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Resumo

A exploracdo pesqueira, tanto artesanal quanto industrial, se constitui na maior ameaga a
biodiversidade dos elasmobranquios. Em escala mundial, o manejo adequado destes
recursos ¢ dificultado pela escassez de informacdes basicas sobre a dinamica
populacional destes organismos. A captura comercial de elasmobranquios tem alcangado
numeros alarmantes, com a inclusao de diversas espécies nas listas de risco de extingao
nacional e também internacional. A identificacdo e a conservacao de estoques
geneticamente diferenciados e adaptados ao seu habitat, representam um ponto
fundamental para o setor pesqueiro, pela sua relagao direta com a produtividade total e o
uso sustentavel dos recursos. Entre as raias marinhas, a familia Rhinobatidae ¢
representada pelos géneros Rhinobatos, Zapteryx, Trygonorhina e Aptychotrema, sendo
registrada a ocorréncia da espécie Rhinobatos percellens no Oceano Atlantico adesde as
Antilhas e Panama, Venezuela, Jamaica, Brasil, Uruguai, at¢ a Argentina. No presente
trabalho foram desenvolvidos marcadores moleculares do tipo microssatélites para raia-
viola, Rhinobatos percellens, para serem utilizados em estudo populacionais. Cinco
locus polimorficos foram isolados utilizando um protocolo de enriquecimento. Nos
experimentos, foram testados 13 pares de primers, sendo 10 isolados no presente
trabalho e 3 isolados para a espécie de tubardo azul (Prionance glauca). Dos primers
isolados em Rhinobatos percellens, 5 sao polimorficos, 2 monomorficos e 3
apresentaram bandas muito fracas, enquanto os primers testados de tubardo azul
mostraram-se monomorficos. Todos os locus estdo em equilibrio de Wardy-Weinberg,
exceto o RVA9 (de R. percellens). Os locus polimorficos apresentam de 3 a 6 alelos por
locus e heterozigosidade média esperada de 0.62. Considera-se que estes marcadores
polimérficos podem ser utilizados como marcadores moleculares para os estudos da

estrutura genética de populagdes da espécie de raia R. percellens.



Introduciao

Tubardes e raias formam o grupo dos Elasmobranquios e estdo entre os
vertebrados de maior sucesso evolutivo, com uma histéria de vida que se iniciou ha
cerca de 400 milhdes de anos, ainda no periodo Devoniano (Castro, 1987). A
biodiversidade de 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;

Compagno, 2005). Em 4guas brasileiras sdo reconhecidas 81 espécies de tubardes e 55 espécies de raias
marinhas (Menezes et al. 2003), as quais se distribuem em todos os mares e oceanos, em
aguas tropicais, subtropicais, temperadas e frias, podendo habitar regides costeiras e
ocednicas, associados a ambientes pelagicos, demersais, recifais, estudrios e,
eventualmente, serem encontrados também em ambientes de 4gua doce (Compagno,
1990; Gruber, 1990).

A exploragdo pesqueira constitui-se na maior ameaga a biodiversidade desse
grupo, com o agravante de que a nivel mundial, o manejo ¢ dificultado pela falta de
informagdes basicas sobre a biologia e abrangéncia de ocorréncia das espécies. A
captura destes organismos, dirigida ou acidental, envolve o paradoxo de que tubardes e
raias tém baixo valor econdmico, o que lhes confere baixa prioridade quando se
consideram abordagens sobre pesquisa e conservagdo, ao passo que a demanda por
subprodutos como barbatanas e outras partes especificas do corpo é muito alta,
estimulando o aumento da exploragdo (Bonfil, 1994).

Em ambiente natural, a maior ameaga aos elasmobranquios ¢ a atividade
antropica. Muitas populagdes de elasmobranquios em todo o mundo estdo em deplecdo
devido as atividades intensivas da pesca, com algumas espécies encontrando-se ja

ameagadas de extingdo. Isto acontece devido principalmente a diferentes fatores



relacionados a degradagdo dos ambientes costeiros em que se desenvolvem; a captura
acidental (by-catch) e, nos ultimos anos, dirigida; ao aumento do esforco de pesca e,
como um elemento basico, a estratégia de vida das espécies (Camhi et al., 1998).

O género Rhinobatos, pertence a ordem Rhinobatiformes, familia Rhinobatidae
e as espécies pertencentes a esse género sdo caracterizadas pelo corpo alongado e
achatado, com pedinculo caudal desenvolvido, duas nadadeiras dorsais e nadadeira
caudal destacadas e a ponta do focinho terminando em seta, mais ou menos alongada. A
fauna brasileira de Rhinobatidae ¢ representada por dois géneros, Rhinobatos e
Zapteryx e pelas seguintes espécies: Rhinobatos lentiginosus (Garman, 1880),
Rhinobatos horkelii (Miiller & Henle, 1841), Rhinobatos percellens (Walbaum, 1792) e
Zapteryx brevirostris (Miiller & Henle, 1841). Na costa do Brasil, R. percellens ocorre
desde o Amapa (lat. 4°N) até o Parand (lat. 25°S). A distribuicdo de R. horkelii estende-
se desde Sdo Paulo (lat.23°S) até a provincia de Buenos Aires (lat. 39°S) (Menni e
Stehmann, 2000). Sua alimentacgdo ¢ basicamente constituida de pequenos invertebrados
bentonicos e a atividade alimentar ¢ feita sempre junto ao fundo. Todos os Rhinobatidae
sdo viviparos lecitotréficos, com desenvolvimento embrionério dentro do corpo da mae,
com nutri¢do vitelar, sem estrutura placentaria (Bigelow & Schroeder, 1953; Figueiredo,
1977; Las & Stevens, 1994; Compagno, 1999). No Brasil, as espécies de Rhinobatos
sdo conhecidas como “viola” ou “raia-viola”, enquanto Z. brevisrostris ¢ denominada
“banjo” (Figueiredo, 1977).

Raias e tubardes (elasmobranquios) apresentam crescimento lento, maturidade
sexual tardia e baixa produgdo de filhotes, caracteristicas que geram pequenas taxas de
crescimento populacional (Musick, 1998). Por esta razdo, populacdes de raias e tubardes
s6 podem suportar moderados niveis de pesca sem sofrer deplecdo e colapso de seus
estoques (Musick et al., 2000). De acordo com os registros de pesca reportados por

artigos cientificos e relatorios de orgdos relacionados a pesca, as populacdes de raias do



género Rhinobatos tiveram uma diminuicdo de cerca de 85% entre os anos de 1985 e
1997 (Miranda e Vooren, 2003). Uma das maiores complica¢cdes de se quantificar a
captura de cada espécie de raia-viola se dd pela complexidade de se identificar
morfologicamente os individuos. Contudo, este tipo de identificacdo ndo consegue
distinguir as espécies a um nivel espécie-especifico e entre os grupos de R. horkelii, R.
percellens e Z. brevirostris (Miiller e Henle, 1841). As dificuldades na identificacao
morfolégica das espécies, somadas ao fato de os pescadores cortarem as cabegas das
raias pescadas ainda a bordo das embarcacdes, colaboram com a dificuldade de se
identificar de forma fiel os individuos de cada espécie.

A identificagdo da espécie ¢ importante para o seu manejo e para a implantagao
de planos de conservagdo. Por isso, o desenvolvimento de ferramentas praticas para a
diferenciagdo no mais baixo nivel taxonomico se tornou essencial. Tendo em vista esta
dificuldade de identificagdo morfoldgica entre as espécies de raias no litoral brasileiro,
recentemente foram desenvolvidas técnicas de biologia molecular simples e de baixo
custo, como a PCR Multiplex e PCR-RFLP, ja utilizadas para identificar as espécies R.
horkelii, R. percellens e Z. brevirostris (Mariguela et al. 2009, De Franco et al, 2010),
tornando, assim, possivel o controle da exploracdo pesqueira sobre essas espécies, uma
vez que R. horkelii encontra-se na lista de animais ameagados de extingdo (IUCN)

(http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/41064/0 — 26 de Janeiro de 2010).

Os marcadores genéticos moleculares do tipo microssatélite tem sido
amplamente empregados no estudo de populagdes de peixes, com inferéncias sobre
conservagdo e manejo de espécies, estudo de padroes de migracdo, diferenciacdo de
estoques cultivados e evidencias de introgressdo genética, entre outros (Waters et al.,
2000; Neraas & Spruell, 2001; Hoarau et al., 2002; Kokinen et al., 2002; Filattre et al.,
2003, Maes et al., 2006). O termo microssatélite refere-se a uma classe de marcadores

de DNA co-dominantes que possui padrdo de herangca mendeliana. Microssatélites sdo
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sequéncias de 1 a 6 bases repetidas em tandem de dezenas a milhares de vezes no DNA
das espécies e estdo presentes em organismos procariotos € eucariotos, em menor ou
maior abundancia, podendo ser encontrados em regides codificantes e ndo codificantes
do genoma (Chambers & Macavoy, 2000; Dewoody & Avise, 2000).

Os marcadores do tipo microssatélite t€ém se mostrado uma ferramenta
extremamente vantajosa para o mapeamento do genoma de muitos organismos (Schuler
et al, 1996; Knapik et al, 1998). Por conta disso, suas aplicagdes se estendem por
diferentes areas de investigacdo, como de estudos filogenéticos, forenses, de
paternidade, genética de populagdes e conservacdo e manejo de recursos biologicos
(Jarne & Lagoda, 1996).

O presente estudo teve como objetivo desenvolver marcadores genéticos do tipo
microssatélites para serem utilizados em estudos populacionais da espécie Rhinobatos
percellens (Walbaum, 1792), criando uma ferramenta 1til para estudos que visem a

preservacao a longo prazo da variabilidade genética desta espécie.

Material Métodos

As 35 amostras utilizadas no presente trabalho da espécie R. percellens (Figura
1) foram coletadas no estado do Parand, no municipio de Pontal do Parana (lat.
25°40°S,48°30W), locais de desembarques de pesca. Estas amostras estdo disponiveis na
colecdo de tecidos do Laboratoério de Biologia e Genética de Peixes de Botucatu (LBP),
para a realizag¢do de estudos futuros de genética de populacdes, sendo que os exemplares

correspondentes encontram-se depositados no Museu de Peixes deste laboratorio.



Figura 1. Exemplar da espécie Rhinobatos percellens.

Extracdo de DNA e isolamento dos Microssatélites

O DNA genomico foi extraido a partir de tecido muscular ou epitélio branquial,
utilizando o protocolo de fenol/cloroféormio segundo Sambrook e Russel (2001). Apos a
extragdo foi construida uma biblioteca enriquecida em microssatélites segundo Billote
et al (1999). Para isso foi feita uma reagdo de digestdo enzimatica do DNA gendmico
com a enzima Rsal, sendo posteriormente ligados adaptadores nas extremidades dos
fragmentos de restri¢do e realizada uma pré-amplificacdo dos fragmentos de DNA via
PCR, utilizando Rsa21 como primer. A PCR foi realizada utilizando-se um programa de
95°C por 4 minutos, seguido de 20 ciclos de 94°C 30 segundos, 60°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto e uma extensdo final a 72°C por 8 minutos.

Apds a pré-amplificacdo, os produtos obtidos foram purificados com o Kit
Quiaquick PCR purification (QIAGEN). Posteriormente foi realizada uma selegdo de
fragmentos contendo microssatélites através das beads e purificacdo do DNA. O
produto resultante da selecdo de fragmentos foi amplificado para gerar fragmentos de
fita dupla em maior quantidade e essa amplificacdo foi realizada utilizando-se o primer
Rsa21 em um programa a 95°C por 1 minuto, seguida de 25 ciclos de 94°C por 40
segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguida de uma extensdo final de

72°C por 5 minutos.



Apds a amplificagdo, os fragmentos foram clonados com vetor pGEM-T
(Promega) e transformadas em E. coli XL1-Blue e, apos a transformac¢do, os clones
obtidos foram estocados e mantidos em freezer -70°C. Os clones positivos foram
isolados do DNA plasmidial e posteriormente foi realizada uma PCR de
sequenciamento utilizando Big Dye com ciclos de 96°C por 2 minutos, seguido de 26
ciclos de 96°C por 45 segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos.

Apbs o sequenciamento, as sequéncias obtidas foram analisas no programa
Chromas, a fim de se buscar regides de microssatélite. Depois da identificacdo dos
microssatélites de interesse, foi utilizado o programa Primer3 para desenhar os primers.
Validagdo dos primers de microssatélites

Testes para otimizacdo do PCR dos primers microssatélites obtidos foram
realizados através de alteracdes nas concentragdes de DNA, primers, ANTP e também
modificando a temperatura de anelamento e o tempo de execucdo de cada passo da
reacdo de PCR, além das quantidades de produto de PCR a serem aplicadas no gel. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% e a coloracao foi feita
utilizando-se Nitrato de Prata. Os géis foram fotografados e analisados utilizando o
programa Kodak Digital Science.

O tamanho dos fragmentos correspondentes aos alelos foi determinado pela
comparagdo de tamanho com o /adder 10pb, utilizando-se o programa Kodak Digital
Science. Os dados de Heterozigozidade e Equilibrio de Hardy-Weinberg, foram
estimadas através dos softwares PopGene v3.12 e para se verificar o desequilibrio de

ligagdo foi usado o programa Genepop (Raymond & Rousset 1995).



Resultados e Discussao

A técnica de obten¢do de microssatélites através de bibliotecas enriquecidas foi
realizada com o intuito de se obter primers de microssatélites para analises
populacionais futuras em Rhinobatos percellens. Com a aplicacdo desta técnica foram
obtidos 48 clones, que foram seqiienciados para a prospeccdo de regides ricas em
microssatélites. Dos 48 clones sequenciados, 13 apresentaram regides de microssatélites
e, a partir destas, 10 primers foram desenhados para serem testados nas populagdes de
Rhinobatos.

As amostras de raia-viola provenientes do pontal do Parand, foram identificadas
com o uso da técnica de PCR multiplex, conforme De Franco et al. (2010) e as 35
amostras coletas correspondiam a espécie R. percellens.

As amostras foram entdo submetidas a testes com os primers desenhados para
esta espécie, tendo sido também testados 3 primers desenhados para a espécie de
tubardo azul, Prionace glauca. Dos 10 primers de R. percellens, 5 apresentaram-se
polimoérficos (RVA9, RVB12, RVC3, RVCS5, RVC7), 2 mostraram-se monomorficos
(RVA8 e RVE4) e 3 apresentaram bandas fracas. Tosos os primers testados de tubardo
azul apresentaram-se monomorficos (TB10, TB12 e TB13) (Tabela 1).

Para os primers polimorficos foram realizadas andlises de equilibrio de Hardy—
Weinberg, sendo que todos os loci estdo em equilibrio, com excecdo de RVA9, que
apresentou desvio significativo. Este desvio poderia ser determinado pela presenca de
alelos nulos, pelo proprio sistema de acasalamento da espécie ou devido a existéncia de
endogamia, conforme postulado por Hoarau et al. (2002) . O nimero de alelos de cada
locus polimoérfico, o seu tamanho, a heterozigosidade observada e esperada e o
coeficiente de endogamia (Fj) estdo apresentados na Tabela 1. Para o teste do
coeficiente de endogamia (Fj), apenas o locus RVBI2 apresentou déficit de

heterozigosidade, sendo que os demais loci testados apresentaram um excesso de



heterozigosidade. Foram feitos teste de desequilibrio de ligagdo usando o programa
Genepop (Raymond & Rousset 1995) e observou-se que ocorreram associagdes
significativas para os locus RVA9-RVBI12 e para o locus RVC3-RVCS. Os cinco locus
polimorficos apresentaram de 3-6 alelos por locus e uma heterozigosidade esperada
média de 0.62.

Muitos estudos mostram que espécies de elasmobranquios exibem baixa varia-
¢do genética em estudos com aloenzimas (Smith, 1986; MacDonald, 1988; Lavery &
Shaklee, 1989) e com genes mitocondriais (Heist et al., 1995, 1996), possivelmente por-
que a linhagem dos elasmobranquios apresenta uma baixa taxa de evolugdo molecular,
quando comparada a outros vertebrados (Martin, 1995, 1999). Os marcadores do tipo
microssatélites também vem sendo desenvolvidos em elasmobranquios a fim de auxiliar
nos estudos populacionais e de conservacao (Kevin et al. 2007). Os dados existentes na
literatura para tubardo-areia (Carcharhinus plumbeus) mostram que os microssatélites
também ocorrem em uma freqiiéncia relativamente baixa nesta espécie, quando compa-
rada aquelas encontradas em peixes teledsteos e mamiferos (Heist & Gold 1999).

Os estudos voltados para a conservacdo de populacdes ou espécies de
importancia econdmica ou em risco de extingdo fornecem dados que constituem uma
base essencial na tomada de medidas de manejo de populacdes selvagens ou cultivadas
(Marques, 2002). O conhecimento de como a variabilidade genética ¢ partilhada entre as
populagdes tem grande importancia, ndo apenas nas areas de biologia evolutiva e
ecologia, como também na biologia da conservacgdo (Balloux & Lugon-Moulin, 2002) e
as informacdes sobre a estrutura de populagdes podem fornecer valiosas diretrizes para
estratégias de conservagdo e manejo (Eizirik et al., 2001). Entender o processo de fluxo
génico e seus efeitos constitui-se numa informagao importante e de interesse para varios
campos de pesquisa, incluindo a genética e a ecologia de populagdes, epidemiologia e

conservacdo bioldgica. Estimativas confidveis da diferenciagdo populacional sdo



primordiais na biologia da conservagdo, ondel se considera continuamente necessario
entender se as populacdes sdo geneticamente isoladas de outras ou se constituem uma
unica popula¢do panmitica (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). O conhecimento da
estrutura das populagdes pode fornecer valiosa contribuicdo, no sentido de permitir o
delineamento de diretrizes para o estabelecimento de estratégias de conservagdo e
manejo para as espécies.

Desta forma, os marcadores moleculares do tipo microssatélites desenvolvidos
no presente trabalho poderdo ser utilizados em analises populacionais para a espécie
Rhinobatos percellens, a fim de se conhecer sua estruturacdo genética e se constituir
numa importante ferramenta para o estabelecimento de programas de conservacdo e

manejo biologico desta espécie.
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