*mil Btgl l |-E‘.mrl
Phol “#PspGl BspHI #Haell Bsaxl Msll
Haelll +*HpyAV ~+Hhal BstEIl SfaNI
Rsal Mboll FNlalV #Bsll Asel
CviQl -+ Sfol #Cac8l Msel
FHinP1l ~HpyCH4lll -Bfal
- <Narl -+MspAil
-+BsaHI|
-Banl
-=Kasl

Figura 7. Mapa de restricdo completo do gene COI em R. horkelli.

Linear Sequence: R percellens

Cleavage code

Enzyme name code
Available from NEB

< | blunt end cut
Has other supplier

Not commercially available

#: cleavage affected by CpG methylation
#: cleavage affected by other methylation
(enz. name): ambiguous site

Display: - NEB single cutter restriction enzymes
- Main non-overlapping, min. 100 aa ORFs

GC=42%, AT=58%

"l 5 extension
| 3 extension

¥ | cuts 1 strand

Tl wepoe oo oy e B gy g g g e B o g g g B o B o g o PRy B o WA BD
] i | 1 | [ [ |
tBstNll-::'-BsmFl trf-—BsaAI l I-Eci \‘ I:E';sa}(l ll-SfaNI tF{saI
#ScrFl “HpyCH4IV “+MspA1l |-BstEll Asel CviQl
#PspGl -=Haell PfIMI Bfal ~Dpnl
#BssKI ~=Hhal Bsl| Apol -+ Dpnll
#StyD4l FNlalV -4 Mbol
Hincll -+ Sfol -BfuCl
-Hpy188l FHinP1l -Sau3Al
Hindlll -+BsaHI
Bpu10l - +Narl
Bsrl F#Kasl
Phol -Banl
Haelil

Figura 8. Mapa de restricdo completo do gene COI em R. percellens



Linear Sequence: Z brevirostris

Display: - NEB single cutter restriction enzymes

- Main non-overlapping, min. 1
GC=46%, AT=54%

00 aa ORFs

Cleavage code

< | blunt end cut
"ol 5 extension
« | 3 extension

Y1 cuts 1 strand

Enzyme name code
Avaulable from NEB

cleavage alfecled b\_.r CpG methylation
cleavage affected by other methylation
[enz_ name): ambiguous site

£ HPEERTNE SENIPIERIVIL [V R SRRV [Ty P P | sl ,1....1,512
il i |II1II I! 1|
\- Lthi ]:Phol Accl +Ncil HlncLIBch MspAil
Tsp45l Haelll Stcl  FMspl Hpal Pwull
Bsal -+Haell BsaXl #Hpall “Mfel Bael
BsmaAl ~Hhal Sspl Mboll
BstNI - Sfol “Faul
#PspGl -NlalVv
Cacsl -+BsaHI|
~-BtsCI -Narl
-#+Fokl -+HinP1l
FBanl
-xKasl
-Bsp12861
-BaeGl
F=Hinfl
= THil
Figura 9. Mapa de restricdo do gene COI em Zapteryx
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Figura 10. Reacdo de restricdo do gene COI em amostras das espécies R.
horkelii, R. percellens e Z. brevirostris, utilizando as enzimas Btg I e BsnF
[.(M=Marcador molecular de 50pb; 1 a 3=Zapteryx brevirostris; 4 a 6=R.
percellens; 7 a 9=R. horkelii).



4.3 Validacdo dos primers e estatistica pesqueira

Em cada uma das 267 amostras de raias-viola analisadas foi
observado a presenca de uma banda de 700 bp e uma segunda banda
caracteristica para cada espécie conforme descrito por De Franco et al.
(2009). A frequéncia de amplificagdo utilizando os primers universais (F1 e
R1) para o gene COI, assim como os fragmentos amplificados com os
primers espécie-especificos (RhoF, RpeF e ZbrF) foi de 100%.
Amplificagdes de bandas de tamanhos desconhecidos, assim como
amplificagdes produzidas com mais de um dos primer espécie-especificos
em cada amostra ndo foram observadas (Figura 6).

Nas andlises de identificacdo genética das espécies realizadas entre
todas as amostras de raias-viola coletadas, foi constatada a frequéncia
relativa de R. horkelli em 55,8% das amostras (n=142), sendo ainda 25,1%
(n=64) da espécie R. percellens e 19,1% (n=49) da espécie Z. brevirostris.
Das amostras coletadas em regides do Estado da Bahia, todas foram
identificadas como R. percellens (n=12). Entre as 16 amostras coletadas no
Estado do Rio de Janeiro, 12 foram identificadas geneticamente como R.
horkelli ¢ 4 como R. percellens, sem nenhuma caracterizacdo de Z.
brevirostris. Das 60 amostras obtidas na regido de S@o Paulo 21 foram
identificadas como R. horkelli, 7 como R. percellens ¢ 32 como Z.
brevirostris. Entre as 45 amostras provindas da regido costeira do Estado

do Parana apenas 2 foram identificadas como R. horkelli e o restante (43)



como R. percellens. As 85 amostras de raias-viola coletadas na regido de

Santa Catarina foram identificadas geneticamente como R. horkelli € entre

as 49 amostras do Estado do Rio Grande do Sul, 30 foram identificadas

como R. horkelli e as outras19 como Z. brevirostris (Tabela 2, Figura 12).

Figura 11. Localiza¢do geografica da 4rea onde ¢ proibida a pesca de R.

horkelli, drea onde foram coletadas as amostras identificadas apenas como

raias-viola e regido onde foi comprovada a pesca e comercializagdo de R.

horkelli.

- Area proibida de pesca de R. horkelli
I:l Area onde foram coletadas

- Amostras comprovadas de R. horkelli




Tabela 2. Frequéncia relativa das espécies de raias-viola amostradas entre
os estado pertencentes a Costa Central e Costa Sul do Brasil. #, nimero de

amostras coletadas por regido.

Regido Estado n R. R. Z.
horkelli  percellens  brevirostris
Costa Bahia 12 0.0 1.0 0.0
Central Rio de Janeiro 16 0.75 0.25 0.0
Sao Paulo 60 0.35 0.11 0.53
Parana 45 0.04 0.96 0.0
Costa Santa Catarina 85 1.0 0.0 0.0
Sul Rio Grande do 49 0.61 0.0 0.39
Sul
Total 267 0.558 0.251 0.191

Figura 12. Frequéncia relativa das espécies de raias-viola amostradas e

identificadas pela PCR-multiplex. Valores em percentagem.
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5 CONCLUSOES

A crescente captura de elasmobranquios determinada pela atividade
pesqueira intensiva tem determinado a continua inclusdo de novas espécies
nas listas de risco de extincdo. Em tal contexto, com a inexisténcia de
mecanismos apropriados para a fiscalizacdo da pesca e de planos para o
manejo sustentavel das espécies mais exploradas, torna-se urgente e
necessaria a formulacdo de instrumentos que possam colaborar para a
reversdo deste processo. Neste sentido, o projeto realizado visou o
estabelecimento de protocolos vidveis e de baixo custo para a
caracterizacdo confidvel de algumas espécies de raias marinhas, com a
utiliza¢do de marcadores genéticos moleculares. Assim, pode ser concluido

que :

- o método de PCR-Multiplex utilizado mostrou-se extremamente rapido e
eficaz no que diz respeito a identificagdo das espécies de raia-viola,

Rhinobatos horkelii, Rhinobatos percellens e Zapterix brevirostris,

- quando estudadas pelo método de PCR-RFLP, dentre os 512 nucleotideos
do gene COI, estas espécies apresentaram 33 sitios polimérficos em R.
horkelli e R. percellens (diversidade nucleotidica Pi: 0,06445) e entre estas
duas espécies e a raia Z brevirostris foram identificados 127 sitios

polimdrficos, com 133 mutagdes (diversidade nucleotidica Pi: 0,16927);



- a divergéncia nucleotidica entre as 3 espécies de raias-viola possibilitou a
identificagdo de enzimas de restricdo que produzem cortes exclusivos em
posi¢des distintas entre elas, gerando bandas de tamanhos caracteristicos

para R. horkelli, R. percellens e Z. brevirostris,

- os marcadores moleculares caracterizados para estas espécies, tanto com o
uso de PCR-Multiplex quanto de PCR-RFLP, constituem importantes
ferramentas para a identificagdo destes taxons. De modo efetivo, a
aplicagdo do protocolo da técnica do marcador PCR-Multiplex mostra-se

viavel e de menor custo que o do PCR-RFLP;

- pode-se concluir ainda que, com base na amostragem analizada neste
estudo, a pesca da espécie Rhinobatos horkelii, apesar de proibida por lei,

foi a mais representativa dentre as espécies de raias-viola capturadas.

6 Discussao

Para o manejo e gestdo eficaz da pesca mundial de elasmobranquios
visando a conservagdo multiespecifica € necessario o registro de
informagdes biologicas e de pesca das diversas espécies em uma base
especifica. [Essa exigéncia decorre das diferentes estratégias e
caracteristicas de historia de vida individual, resultando na necessidade de
medidas individuais para cada espécie com exploragdo intensiva (Heist and

Gold, 1999; Castro et al., 1999). O problema de identificagdo morfologica



de espécies ¢ agravado pela pratica comum da pesca com a retirada da
cabeca, cauda e nadadeiras, sendo esta realizada ainda no mar para reduzir
o espa¢o de armazenamento e para uma melhor preservacido da carne. Esta
pratica elimina os principais caracteres morfologicos de identificacdo.

Nos ultimos anos diversas metodologias de identificagdo taxondmica
utilizando marcadores genéticos t€ém sido desenvolvidas e a partir destas
técnicas, a presen¢a de um organismo qualquer pode ser determinada
utilizando apenas um pequeno fragmento que contenha o DNA. Devido a
tais caracteristicas estas metodologias t€ém sido amplamente aplicadas para
identificar a comercializagdo de animais e plantas ameagadas e sob
protecdo legal, principalmente quando estdo disponiveis apenas vestigios
de amostras ou quando os dados morfoldgicos ndo sdo mais acessiveis.
Tais métodos, atualmente constituem uma forma pratica e barata de
fiscalizacdo e quantificacdo do uso de organismos vivos, podendo ser
extremamente Util para a exploragdo sustentavel e conservagdo dos recursos
naturais.

Visando gerar um método de fiscalizagdo da pesca de raias-viola de
ocorréncia na regido sul do litoral da América do Sul, De Franco et al.
(2009) desenvolveram um método de identificacdo simultanea para as
espécies R. horkelli, R. percellens e Z. brevirostris. Neste método foram
desenhados primers espécie-especificos que aplicados em multiplex-PCR

geram bandas de tamanhos distintos para cada uma das espécies apos



corrida eletroforética. Outra metodologia, descrita por Mariguela et al.
(2009), utiliza as caracteristicas genéticas particulares de cada espécie de
um modo similar. No entanto, ao invés da aplicagdo de primers, foram
usados enzimas de restrigdo que também promovem a geracdo de bandas de
tamanhos caracteristicos para cada uma das espécies. Em trabalhos prévios
estas duas metodologias foram exaustivamente testadas, tendo sido
constatado uma eficiéncia de 100% em ambas as técnicas. No entanto, foi
considerado que a metodologia de multiplex-PCR descrita por De Franco et
al. (2009) apresentou um menor gasto de tempo nas atividades
laboratoriais, sendo esta adotada no presente trabalho.

Entre as 267 amostras de raias-viola coletadas ao longo da Costa
Central e Costa Sul do Brasil, a despeito da legislagdo que proibe a captura
de R. horkelli, foi constatado a continua pesca e comercializagdo desta
espécie em praticamente toda a area estudada. A unica excec¢do ocorreu na
costa da Bahia, sendo que todas as amostras foram identificadas como R.
percellens. Em regides do Rio de Janeiro (Costa Central) e Rio Grande do
Sul (Costa Sul) foi observada a frequéncia de R. horkelli acima de 50% e
em Santa Catarina (Costa Sul) todos os 85 individuos pertenciam a espécie
de pesca proibida. No estado de Sao Paulo (Costa Sul) a maior frequéncia
foi da espécie Z. brevirostris, sendo a frequéncia de R. horkelli apenas um
pouco menor (35%). Apenas no Parana (Costa Sul) a frequéncia de captura

para a espécie R. horkelli pode ser considerada baixa.



Segundo Miranda & Vooren (2003) as populacdes de R. horkelli da
regido do Estado do Rio Grande do Sul tiveram um decréscimo de cerca
85%, medidos em Captura Por Unidade de Esforco entre os anos de 1985 e
1997, mas nenhuma meng¢do ¢ feita em relacdo a R. percellens e Z.
brevirostros. De acordo com Haimovici (1998) a captura anual média de R.
horkelli na costa Sul do Brasil foi de 1010 toneladas entre os anos de 1975
e 1979 chegando a apenas 460 toneladas entre os anos de 1990 e 1994.
Neste mesmo periodo a pesca de raias, sem identificacdo quanto a espécie,
teve um incremento nas médias de capturas passando de 116 toneladas para
746 toneladas anuais. Nos relatorios de produtividade pesqueira do
IBAMA, 6rgdo que regulamenta e fiscaliza as atividades de exploragdo dos
recursos naturais do Brasil, a captura anual média de raias entre os anos de
2001 e 2005 foi de aproximadamente 7.000 toneladas, sendo reportado a
captura de apenas 300 toneladas de raias-viola sem identificacdo das
espécies (IBAMA, 2007).

Considerando os dados disponiveis a respeito da pesca de raias-viola
na Costa Sul do Brasil, fica evidente que os registros atuais sao
insuficientes para uma determinacdo razodvel do status populacional das
espécies e para o delineamento adequado de medidas de exploragdo
sustentavel. Neste estudo, as atividades de coleta ndo visaram observar
variacdes sazonais de ocorréncia e captura das espécies de raias-viola, no

ambiente amostrado. Desta forma, as frequéncias encontradas ndo devem



ser consideradas como medidas de abundancia relativa. No entanto, os
resultados encontrados podem ser um indicio das frequéncias atuais,
podendo tornar questionavel a classificacdo destas trés espécies de raias nas
listas vermelhas de ameaca de extingdo. Somente estudos com dados mais
robustos poderdo determinar a possibilidade da exclusdo de R. horkelli das
listas de espécies ameacadas ou, mais provavelmente, a inclusdo das
espécies R. percellens e Z. brevirostris em tais listas.

Durante as atividades de coleta para este estudo, foi observado um
certo receio por parte dos pescadores, principalmente nas regides dos
Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, em relagdo a presenca de
pesquisadores solicitando a permissdo para a retirada de amostras de
tecidos das raias-viola durante os desembarques. Nestas ocasides diversos
pescadores afirmaram ndo possuir exemplares de raias-viola em suas
embarcacdes e negaram a pratica de capturas, obviamente temendo os
rigores da legislacdo vigente. No entanto, a franca exposicdo das raias no
comercio local foi sempre constante. Tal fato demonstra que os pescadores
reconhecem a proibi¢do da pesca de R. horkelli. Contudo, a ineficiéncia nas
fiscalizagOes torna-se um incentivo as capturas.

Os resultados deste estudo podem sugerir um certa fragilidade dos
modelos atuais de avaliagdo especifica da pesca e de seu controle. Devido
aos grandes volumes de elasmobranquios capturados nos ultimos anos em

praticamente todo o mundo e com o conhecimento a respeito das



caracteristicas biologicas de tubardes e raias, torna-se consenso a
necessidade de uma avaliagdo precisa de cada uma das espécies exploradas,
com aplicacdo efetiva de medidas de conservacdo para as espécies em
risco. Ferramentas genéticas tem se mostrado de grande auxilio para tais
avaliagdes e para a efetivacdo das medidas de controle, fiscalizagdo e

conservagao de espécies.
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