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RESUMO

Atualmente estamos em uma corrida entre a descricdo da biodiversidade da Terra e sua
extingcdo. Estima-se que a maior parte dessa biodiversidade estd sendo extinta antes
mesmo de ser descrita. Dentre essa grande diversidade, os peixes sdo os vertebrados de
maior sucesso evolutivo, caracterizando uma diversidade impressionante. Os tubardes,
por exemplo, caracterizam em predadores do topo de cadeia alimentar, sendo descritas
atualmente aproximadamente 500 espécies, e cada vez mais novas descobertas sdao
feitas com relagdo a novas espécies. Porém as populagées de tubardes estdo em declinio
devido ao consumo desenfreado de suas nadadeiras pelo mercado e comércio asiatico.
Soma-se a isso a grande dificuldade na identificacdo morfoldgica que é associada a
pratica de remocao da cabeca e de partes do corpo. A descaracterizacdo pode dificultar,
ou no caso de algumas espécies, até mesmo impossibilitar sua identificagdo. Portanto a
necessidade de identificar as espécies de forma mais rdpida e eficiente levou ao
desenvolvimento de marcadores moleculares, que pudessem servir de respaldo para o
monitoramento e controle do comércio desses animais. Uma dessas ferramentas é o
DNA Barcode, o qual foi utilizado nesse trabalho para a identificacdo de nadadeiras
coletadas no mercado de peixe de algumas cidades como Santos, Ubatuba e Cananéia
do estado de S3o Paulo. O sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade | foi realizado. Posteriormente foram analisadas as sequéncias no site do
System BOLD para identificacdo das espécies. Com isso foi possivel a identificacdo de 13
espécies distintas, algumas delas no Anexo Il da CITES, na lista vermelha da IUCN e na
lista oficial de espécies ameacadas de extincdo do Ministério do Meio Ambiente,
observando a grande necessidade de uma fiscalizagdo maior com relagdo a suas
capturas. Também foi feita uma comparacdo para saber quais espécies eram mais
coletadas e que atualmente ndo sdao mais, inferindo assim que pode ter havido a
sobrepesca de algumas dessas espécies. Por fim, além da caracterizacdo da exploracado
pesqueira regional, a utilizacdo de técnicas moleculares de identificacdo pode viabilizar
estatisticas mais abrangentes determinando os niveis de exploracdo por espécie e

permitindo a aplica¢do de planos de manejo e a ordenacdo da exploracao pesqueira.



ABSTRACT

Nowadays we are in a race between the description of the Earth's biodiversity and
extinction. It is estimated that most of this biodiversity is being extinguished before
being described. Among this great diversity, fishes are vertebrate’s greatest
evolutionary success, featuring a striking diversity. Sharks, for example, are
characterized as top predators of the food chain. There are 500 described species of
them and more and more new discoveries are made with respect to new species.
However, shark populations are declining due to unbridled consumption of their fins by
the market and Asian trade. Moreover, the practice of removing the head and body part
adds great difficulty in morphological identification. The mischaracterization can make
it difficult or, in the case of some species, even impossible identification. Therefore, the
need to identify species faster and more efficiently led to the development of molecular
markers that can serve as support for the monitoring and control of trading of these
animals. One such tool is the DNA barcode. It was used in this work for fins identification
collected at fish markets in some cities such as Santos, Ubatuba and Cananéia from Sao
Paulo State. Firstly, the sequencing of the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase
subunit | was made. Afterwards the sequences were analyzed in the System BOLD site
for species identification. It was possible to identify 13 different species, some of them
in Appendix Il of CITES, IUCN red list and the official list of endangered species of the
Ministry of Environment. Observing the great need for greater oversight regarding their
catch. A comparison was also made to identify which species were more collected and
are no longer, inferring over-fishing of some of the remaining species. Finally, besides
the characterization of regional fisheries exploitation, molecular identification
techniques may enable more comprehensive statistics to determine the right
exploration levels per species and allowing the implementation of management plans

and organization of fisheries exploitation.
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1 INTRODUCAO

1.1 INTRODUGAO GERAL

A classificacdo das espécies é um dos feitos mais antigos do intelecto humano
(Bock 1973). A aplicacdo dessa habilidade aos seres vivos remonta a prépria origem,
sendo encontrada em todas as culturas humanas, civilizadas ou ndo (Diamond 1966,
Hunn 1982). Surgindo varios conceitos para delimitar ou reconhecer espécies, que
foram delimitados ao longo da histéria.

No processo de reconhecimento do conceito de espécies, muitas vezes seus
limites parecem estar condicionados a visdao de mundo do préprio estudioso, deixando
de lado, por vezes, o seu real significado biolégico (Brothers 1983, Bezerra e Fernandes
1984, Mayr 1998, Judd et al. 2009).

Dois avangos marcaram a histéria da classificacdao de espécies, buscando uma
unidade conceitual de significado bioldgico, um baseia-se na difusdo das ideias
darwinistas, que o conceito de espécies reflita sua evolucdo (Bock 1973). Qutro, busca a
necessidade de métodos objetivos para a inferéncia taxonémica (Holmes 1980). Estes
dois aspectos foram contemplados na sistematica filogenética, originalmente proposta
por Hennig (1966), que apesar das desvantagens, tem uma capacidade de recuperar a
melhor explicacdo evolutiva (Wiley 1975).

Observando esses aspectos, estava pronto toda a estrutura para a utilizacdo de
técnicas moleculares, as quais sdo amplamente utilizadas nos ultimos 30 anos na

deteccdo de unidades bioldgicas. Sendo uma das principais ferramentas de reconstrugao



filogenética, permitindo inferéncias evolutivas nos mais variados organismos e niveis
hierarquicos (Hall 2001, Amorim 2002, Schneider 2003, Avise 1997, Judd et al. 2009).

Apesar de 250 anos de estudos taxondémicos, a grande maioria da diversidade
bioldgica continua sem descricdo ou sem ser descoberta, em parte devido a um menor
numero de taxonomistas, e em parte devido a natureza tediosa da pesquisa (Wilson,
2000). Portanto, algumas tentativas para quantificar a extensdo da biodiversidade
desconhecida tém sido feitas, por exemplo, Mora et al. (2011) sugerem que 86% das
espécies do planeta e 91% das espécies nos oceanos ainda ndo foram descobertas.

Esta perturbacdo ambiental é cada vez mais evidenciada pela perda ou
deterioracdao dos recursos e servigos relacionados com a biodiversidade, tentativas
recentes e de longa data tentam destacar e solucionar o problema aos mais altos niveis
internacionais, portanto as técnicas moleculares de descricio de espécies sdo de
extrema importancia para resolver a questdo. Do total de espécies conhecidas, 25%
corre sério risco de extingdo nos proximos vinte anos (Bisby et al. 2010).

Mesmo com toda a evolugdo molecular e com toda a acdo antrdpica, a
biodiversidade no mundo ainda se faz expressiva, ndo tendo sido identificado o nimero

total das espécies existentes.

1.2 BIODIVERSIDADE E CONSERVACAO

De acordo com a Convencdo sobre a Diversidade Biolégica (CDB), a
biodiversidade, por definicdo, significa “a variabilidade de organismos vivos de todas as
origens, compreendendo, dentre outros, os ecossistemas terrestres, marinhos, demais

ecossistemas aqudaticos e os complexos ecoldgicos de que fazem parte bem como a



diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas”, definicdo
incorporada ao ordenamento juridico pelo Decreto n.°2.519 de 1998 que promulgou a
CDB no Brasil.

Mais especificamente, a biodiversidade refere-se a variedade de vida no planeta
Terra, incluindo a variedade genética dentro das populacdes e espécies, a variedade de
espécies da flora, da fauna e de microrganismos, a variedade de funcdes ecolégicas
desempenhadas pelos organismos nos ecossistemas e a variedade de comunidades,
habitats e ecossistemas formados pelos organismos. Biodiversidade inclui, assim, a
totalidade dos recursos vivos, ou bioldgicos, e dos recursos genéticos, e seus
componentes (MMA 2010).

Cientistas do Programa das Nag¢des Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA),
estimam que o numero situa-se entre 10 e 100 milhdes de espécies distintas no planeta,
sendo que das cerca de 1,9 milhdes identificadas, menos da metade foi estudada.

O Brasil assume papel de destaque uma vez que possui a maior biodiversidade
do mundo, estimada em cerca de 20% do numero total de espécies, sendo muitas destas
endémicas (Calixto 2003), abrigando a maior diversidade bioldgica entre os 17 paises
considerados megadiversos que reinem 70% de espécies de animais e vegetais
catalogados no mundo, tendo um papel primordial na conservacao da biodiversidade.
Diante disso, o grande desafio para a comunidade conservacionista é de alcancar uma
definicdo de espécies e de uma unidade dentro de espécies para fins de conservacado
(Frankham 2010).

Certas espécies desempenham um papel crucial nos ecossistemas, sendo que o
desaparecimento destas acabariam causando um efeito cascata na biodiversidade. Cada

ecossistema tem uma caracteristica e cada espécie tem um papel a desempenhar,



diante disso o niumero de espécies que sera influenciada pelo desaparecimento de outra
e como esses efeitos irdo ocorrer, dependem desses fatores. Portanto esse efeito é
evidente nos casos em que a espécie desaparecida é um “predador chave”.

Heithaus et al. (2008), fizeram uma revisdo sobre estudos que mostram que o
declinio sem precedentes de predadores de topo de cadeia pode iniciar uma cascata
trofica. Portanto a previsao precisa das consequéncias ecoldgicas e potenciais declinios
futuros é fundamental para a gestdo das pescas e para o ecossistema marinho. Por
exemplo, uma pesquisa feita na costa leste dos EUA, conduzida de 1970 a 2005, indicou
um rapido declinio em 11 espécies abundantes de grandes tubardes e
consequentemente aumentos simultaneos de 12 para 14 pequenos elasmobranquios
meso-consumidores (Myers et al. 2007). Como sabiam que todos esses tubardes
grandes predavam os pequenos, isso sugeriu que havia uma liga¢cdo entre essa trajetodria
contrastante dessas populagdes (Myers et al. 2007).

Entretanto as consequéncias da remocado dos predadores de topo da cadeia
alimentar, pode variar entre as comunidades (Frank et al. 2007), devido a isso, cada vez
mais estudos estdo detectando uma grande escala de efeito cascata (Heithaus et al.

2008).

1.2.1 Enfoque na conservagdo dos elasmobrédnquios

Inicialmente, a classe dos Chondrichthyes foi caracterizada como um grupo de
peixes primitivos e de pouco sucesso evolutivo, sendo que na verdade, constituem
exatamente o oposto, uma linhagem derivada de peixes extremamente adaptada ao seu
ambiente, amplamente distribuida e diversificada (Compagno 1973, 2000). Peixes de

morfologia muito semelhante a dos tubardes modernos ja nadavam nos oceanos



guando os dinossauros caminhavam sobre a Terra ha pelo menos 150 milhdes de anos
(Grogan e Lund 2004).

As informacdes disponiveis relatam a existéncia de aproximadamente 1.182
espécies de elasmobranquios no mundo, compondo uma distribuicdo que abrange pelo
menos dez ordens, 58 familias e 189 géneros (Compagno et al. 2005). Das espécies
conhecidas, cerda de 5% sdo oceanicas, podendo realizar grandes migracGes (Cortez
2000). De acordo com o ultimo levantamento realizado por Ebert e Compagno (2007), o
grupo dos tubardes é composto por 8 ordens, 34 familias e aproximadamente 500
espécies.

Dentre as publicagdes taxonOmicas que abordam a totalidade dos peixes
marinhos brasileiros a mais recente é o Catalogo das espécies de peixes marinhos do
Brasil, organizado por Menezes et al. (2003). Esta obra inclui 81 espécies de ca¢bes, 54
de raias e trés de quimeras. Dessas, 63 espécies de cacbes, 38 de raias e duas de
quimeras, ocorrem no estado de S3o Paulo (Menezes 2011). 0 que corresponde a
segunda maior diversidade no mundo (Gadig 2001).

Informacodes sobre a histdria de vida e dindmica populacional estdo disponiveis,
sobretudo, para as espécies com interesse pesqueiro. Entretanto, a importancia
ecoldgica, como o papel dos tubardes e raias em comunidades complexas, s6 foi ter
reconhecimento na década de 90 com Hoening e Gruber (1990), em decorréncia das
alteracOes geradas pela pesca intensiva.

Os elasmobranquios sdo considerados predadores em sua grande maioria,
frequentemente ocupando posicbes de topo das cadeias tréficas em ambientes
peldgicos, demersais, abissais, costeiros, estuarinos ou dulcicolas (Compagno 1991,

Cambhi et al. 1998, Holmgren e Nilsson 1999, Wetherbee e Cortés 2004), a maioria vive



no ambiente marinho, entretanto, muitos utilizam areas estuarinas como areas de
bercario.

Apresentam diversos habitos alimentares, variando desde planctivoros até
predadores do topo de cadeia alimentar e exibem todas as estratégias reprodutivas
conhecidas em vertebrados, desde a postura de ovos até a viviparidade placentaria
(Snelson et al. 2008).

A partir de 2012 o Ministério do Meio Ambiente regulamentou a lei da pesca e
comercializacdo de tubardes e raias no Brasil visando coibir a pratica do “finning”, onde
se retiram as nadadeiras dos animais, sendo as carcacas descartadas no mar. De acordo
com a Instrucdo Normativa Interministerial MPA/MMA N° 14, de 26 de Novembro de
2012, todos os espécimes de tubardes e raias capturados no litoral brasileiro devem ser
desembarcados, seja em infraestrutura portudria, terminal pesqueiro nacional publico
ou particular, ou em qualquer outro local de desembarque utilizado pela frota nacional
e estrangeira arrendada, com todas as suas barbatanas naturalmente aderidas ao corpo
do animal.

Em escala mundial, o manejo dos estoques de elasmobranquios é complicado
pela falta de informacdes basicas sobre a dindmica de suas populagées. Em todo o globo,
devido a atividade pesqueira, a cada dia, novas espécies de elasmobranquios sdo
incluidas na lista vermelha das espécies ameacadas da International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources - IUCN (Camhi et al. 1998).

As espécies de tubardes mais pescadas sdo Prionace glauca (Linnaeus, 1758),
Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1810), Carcharhinus falciformes (Miller e Henle, 1839),
Carcharhinus plumbeus (Nardo, 1827) e Galeocerdo cuvier (Péron e Lesueur, 1822). Estes

tubardes sdao muito explorados em todo mundo, muitas vezes sem identificacdo e sem



uma quantificacdo a respeito das espécies, o que dificulta o estabelecimento de um
equilibrio entre a pesca e a recuperacao dos estoques.

Estudos demonstraram que devido a idade de maturacao precoce, o tubarao azul
(Prionace glauca) tem alta capacidade de se recompor, em consequéncia do aumento
da intensidade da pesca (Silva 2001). Porém, por ser tratar de uma espécie que era
comumente descartada pela prdtica do finning e mesmo hoje ela sendo uma das
espécies mais capturadas, as amostras obtidas nos desembarques podem ndo
representar o estoque real, sugerindo que as mortalidades estimadas talvez nao
representem os valores corretos.

Além da auséncia de informacdes sobre a pesca, os elasmobranquios estdo sob
constante pressao ambiental, uma vez que a perda ou destruicao de habitats essenciais
€ uma constante na costa. Somente no Rio de Janeiro, cinco espécies foram extintas,
com destaque aos tubardes martelo de pequeno porte e com habitos costeiros
pertencentes ao género Sphyrna e do tubardo-lixa (Ginglymostoma cirratum) outrora
abundantes em boa parte da costa central (SBEEL 2005). Varias espécies ja demonstram
indicios de diminuicdes populacionais drasticas em algumas regides do planeta e, em
um contexto global, varias espécies de tubardes e raias tém sido progressivamente
incluidas nas listas de risco iminente de extincdo pela IUCN (Compagno 2001, Baum et
al. 2003, Camhi et al. 1998).

A Convencdo sobre o Comércio Internacional de espécies da Flora e da Fauna
Selvagens em Perigo de Extin¢do (CITES), a qual o Brasil € um dos paises signatdrios, lista
varias espécies de tubardes em seus anexos, demonstrando que muitas delas correm
risco de extincdo e mesmo as que nao necessariamente estdo, um dia podem entrar se

ndo houver a correta manutencdo de seus estoques, pelo negligenciamento da pesca



predatdria. Ao todo 8 espécies de tubardes (Cetorhinus maximus, Rhicodon typus,
Carcharodon carcharias, listadas em 2003) (Carcharhinus longimanus, Lamna nasus,
Sphyrna lewini, Sphyrna zygaena, Sphyrna mokarran, listadas em 2013) estdo incluidas
no Anexo Il da CITES (CITES 2013).

Nesse anexo sdo incluidas espécies que ndo necessariamente estdo em risco de
extincdo, mas que um dia podem vir a correr esse risco, portanto necessitam de um
comércio rigorosamente controlado (Decreto N2 3.607, de 21 de setembro de 2000,

Secdo 2, Art. 89).

1.3 EXPLORACAO PESQUEIRA

Atualmente a industria pesqueira, com o surgimento dos barcos a vapor, pode
atuar cada vez mais longe do continente e com equipamentos mais eficientes, dando
inicio a exploragcao dos recursos pesqueiros em larga escala. Sendo essa atividade uma
das mais antigas exercidas pelo homem, visando obter recursos alimentares a partir do
meio aquatico, voltada exclusivamente para fins alimentares. A sustentabilidade da
pesca maritima ndo tem apenas importancia politica e social, mas também ¢é de
importancia econdmica e ecoldgica, devendo assim, manter a prosperidade desse
recurso a longo prazo (FAO 2010).

A pesca apresenta ser a principal ameaca a populagdo de tubardes e raias, frente
a outras ameacas, como degradacdo do ambiente, poluicdo e mudancas climaticas
(Simpfendorfer et al. 2011). Mas infelizmente, muitas popula¢des ndo sdo
frequentemente reportadas nas estatisticas de pesca, apenas 15% sao identificadas e

reportadas em nivel de espécie, de acordo com a FAO (Dulvy et al. 2008).



Alguns anos atras, mesmo havendo a comercializagdo da carne e subprodutos, a
captura de tubardes podia ser considerada totalmente incidental. Nas ultimas décadas,
entretanto, diversas espécies tornaram-se alvo da pesca comercial, em adicdo as
capturas de peixes dsseos, cujos estoques estdo sobreexplotados (Lessa et al. 2005). O
grande interesse dos povos asiaticos pelas nadadeiras e os altos precos praticados no
comércio, talvez sejam, o maior incentivo a captura dessas populacées, em todos os
mares.

O desenvolvimento da pesca de atuns e afins com espinhel de superficie no
Brasil, desde a sua introdugdao em 1956, sofreu grandes oscilagdes no que diz respeito
ao numero de embarca¢cées componentes da frota, aos avangos tecnolégicos do
petrecho de pesca e ao direcionamento das capturas. De acordo com Meneses de Lima
et al. (2000), o desenvolvimento dessa modalidade de pesca no Brasil pode ser dividido
em quatro periodos distintos. Durante a primeira fase (1972-1976), os atuns (Thunnus
spp.) foram as espécies-alvo. Neste periodo os tubardes ndo tinham valor comercial e
boa parte da captura deste grupo era descartada.

A partir de meados da década de 1980 houve uma ampliacdo do mercado interno
para a carne de tubardo, a partir de um esforco objetivo de estimulo ao consumo desse
tipo de carne, ja que esse grupo de espécies era muito capturado devido ao elevado
preco das nadadeiras (barbatanas) destinadas a exportacdo. Assim, houve um aumento
gradual da captura de tubardes, sendo o tubardo-azul, Prionace glauca o principal
contribuinte para tal aumento, pois os pescadores deixaram de evita-lo ou de descarta-
lo (Amorim e Arfelli 1992, Arfelli 1996).

Em funcdo do seu comportamento altamente migratério, os grandes peixes

peldgicos, tal como o tubarao-azul, sdo capturados por varios paises e diferentes artes



de pesca, o que faz com que a avaliagdo e o manejo de seus estoques s6 sejam possiveis
através de esforcos conjuntos de varias nagdes.

Considerando que cada espécie responde de forma independente as pressdes
exercidas pelo ambiente e, neste caso, principalmente pela acdo do homem, é
fundamental que se conheca de forma mais refinada a composi¢cdo das capturas de
tubardes por espécie e abundancia relativa, de forma que se estabelecam planos de
recuperacao dessas populacdes e o consequente ordenamento dessas atividades (Lessa
et al. 1999).

Atualmente, a pesca predatdria vem se constituindo num fator preocupante para
o equilibrio das comunidades desses organismos marinhos ocasionando assim um
enorme declinio de estoques e populagées de inUmeras espécies que vem sendo
incluidas constantemente nas Listas Vermelhas de Espécies Ameagadas da IUCN
(International Union for Conservation of Nature).

Dados estatisticos sobre a exploracao pesqueira da FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) registraram no ano de 2011 a captura mundial de
750.000 toneladas de elasmobranquios no mundo, sendo dois tercos desse valor
correspondente a tubardes (FAO 2011).

De acordo com a IUCN, 10 espécies de tubardes constam na lista vermelha como
“criticamente em perigo” (critically endangered), 15 como “em perigo” (endangered),
47 como “vulneravel” (vulnerable), 62 “quase ameacadas” (near threatened) e 136
“pouco preocupante” (least concern), o resto das espécies globais aparecem como
“dados insuficientes” (data deficiente). O Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio) avaliou nos ultimos trés a quatro anos no Brasil, que cerca de

40% das espécies brasileiras de elasmobranquios estdo ameagadas, sendo 18%



criticamente ameacadas, 5% estdo em perigo, 16%, vulneraveis, 34% foram classificados
como dados insuficientes e 1% ja é considerado regionalmente extinto (MMA 2013). O
gue demonstra que a maior parte das populacdes de tubardes ndo possuem dados
suficientes para um plano de manejo e conservacdo adequado para manutencdo do
equilibrio dessas populagdes, mesmo muitas das espécies sendo coletadas como fauna
acompanhante. No caso de tubardes e raias, a avaliacdo de seus estoques fica
prejudicada pela limitacdo das estatisticas pesqueiras (Rosa e Lima 2008).

Mesmo com a crescente conscientizacdo sobre a vulnerabilidade da maioria das
espécies de tubardes e raias a exploracao pesqueira (Castro et al. 1987, Camhi et al.
1998), trabalhos de controle e manejo da exploracao das espécies deste grupo sao raros,
tendo como maior dificuldade a falta de informac¢des bdsicas sobre captura,

desembarque e sua comercializagao.

1.4 TECNICAS MOLECULARES NA IDENTIFICACAO DE ESPECIES
1.4.1 DNA Barcoding
O sistema moderno de taxonomia molecular foi apresentado por Tautz et al.
(2003), baseado no uso do DNA como ferramenta para a identificagao taxon6mica nos
diversos grupos de organismos, sendo hoje aceita mundialmente. Neste contexto, as
analises moleculares por DNA, vém ganhando destaque entre as metodologias
utilizadas, devido a necessidade de pequenas quantidades amostrais (fragmentos de
tecido animal) e por permitirem a identificacdo do produto em circunstancias diversas,
como: produtos congelados, salgados ou processados por aguecimento ou cozimento.
A descoberta da utilidade do DNA mitocondrial (mtDNA) como marcador

molecular no final da década de 70 (Avise et al. 1979, Brown et al. 1979), produziu um



grande impacto nos estudos moleculares de genética de populagdes e evolu¢do. Muitos
estudos, hoje, sdo possiveis devido a utilizacdo do DNA mitocondrial, como: estudos de
biogeografia histdrica (Bermingham e Beheregaray et al. 2002), de caracteriza¢des de
estrutura populacional (Graves 1998, Pestano e Brown 1999), dentre outros.

Além do que, a uma crescente utilizacdo no campo da sistematica molecular,
para inferéncia de relacdes filogenéticas (Alves-Gomes et al. 1995, Saitoh et al. 2003,
Thacker 2003) e em estudos de conservacdo (Dudgeon et al. 2012, Bornatowski et al.
2014, Ferrette et al. 2015) e estudos de substituicdo de produtos (Barbuto et al. 2010,
Galimberti et al. 2013).

Na tentativa de padronizar o marcador utilizado na identificagdo molecular de
espécies animais, em 2003, pesquisadores da Universidade de Guelph (Ontario, Canada)
propuseram a criacdo de um sistema diagndstico universal, baseado em um fragmento
de aproximadamente 650 pares de bases, a partir da base 58 da extremidade 5’ do gene
Citocromo Oxidase subunidade | (COI). A ideia em se utilizar um gene mitocondrial,
baseou-se nas caracteristicas apresentadas pelo genoma mitocondrial tais como: ser
amplamente distribuido entre os animais, alto numero de cépias por célula, apresentar
taxa de mutacdo diferente entre espécies. De fato, a evolucdo deste gene é
suficientemente rapida para permitir a discriminacdo ndo apenas de espécies
intimamente associadas, mas também de grupos filogeograficos dentro de uma unica
espécie (Cox e Hebert 2001, Wares e Cunningham 2001). Sendo uma das mais recentes
e promissoras técnicas de aplicacdes na detec¢do de unidades bioldgicas.

Segundo Hebert et al. (2003) a ideia é a mesma do cddigo de barras universal de
produtos do mercado varejista, que emprega 10 nimeros alternados em 11 posicdes

para gerar 100 bilhdes de identificadores Unicos. No caso do DNA Barcode, pode haver



até quatro possibilidades de nucleotideos (Adenina, Citosina, Guanina e Timina) em cada
posicdo, mas com uma cadeia de sitios mais longa que 11 posi¢des. A combinacdo de
apenas 15 dessas posicdes de nucleotideos, por exemplo, criaria um bilhdo de cédigos
Unicos, um nimero muito maior do que o de espécies conhecidas, aproximadamente 15

milhdes. Isso permite que cada taxon seja identificado por apresentar uma sequéncia

MF, Ortiz (dissertagdo, 2010)

Unica de DNA Barcode (Hebert et al. 2003).
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FIGURA 1. Analogia entre o DNA Barcode e o cédigo de barras convencional.

Essa metodologia permite a identificacdo de qualquer material portador de DNA,
desde ovos, larvas, pequenos pedacos, intacto ou fragmentado, desde que uma matriz
de sequéncias para a espécie ja tenha sido estabelecida. Isso facilitaria ndo sé a
identificacdo de espécies ja catalogadas, independente do seu estadgio de
desenvolvimento, como também o reconhecimento de novas espécies e até mesmo
espécies cripticas (Hebert et al. 2003a, 2003b). Podendo contribuir, com a Taxonomia,
Sistematica e Genética de populagdes, na taxonomia, por exemplo, pode ser utilizado

para identificar espécimes atipicos e contribuir para revisdo da nomenclatura de varios



grupos, também utilizado como método de rotina para auxiliar na identificacdo de
espécies (Hajibabaei et al. 2007).

O DNA Barcode fornece uma oportunidade para identificar, inventariar e estudar
espécimes afim de compreender a diversidade de espécies dentro de um ecossistema,
e avaliar a variabilidade genética dentro das espécies (Krishnamurthy e Francis 2012).
Mais especificamente, cddigos de barras de DNA fornecem uma util informacao para as
diferentes partes interessadas na conservacdo: pesquisadores puderam identificar
espécies mais rapidamente; taxonomistas poderia determinar grupos de espécies que
requerem estudos mais detalhados; e os “formuladores de politicas” podem utilizar
dados de cédigo de barras para determinar as escalas adequadas para conservagao
(Francis et al. 2010).

O NCBI, ou Centro Nacional para Informacdo Biotecnoldgica dos EUA, é
considerado o banco de dados central sobre informagées gendmicas. O GenBank é o
principal banco de dados do NCBI e armazena todas sequéncias disponiveis
publicamente de DNA (de sequéncias pequenas a genomas inteiros), RNA e proteinas.
Virias ferramentas desenvolvidas pela bioinformatica permitem o acesso e analise dos
dados no GenBank.

A partir dai, foi criado um banco de dados universal do DNA Barcode, o BOLD
(Barcode of Life Database), que permite associar outros tipos de dados as amostras tais
como: fotos do espécimen (voucher), ponto de coleta, data da coleta e coletor, nimero
do espécimen, instituicdo na qual foi depositado, dados taxonémicos e informacoes
moleculares (como eletroferogramas das sequéncias e primers utilizados na
amplificacdo e no sequenciamento). O critério de qualidade maxima proposto pelos

autores do projeto, estabelece que as sequencias diretas e reversas tenham uma



sobreposicdo de minima de 500pb e mais que trés individuos por espécie sequenciados
(Frézal e Leblois 2008). E de acordo com um levantamento feito por esses mesmos
autores, de 363.584 sequéncias (50.039 espécies), 136.338 satisfazem esse critério.

O BOLD estima a distancia e a similaridade genética entre pares de sequéncias a
fim de identificar as sequencias iguais, utilizando o método de evolucdo de Kimura-2-
parametros e o algoritmo de Neighbor-Joining. Porém, tais métodos sdo dependentes
da amostragem e da variacdo intra e interespecifica dos grupos, o que pode levar a
atribuicdo de falsos positivos (Frézal e Leblois 2008).

Portanto métodos alternativos foram propostos para analisar esses dados. De
acordo com Elias et al. (2007), deveriam ser analisados através de métodos filogenéticos
cldssicos, baseados em algoritmos de distancia ou maxima verossimilhanga, assumindo
modelos mutacionais diferentes. Ja para Abdo e Golding (2007), métodos genealdgicos
baseados na teoria da coalescéncia utilizando modelos genéticos e algoritmos de
maxima verossimilhanca, deveriam ser adotados. Rach et a/ (2008), aborda que métodos
estatisticos baseados em algoritmos sem qualquer suposi¢cao ou modelo biolégico, seria
a melhor forma.

Isso tornou-se cada vez mais popular como uma forma eficiente de estudar e
classificar espécies e de priorizar os esforcos de conservacdo (Krishnamurthy e Francis
2012). E neste contexto que o DNA Barcode é recomendado como um método barato,
rapido e objetivo (Yao et al. 2009, Dentinger et al. 2010, Li e Dao 2011) para ajudar os
esforcos de conservacdo, embora tenha incentivado muito debate a respeito do seu
potencial (Moritz e Cicero 2004, Smith et al. 2005, Hebert e Gregory 2005, Rubinoff et

al. 2006, Pilgrim et al. 2011).



O uso do DNA Barcode tem apresentado alta taxa de sucesso na identificacdo
rapida de espécies de diversos grupos de artrépodes, aves, peixes e anfibios (Hebert et
al. 2003, 2004, Kerr et al. 2007, Ward et al. 2005, Smith et al. 2008). A taxa de evolucado
molecular do gene COl permite distinguir espécies proximas e também grupos
filogeograficos dentro de uma mesma espécie (Hebert et al. 2004, Hogg e Hebert 2004,
Ward et al. 2005).

Para o setor comercial, a aplicacdo do DNA Barcode e taxonomia molecular para
autenticacdo de alimentos é destinada principalmente a proteger os consumidores
contra a fraude (Lockley e Bardsley 2000, Gil 2007). Nos ultimos anos, tem sido utilizado
com éxito para identificar amostras que sdo comercializadas ilegalmente, como
tubardes e outras espécies ameacadas de extin¢do (Carvalho et al. 2013).

DNA Barcoding determinou com sucesso a identidade de 582 nadadeiras de
tubardes em mercados da Indonésia, identificando 40 espécies diferentes, a maioria
delas vulneraveis ou ameacadas de extin¢dao, dentre elas as mais coletadas foram
tubardes azuis, martelo e lombo-preto (Sembiring et al. 2015), como também foi
utilizado por Lamendin et al. (2015), para fazer uma precisa identificacdo de frutos do
mar na Tasmania, Austrdlia. Ja Fields et al. (2015), fizeram um ensaio de mini-barcode
validado com base em sequéncias parciais do gene Citocromo Oxidase subunidade I, que
podem identificar com seguranca as barbatanas de sete das oito espécies de tubardes
listadas no anexo da CITES.

A construcdo de bancos de dados para armazenamento de informacGes de
sequéncias de DNA e genomas inteiros, proteinas e suas estruturas tridimensionais, bem

como varios outros produtos da era gendmica, tem sido um grande desafio que tem



extrema importancia para o conhecimento das espécies, que implicard um dia na sua

possivel conservagao.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando-se as caracteristicas bioldgicas, evolutivas e taxonO6micas dos
elasmobranquios, a crescente exploracdo pesqueira e os problemas relacionados as
estatisticas de captura e de controle da pesca, este estudo buscou a identificacdo
genética das espécies de tubardes coletadas na costa do Estado de S3do Paulo e
principalmente a constatacdo do uso de um método vidvel de identificacdo genética
para diversas espécies de tubardes, o DNA Barcode, fornecendo uma forma de avaliacao
e de quantificacdo da captura e comercializacdo de elasmobranquios na costa do Estado

de S3o Paulo.

2.2 Objetivos especificos

1) Identificacdo dos tubardes capturados pelas frotas pesqueiras do litoral paulista,

caracterizando a frequéncia relativa por espécies;

2) Identificagdo em nivel de espécie através da metodologia do DNA Barcode;

3) Gerar subsidios para programas de manejo adequado e exploracao sustentavel dos

estoques pesqueiros dessas espécies.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DE DADOS

Foram realizadas coletas em periodos distintos durante o ano de 2014, de
tecidos (nadadeiras ou pequenos pedacos de musculo) de tubardes. Uma coleta ocorreu
no periodo de fevereiro em Ubatuba, em um ponto de desembarque, outra no periodo
de novembro em Santos, na rua do comercio de peixes (Figura 2). Outras coletas
ocorreram no periodo de janeiro a junho de 2015 na rua dos peixes de Santos, uma delas
sendo feita no Terminal Pesqueiro Publico de Santos (TPPS), mas conhecido como
“Entreposto” (Figura 3), de acordo com o capitdo do barco, a captura dos exemplares
ocorreu na costa de Santa Catarina, mas o desembarque ocorreu em Santos. Os
exemplares foram desembarcados sem cabeca e sem visceras, apenas com as
nadadeiras parcialmente presas ao corpo e separadas para a exportagao, assim como
parte da carne.

Apds coletados, os tecidos foram conservados em alcool 100% e armazenados
no Laboratério de Genética de Peixes (LaGenPe) de Bauru-SP. A partir dessas amostras,
junto as que ja integravam a colecdo do laboratdrio referentes aos anos de 2008 e 2009,
coletadas em pontos de desembarques locais nas cidades de Santos, Ubatuba e
Cananéia, o DNA de cada individuo foi extraido utilizando o Kit comercial “Wizard
Genomic DNA Purification Kit — Promega”, a partir de pequenos fragmentos de
nadadeiras. Subsequentemente foi realizado o sequenciamento do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade | (COl), para posteriormente serem comparadas no site

online BOLD System.
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FIGURA 3. Coleta no Terminal Pesqueiro Publico de Santos.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Extra¢do do DNA
A extracdo de DNA foi feita a partir de fragmentos de nadadeira coletados dos

individuos amostrados, através do kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification kit-

Promega”.

Protocolo de extracdo de DNA:

1) Uma pequena quantidade de tecido foi colocada em tubo de microcentrifuga de 1,5

ul, em seguida foram adicionados 300 ul de Nuclei Lysis Solution;



2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Adicionados 4,0 ul de Proteinase K, sendo as amostras incubadas de 2 horas a 3
horas a 60°C.

Apds esse periodo foram adicionados 2,5 ul de RNAse, sendo incubado no banho-
maria a 37°C por 30 minutos.

Posteriormente foram adicionados 200 ul de Protein Precipitation Solution e
levados ao gelo por 5 minutos no freezer -809C.

Seguiu-se uma etapa de centrifugacdo a 13.000 rpm por 4 minutos, retirando
posteriormente o sobrenadante.

Transferindo-o para outro tubo com 600 pl de isopropanol a temperatura
ambiente.

Uma nova centrifugacdao de 4 minutos a 13.000 rpm foi realizada, descartando
novamente o sobrenadante apds a centrifugacao.

Foram adicionados 600 ul de etanol 70%.

Os tubos foram centrifugados por 4 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi
descartado, tomando cuidado para que o pallet do fundo n3o se desprendesse do

fundo do tubo.

10) O material foi secado em estufa a 37°C, por um periodo de 1hora e apds isso foram

adicionados 30 pul da solucdo de DNA Rehydration Solution, e colocado no banho-

maria a 60°C.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas através de

eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 DNA (2,5uL/ ml), e

visualizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta. Para quantificacdo do DNA foram

utilizadas comparagdes diretas com um marcador padrdo de peso molecular e



concentracOes conhecidas (Low DNA Mass Ladder - Invitrogen). As amostras de DNA
obtidas encontram-se mantidas no Laboratério de Genética de Peixes do Departamento

de Ciéncias Biolégicas de Bauru - UNESP, formando um banco de tecidos.

3.2.2 Amplificagdo e sequenciamento do gene mitocondrial COI

Apds a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacdo do gene COI utilizando a
seguinte concentracdo de reagentes: 1xPCR buffer (20mM Tris-HCL, pH 8.4 e 50mM
KCL), 1.5mM MgCl2, 150uM de cada dNTP, 0.4mM dos primers indicados na tabela |, 0.5
U de Taq Polimerase (Invitrogen) e 10 a 30 ng/u de DNA. A reac¢do de PCR (Polymerase

Chain Reaction) inicialmente seguiu o seguinte programa:

1) 95°C por 5 minutos (desnaturacdo inicial)
2) 95°C por 30 segundos (desnaturacio)

. 35X
3) 50 a 60°C por 30 segundos (anelamento dos primers)

4) 72°C por 45 segundos (extens3o da cadeia nucleotidica)

5) 72°C por 5 minutos (extens3o final)

Foram feitos testes utilizando diferentes combinagdes dos primers FishF1,
FishR1, FishF2 e FishR2 em diferentes temperaturas de anelamento (entre 50°C a 60°C),
a fim de verificar o melhor resultado, verificando uma melhor resolucdo a 579C. O outro
conjunto de primers, L6252-Asn e H7271-COXI, foi utilizado a uma temperatura de
anelamento de 552C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%
corado com Nancy-520 DNA (2,5uL/ ml), e visualizadas em transluminador, sob luz

ultravioleta e fotografadas com a camera OLYMPUS, C-5060.



Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para a obteng¢do das sequéncias barcode.

Gene Primer Sequéncia (5’ -3’) Referéncia

COl FishF1 ACGCCTGTTTATCAAAAACAT Ward et al. (2005)
FishR1 CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Ward et al. (2005)
FishF2 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC  Ward et al. (2005)
FishR2 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA Ward et al. (2005)

Col L6252-Asn AAGGCGGGGAAAGCCCCGGCAG Melo et al. (2011)
H7271-COXI TCCTATGTAGCCGAATGGTTCTTTT Melo et al. (2011)

3.2.3 Purificagdo das amostras amplificadas

Posteriormente, os produtos de PCR foram purificados através da enzima Exo-
SAP IT® (USB Corporation). Em um microtubo para PCR (0,2 ml) foram colocados 5 uL do
produto amplificados juntamente com 2,0 uL da solucdo de purificagdo (0,13 pL de
ExoSap + 1, 87 plL de dgua ultrapura). As amostras foram colocadas em termociclador

por 1 hora a 372C seguida de 15 minutos a 80°C.

3.2.4 Reagdo de sequenciamento

A reacao de sequenciamento foi realizada com o Kit “Big Dye Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). A reacdo consistiu de um
volume final de 7 uL:

1) 1,0 uL do produto amplificado (concentracdo de aproximadamente 40ng);

2) 0,35 plL de primer (Forward ou Reverse, 10 uM);

3) 0,7 uL de BigDye;

4) 1,05 pL de Tampado 5X para sequenciamento;



5) 3,9 uyL de dgua ultrapura.

A reacdo seguiu-se em termociclador sob o seguinte perfil:
1) 962C por 2 minutos (desnaturacao inicial)
2) 962C por 30 segundos (desnaturacdo)
3) 502C por 15 segundos (anelamento dos primers) 35X
4) 60°C por 4 minutos (extensdo da cadeia nucleotidica)

5) 129°C até a retirada do material do aparelho (extensao final)

Os primers utilizados na reacao de sequenciamento foram os mesmos utilizados
na rea¢ao de PCR para amplificacdo dos produtos (tabela I). Ambas as direcdes (5’ e 3’)
foram sequenciadas, conforme exigéncia para a validacao da sequéncia barcode junto

ao BOLD.

3.2.5 Preparacdo das amostras amplificadas por precipitagdo em EDTA/acetato de
sédio/etanol:

Apds o termino da reacdo de sequenciamento, seguiu-se uma etapa de limpeza
das amostras para eliminacdo de excessos de reagentes utilizados na reacdo de
sequenciamento, seguindo as etapas: adicionar 0,7 pL de EDTA (125mM) e depois
adicionar 0,7 uL de acetato de sédio (3M), homogeneizar e centrifugar brevemente;
entdo adicionar 17,5 puL de etanol 100% e incubar por 15 minutos a temperatura
ambiente; centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm a 252C, descartar o etanol e secar
em papel toalha; adicionar 24,5 uL de etanol 70% gelado e centrifugar por 10 minutos a

13.000 rpm a 209C; descartar o etanol e secar em papel toalha e colocar no



termociclador por 8 minutos a 962C com a tampa do termociclador aberta (para a
completa evaporacdo do etanol); guardar os tubos a temperatura ambiente envolto em

papel aluminio, até o momento do sequenciamento.

3.2.6 Sequenciamento do DNA

As amostras foram analisadas em sequenciador de DNA automatico, modelo ABI
3130-Genetic Analyzer (Applied Biosystems), presente no Laboratdrio de Biologia e
Genética de peixes, de Botucatu- SP. Para cada amostra foi adicionado 15 pL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems), seguindo de uma etapa de desnatura¢do das
amostras a 962C por dois minutos e resfriamento rapido em gelo por mais dois minutos.
Logo em seguida as amostras foram colocadas no aparelho para a realiza¢do da corrida

de leitura da sequéncia.

3.2.7 DNA Barcode na identificagdo das espécies

Posteriormente as sequéncias foward e reverse foram alinhadas no programa
Geneious 4.8.5, resultando nas sequencias consensus, conferindo mais confiabilidade ao
sequenciamento. As sequéncias foram inseridas na base de dados do site BOLD Species
Level Barcode (www.boldsystems.org) e comparadas com as 100 sequéncias mais
similares ja depositadas na plataforma, obtendo a identificacdo em nivel de espécie. Na
tentativa de padronizar a identificacdo das espécies e torna-la universal, foi criado um
banco génico do DNA Barcode (Hebert et al. 2003), o sistema online BOLD System, que
estima a distancia e a similaridade genética entre pares de sequéncias para realizar a
identificacdo das espécies. Utilizando para isso o modelo de distancia genética Kimura-

2-parametros (K2P, KIMURA 1980) e em seguida uma arvore de Neighboor Joining



(Saitou e Nei 1987), a qual é construida a partir desse conjunto de 100 sequéncias,
finalmente a espécie é atribuida aquela da sequéncia mais similar a ela (Frézal e Leblois

2008).
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4 RESULTADOS

Os resultados e a discussdao dos dados obtidos no presente estudo serdo
apresentados na forma de artigo cientifico. Consistindo na apresentacao dos resultados
obtidos com a identificacdo genética das populacdes de tubardes, através do método

de DNA Barcode.

4.1 Capitulo — ldentificagdo de tubardes explorados pela pesca artesanal e industrial

do Litoral de Sao Paulo — Brasil: uma contribuicao para gestao pesqueira.



Capitulo

Identificagcdao de tubardes explorados pela pesca artesanal e industrial do Litoral de

Sao Paulo — Brasil: uma contribuigdo para gestao pesqueira.

RESUMO

Recentes evidéncias demonstram a fragilidade das populagées de tubardes, que estao
cada vez mais sendo dizimadas pela pesca predatdria. O presente projeto teve como
objetivo a identificacdo de exemplares da pesca de tubardes nos principais pontos de
desembarque pesqueiro do litoral do estado de S3ao Paulo, verificando a fidedignidade
dos dados de estatistica pesqueira. Foram realizadas analises moleculares através da
técnica de DNA Barcode por sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade | (COIl). Nesse trabalho foi realizada uma analise de nadadeiras coletadas em
mercados de peixes e pontos de desembarque nos municipios de Santos, Cananéia e
Ubatuba, litoral de S30 Paulo entre os anos de 2008/2009 e 2014/2015, verificando a
ocorréncia de 13 espécies distintas, algumas delas no Anexo Il da CITES, na lista
vermelha da IUCN e principalmente na lista oficial de espécies ameacadas de extincdo
do Ministério do Meio Ambiente. O que comprova a grande necessidade da utilizacdo
de técnicas moleculares para fiscalizagdao da captura dessas espécies. Também foi feita
uma comparagdo para saber quais espécies eram mais abundantes e que agora nao sao
mais coletadas, inferindo assim que pode ter havido a sobrepesca de algumas dessas
espécies. Demonstrando que a dificuldade na identificacdo morfoldgica, tem resultado
em uma escassez global de informagdes sobre captura e comercializagdo, tornando
guase impossivel a avaliacdo de seus efeitos nessas populacdes. Portanto é
indispensavel o monitoramento e controle da pesca, possibilitando estatisticas mais
abrangentes para determinar os niveis de exploracdo e conservacdo dessas espécies de

extrema importancia para o ecossistema marinho.



INTRODUCAO

Atualmente, a pesca predatéria tem demonstrado ser um fator preocupante
para o equilibrio das comunidades de organismos marinhos ocasionando um enorme
declinio de estoques e populagdes de inUmeras espécies que vem sendo incluidas
constantemente e, de forma crescente, nas Listas Vermelhas de Espécies Ameacgadas -
IUCN, podendo levar essas espécies a extincdo. Em 2011 o Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) fez uma avaliacdo preliminar dos riscos de
extincdo de todas as 169 espécies de elasmobranquios (tubardes e arraias) registradas
no Brasil.

Os tubardes ou “cacdes”, como sdo também chamados popularmente,
distribuem-se em todos os mares e oceanos, em aguas tropicais, subtropicais,
temperadas e frias, podendo habitar regides costeiras e ocednicas, associadas a
ambientes pelagicos, demersais, recifais, estuarinos e, eventualmente, em agua doce
(Compagno 1990, Gruber 1990). Apesar do seu sucesso adaptativo, com uma histéria
evolutiva de mais de 400 milhdes de anos, os tubardes sao altamente vulneraveis a
sobre-exploracao infligida pela pesca, o que decorre de sua condicdao de vida K-
estrategista, caracterizada por crescimento lento, maturacdo sexual tardia, baixa
fecundidade e alta longevidade (Castro et al. 1999).

O pequeno numero de espécies conhecido também reflete a baixa prioridade
gue tém os elasmobranquios para os 6rgaos financiadores de pesquisa no Brasil, em
razdo de ndo se constituirem, de modo geral, alvo das pescarias. O niUmero de espécies

de elasmobranquios conhecido, evidencia que ainda estdo sendo coletadas informacgbes



sobre o grupo e que a diversidade total de espécies no pais ainda pode estar longe de
ser conhecida, se mantidas as condi¢Ges atuais das pesquisas (SBEEL 2005).

Sendo assim, o crescente aumento da pesca de tubardes em todo o mundo e seu
baixo potencial de recuperacdo tem preocupacdes acrescidas com a vulnerabilidade das
populacdes de tubardes a sobrepesca (Mendonca et al. 2012). A interpretacdo e a
possivel mitigacdo da reducdo dessas populacdes requerem tanto conhecimento
demografico como conhecimento genético (Mendonga et al. 2011).

Em 2013, no 162 encontro da Convencao sobre o Comércio Internacional das
Espécies da Fauna e da Flora Silvestres Ameacadas de Extingcdo (CITES), foi aprovada o
maior controle do comércio do tubardo galha-branca, tubardo-sardo, trés espécies de
tubardo-martelo (Sphyrna mokarran, Sphyrna lewini, Sphyrna zygaena), além de duas
espécies de raias manta. Nesta convencgao as sete espécies foram incluidas no Anexo Il
das CITES, podendo elas serem comercializadas internacionalmente mediante
concessao de licenca ou emissao de certificado.

No entanto, alguns estoques ainda poderdao ser ameagados em futuro muito
préximo devido a elevada captura da espécie como fauna acompanhante associada a
pescarias oceanicas (Cambhi et al. 1998). Como é o caso do tubardo-azul que ocorre em
toda a area de exploracdo brasileira e é capturado principalmente por embarcac¢des que
operam com espinhel de superficie para a pesca de atuns e espadarte e acaba
constituindo grande parte da fauna acompanhante capturada por essa frota.

Ainda com todos esses problemas apresentados, em escala mundial, o manejo
dos estoques de elasmobranquios é insuficiente pela falta de informacgdes basicas sobre
a dindmica de suas populagdes. Esses fatores tém contribuido para o desenvolvimento

de varios estudos, a fim de fornecer uma gestdao mais adequada da pesca do tubardao em



muitas partes do mundo, onde ja atingiu niveis insustentaveis, causando a extin¢do de
varias espécies (Camhi 1999).

Por conseguinte, levando em consideracdo as caracteristicas bioldgicas,
evolutivas e taxondmicas dos tubardes, a crescente exploracdo pesqueira e 0s
problemas relacionados as estatisticas de captura e de controle da pesca, o presente
trabalho objetivou a identificacdo genética das espécies de tubardes e principalmente a
constatacdo de que o método de DNA Barcode se mostrou eficaz na identificacdo
genética para diversas espécies de tubardes, fornecendo uma forma de avaliacdo e de
quantificacdo da captura e comercializacao de elasmobranquios na costa do Estado de

S3o Paulo.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAGEM

As analises foram realizadas comparando as amostras coletadas em 2014 e 2015,
em Santos e Ubatuba, com um N amostral de 647, junto as que ja integravam a colecdo
do laboratodrio, coletadas nos anos de 2008 e 2009, em Cananéia, Santos e Ubatuba, com

o N amostral de 652, totalizando 1299 amostras no banco de tecido do laboratorio.

METODOLOGIA

A extracdo de DNA foi feita a partir de fragmentos de nadadeira coletados dos
individuos amostrados, através do kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification kit-
Promega”. A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas através

de eletroforese em gel de agarose 1% e visualizadas em transiluminador, sob luz



ultravioleta. Para quantificacdo do DNA foram utilizadas comparagdes diretas com um
marcador padrao de peso molecular e concentragdes conhecidas (Low DNA Mass Ladder
- Invitrogen). As amostras de DNA obtidas encontram-se mantidas no Laboratério de
Genética de Peixes do Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru — UNESP.

Apds a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacdo do gene mitocondrial COI

utilizando os seguintes primers, descritos na tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados para amplificagdo e sequenciamento.

Gene Sequéncia dos primers Descritos por Condigoes do PCR

COIFish1 F  ACGCCTGTTTATCAAAAACAT Ward et al. 2005 95°C/5min; 95°C/30s; 57°C/45s;

COI Fish2 R ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA Ward et al. 2005 72°C/45s (35x); 72°C/5min

COI L6252-Asr AAGGCGGGGAAAGCCCCGGCAG Melo et al. 2011 95°C/5min; 95°C/30s; 55°C/45s;

H7271-COXI TCCTATGTAGCCGAATGGTTCTTTT Melo et al. 2011  72°C/45s (35x); 72°C/5min

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com
Nancy-520 DNA (2,5uL/ ml), e visualizadas em transluminador, sob luz ultravioleta e
fotografadas com a camera OLYMPUS, C-5060. Os produtos de PCR foram purificados
através da enzima Exo-SAP IT® (USB Corporation). A reacdo de sequenciamento foi
realizada com o Kit “Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied
Biosystems). Os primers utilizados na reacdo de sequenciamento foram os mesmos
utilizados na reacdo de PCR para amplificacdo dos produtos. As amostras foram
analisadas em sequenciador de DNA automatico, modelo AB/ 3130-Genetic Analyzer
(Applied Biosystems), presente no Laboratério de Biologia e Genética de peixes, da

UNESP de Botucatu, SP.



Posteriormente as sequéncias foward e reverse foram alinhadas no programa
Geneious 4.8.5, posteriormente inseridas na base de dados do site BOLD Species Level
Barcode (www.boldsystems.org) e comparadas com as 100 sequéncias mais similares ja

depositadas na plataforma, obtendo a identificacdo em nivel de espécie.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado nas coletas realizadas que a maioria das espécies de tubardes tém
somente suas carcacas desembarcadas (sem cabeca, visceras e com as nadadeiras
parcialmente grudadas ao corpo), o que dificulta ou impossibilita, em algumas espécies,
a identificacdo taxonémica por meio da morfologia do animal, como ja foi visto por Heist
e Gold (1999) e Shivji et al. (2002). Embora os tubarées ndo sejam o alvo das pescas
industriais e artesanais, sdo os mais pescados anualmente, como fauna acompanhante
das espécies alvo, conforme os artigos de Mazzoleni e Schwingel (1999); Costa e Chaves
(2006) e Tomas et al. (2010), que relatam que as frotas tém como alvo de pesca as
espécies como atum e espadarte.

A partir de 2012 o Ministério do Meio Ambiente (MMA) regulamentou a lei da
pratica do finning, em uma tentativa para coibir esse crime. Portanto, todos os
espécimes de tubardes e raias capturados no litoral brasileiro devem ser
desembarcados, seja onde for, com todas as suas nadadeiras naturalmente aderidas ao
corpo do animal. Isso foi verificado na coleta realizada no Terminal Pesqueiro Publico de
Santos (TPPS), onde os espécimes estavam com as nadadeiras aderidas ao corpo, sendo
retiradas imediatamente apds o desembarque e separadas para a exportacdo, como é

possivel visualizar, logo abaixo, na figura 1.



Figura 1. Nadadeiras separadas para exportagao

Portanto a mais de dez anos atrds Pequend e Lamilla (1997) e Chan et al. (2003), ja
haviam verificado que apenas com a carcaca, da forma como é desembarcado, ndo é
possivel fazer a identificacdo pelo método taxondmico convencional, impossibilitando a
determinagdo do numero exato de individuos e o numero de cada espécie
desembarcada pelas frotas pesqueiras. Gerando dados insuficientes para um manejo
adequado da pesca para essas espécies, o que torna fundamental o uso de marcadores
genéticos para uma precisa identificacdo dos espécimes.

As analises foram separadas em duas etapas, na primeira foi realizado o
sequenciamento das amostras dos anos de 2008/2009 e posteriormente analisadas as
amostras das coletas atuais. Um total de 316 amostras foram sequenciadas dos anos de
2008 e 2009, dentre essas, 230 foram consideradas para a fidedignidade dos dados
(Apéndice) de acordo com a similaridade aceitas para animais, que corresponde a uma
porcentagem igual ou acima de 98% de similaridade com as sequéncias ja depositadas

no BOLD System.



Dessas amostras foi possivel verificar a ocorréncia de 12 espécies diferentes,
dentre elas as mais frequentes foram Rhizoprionodon lalandii (n=92), Sphyrna lewini e
Spyhrna zygaena (n=60), Prionace glauca (n=33) e Squalus cubensis (n=28). Também
foram detectadas outras em menor frequéncia, Rhizoprionodon terraenovae (6),
Rhizoprionodon porosus (1), Carcharhinus falciformes (3), Carcharhinus brevipinna (3),
Alopias superciliosus (2), Mustelus schimitti (1) e Squatina guggenheim (1).

Entretanto algumas dessas, como Mustelus schimitti e Squatina guggenheim,
estavam proibidas de serem coletadas na época, conforme a Instrucdo Normativa N2 5,
de 21 de maio de 2004, normatizando que as espécies que constam no Anexo | dessa
normativa, estdao proibidas de serem capturadas, nos termos da legislagao em vigor,
exceto para fins cientificos, mediante autorizacdo especial do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis-IBAMA.

Ja a espécie Alopias superciliousus, desde de 2008, ficou determinado que
exemplares capturados no Oceano Atlantico, em areas que a ICCAT administra a pesca,
deveriam ser soltos, conforme determinado pela resolucdo 08-07 da ICCAT (Comissao
para a Conservacdo do Atum no Atlantico). Além disso, se os animais estiverem vivos no
momento de verificacdo das armadilhas, estes devem ser devolvidos ao mar sem
ferimentos e todas as capturas incidentais e solturas de tubarbes vivos devem ser
reportadas a ICCAT. Recentemente, pela Instru¢cdao Normativa Interministerial nimero 5
do Ministério do Meio Ambiente (IBAMA) de 15 de abril de 2011, passou a ser protegida
por lei em todo o territério brasileiro, sendo proibida sua captura, desembarque,
armazenamento e comercializacdo (MMA 2011).

As espécies de tubardo martelo (Sphyrna sp.) e tubardo azul (Prionace glauca),

gue tiveram maior nimero na amostragem, constavam no Anexo Il da Instrucdo



Normativa N2 5, de 21 de maio de 2004, o qual diz que sdo espécies sobreexplotadas ou
ameacadas de sobreexplotacdo, deverdo ser desenvolvidos planos de gestdo, sob a
coordenacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis-IBAMA, com a participacdo dos érgaos estaduais, da comunidade cientifica
e da sociedade civil organizada, em prazo mdaximo de cinco anos, a contar da publicacdo
desta Instrucdo Normativa.

Na amostragem dos anos de 2014 e 2015, foram sequenciadas um total de 317
amostras e 199 tiveram similaridades acima de 98%. Sendo possivel a identificacdo de
nove espécies distintas, dentre elas as mais coletadas foram Rhizoprionodon lalandii
(n=41), Sphyrna lewini e Spyhrna zygaena (n=26), Prionace glauca (n=113). As outras
espécies em menor frequéncia foram, Carcharhinus brevipinna (12), Carcharhinus
limbatus (3), Rhizoprionodon terraenovae (2), Carchahinus falciformis (1),
Rhizoprionodon porosus (1).

Nesse periodo de coleta foram capturadas espécies de tubarao martelo, que
representaram 7,5 % das espécies coletadas e conforme a Portaria n? 445, de 17 de
dezembro de 2014, vigente na época das coletas das amostras, diz que as espécies
classificadas nas categorias extintas na natureza, criticamente em perigo, em perigo e
vulneravel ficam protegidas de modo integral, incluindo, entre outras medidas, a
proibicdo de captura, transporte, armazenamento, guarda, manejo, beneficiamento e
comercializacdo. Esses dados mostram que mesmo existindo uma portaria vigente que
proibia a pesca na época, observamos um numero consideravel de espécies proibidas
nas amostras.

Caso semelhante ocorreu com o tubarao lombo-preto (Carcharhinus falciformis)

gue teve sua pesca proibida no Brasil em 2014, conforme Instru¢do Normativa



Interministerial n2 8, sendo um exemplar identificado nas coletas do mercado de peixe
de Santos em 2015, com 99,8% de similaridade no banco de dados do DNA Barcode.

Tanto os tubardes martelo quanto o tubardo lombo-preto, estavam sendo
vendidos no mercado de peixes com nomes populares como “cacdo” para individuos
grandes e “caconete” para individuos de porte pequeno, provavelmente individuos
juvenis, o que aumenta o risco de extincdo dessas espécies, enfatizando a grande
necessidade de fiscalizacdes com a utilizacdo de marcadores moleculares para que a
legislacdo seja eficaz em relacdo ao comércio de espécies de pesca proibidas.

Os dados observados, também demonstram por exemplo, que espécies que
estavam sendo exploradas nos anos 2008 a 2009, ja ndo apareceram mais nas coletas
recentes de 2014/2015, como é o caso da espécie Squalus cubensis, podendo assim
inferir que talvez tenha havido uma sobrepesca dessa espécie em anos anteriores, nao
sendo mais tdo abundantes na costa do pais.

Buscando uma analise global das amostras em ambos periodos coletados, foram
identificadas 13 espécies distintas no total (anexo), dentre elas as 5 mais exploradas
foram Prionace glauca (n=146), Rhizoprionodon lalandii (n=134), Sphyrna lewini e
Sphyrna zygaena (n=94), Squalus cubensis (n=28) e Carcharhinus brevipinna (n=15),
sendo as outras espécies Rhizoprionodon terraenovae (8), Carcharhinus falciformis (4),
Carcharhinus limbatus (3), Alopias supercilious (2), Rhizoprionodon porosus (2), Mustelus

schmitti (1), como é demonstrado no grafico 1.
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Grafico 1. Frequéncia das espécies encontradas por ano de coleta.

Como pode ser verificado no grafico acima, as trés espécies mais coletadas,
foram: Prionace glauca (34%), Rhizoprionodon lalandii (31%), Sphyrna sp. (incluindo
Sphyrna lewini e Sphyrna zygaena) (22%), o que totaliza quase 90% da amostragem.
Portanto nos resultados obtidos, o tubardo azul (Prionace glauca) foi o mais coletado, o
que corrobora com Quaggio et al. (2008), onde verificaram que ele é o Chondrichthyes
mais amplamente distribuido nos oceanos do mundo, sendo o mais abundante nas
capturas do espinhel peldgico.

Outras espécies como, Carcharhinus brevipinna consta na lista vermelha da IUCN
como uma espécie vulnerdvel, ja Rhizoprionodon lalandii que foi a segunda espécie com
a maior frequéncia nos resultados, com 31% da amostragem total, consta como “dados

insuficientes”, o que pode caracterizar uma sobreexploracdo dessas populagcbes, sem



informacgdes suficientes para que haja uma pesca a nivel sustentdvel. Foi verificado
também que quase a metade das espécies identificadas, ndo tem dados suficientes
sobre sua pesca e exploracao, 35% estdo quase ameacadas e 18% em perigo de extingdo

(gréfico 2).
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Grafico 2. Red List IUCN (“DD” — data deficient, “NT” — near threatened, “E” — endangered, “LC”

— least concern, “V” — vulnerable).

Os dados do gréfico 2 demonstram que muitas espécies de tubardes sdao muito
exploradas em todo mundo, a maioria das vezes sem identificacdo e sem uma
guantificacdo a respeito das espécies, o que dificulta o estabelecimento de um equilibrio
entre a pesca e a recuperagao dos estoques.

No Brasil, o pescado de maneira geral, é exportado, junto a uma nota fiscal, onde
cada produto possui uma nomenclatura, a Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM),
adotada pelo Brasil, junto com a Argentina, Paraguai e Uruguai, desde 1995, que trata
de um cddigo de oito digitos para identificar a natureza das mercadorias e promover o

desenvolvimento do comércio internacional, facilitando a coleta e andlises das



estatisticas do comércio exterior. Qualquer mercadoria, importada ou exportada no
Brasil, deve ter esse codigo NCM na sua documentacao legal (nota fiscal, licencas para
exportacdo, dentre outros documentos legais). Dados obtidos a partir do site da Receita
Federal tornou possivel verificar que existem apenas alguns codigos NCM para os
tubardes atualmente exportados, tendo apenas uma espécie em evidéncia, com o NCM
especifico, o tubardo azul (Prionace glauca), o resto é comercializado com NCM de
barbatanas em geral. Portanto o fato de ter um NCM generalista, ndo mostra as
estatisticas reais de pesca, dificultando o planejamento de politicas publicas para
conservacdo dessas espécies tdo vulneraveis a pesca predatoria.

Em vista disso, é possivel perceber que ndo ha uma fiscalizacdo eficaz em cima
do comércio interno e externo dessas espécies, provavelmente por falta de uso de
técnicas moleculares de identificagdo de pescado descaracterizado. Verificando o
grande déficit em relagdo aos dados do que é comercializado a nivel de espécies,
levantando hipdteses e questionamentos acerca de possiveis fraudes e mascaramento
de fontes de exploracao ilegal ndo declarada e nao regulamentada e a comercializagdo
de espécies protegidas, como ja foi visto por Baker et al. 2002 e Marko et al. 2004,
podendo levar essas a uma sobre-exploracdo ou até mesmo a extincao.

O mais recente e alarmante relato de amplo declinio na captura de tubardes
costeiros e oceanicos refere-se ao “grupo” dos tubardes-martelo, e trata das trés
principais espécies alvo da pesca: Sphyrna lewini, S. zygaena e S. mokarran, para as quais
estima-se uma reducdo em cerca de 89% de suas populacdes selvagens do Atlantico
Norte desde 1986 (Baum et al. 2003, Baum e Myers 2004, Myers et al. 2007), e ainda

assim, espécies com uma porcentagem 22% na amostragem total do trabalho.



Contudo, infelizmente ainda ha poucos trabalhos desse tipo para uma eficaz
regulamentacdo da pesca de tubardes. Em 2014, por exemplo, Carvalho et al., fizeram
uma andlise forense, utilizando o DNA Barcode para espécies comercialmente
importantes como o bacalhau, o linguado, a garoupa e o atum, comercializados nos
mercados do Sul do Brasil, demonstrando uma grande substituicdo de produtos, o que
é verificado em tubardes também, onde hd venda de espadarte (Xiphias gladius)
(apéndice) como tubardo e vice-versa, verificado no presente estudo, onde foram
encontradas duas dessa espécie de meca.

Para correta avaliagdo dos estoques naturais e futuras agdes de manejo e
conservacao das espécies de tubardes, é necessdrio urgentemente aimplementacgao das
técnicas de biologia molecular na ciéncia forense marinha, recomendada para a
identificacdo de tubardes e raias, corroborado por Holmes et al. (2009). Os métodos sdo
vidveis e seu desenvolvimento poderd proteger as espécies em questdo da

superexploracdo (Teletchea et al. 2005).



CONSTDERACOFS

FINAIS



5 CONSIDERACOES FINAIS

A atual Constituicdo Brasileira, promulgada em 1988, Art. 225, inclui um
importante instrumento legal para a protecdo das espécies que compdem a nossa
biodiversidade. Determina como responsabilidade do Poder Publico "proteger a fauna
e a flora, vedadas, na forma da lei, as praticas que coloquem em risco sua fungao
ecoldgica, provoquem a extingdo das espécies ou submetam os animais a crueldade".

Para o cumprimento desses compromissos, tanto no ambito externo quanto
interno, o Brasil dispGe de uma série de mecanismos voltados a conservacdo e protecao
da biodiversidade, com destaque para a elaboragdo de listas das espécies ameacadas,
monitoramento, planos de gestdo e programas para recuperacao de espécies
ameacadas.

Listas que, por exemplo, hoje incluem muitas espécies de tubardes. A pesca
desenfreada dessas populagdes esta levando essas espécies a uma queda drastica nos
seus estoques pesqueiros, correndo um grande risco de extingdo. Como a genética
molecular nessas uUltimas décadas avancou bastante, hoje as amostras que antes seriam
descartadas por ndo ser possivel uma identificacdo morfoldgica tradicional, hoje pode
ser possivel fazer essa identificacdo a nivel de espécies, sendo imprescindivel para a
correta avaliacdo dos estoques e para que haja um manejo adequado das mesmas.

Mesmo com a ampla gama de estudos que vem sendo feito para a conservacao
e identificacdo dessas populacdes, ainda ndo é o suficiente, pois, em escala mundial, o
manejo dos estoques de elasmobranquios é complicado pela falta de informacdes
basicas sobre a dinamica de suas populacdes. Nesse sentido torna-se fundamental

conhecer para poder preservar, isto é, a ampliacdo do conhecimento sobre a



composicao de recursos vivos e seus estoques genéticos nos varios ecossistemas
existentes. A partir desse conhecimento é que serdo gerados os subsidios para a
preservacao ou a utilizacdo planejada e sustentdvel dos recursos naturais.

Com um crescente interesse na sustentabilidade da pesca no ambito
internacional comecaram a ser desenvolvidos planos de manejo e conservagdo de
elasmobranquios, como por exemplo, o plano de acdo para conservacao de tubardes
(IPOA-Sharks - Plan of Action for the Conservation and Management of Sharks), adotado
pela “United Nations Food and Agricultural Organization” (FAO) com o intuito de
incentivar os paises a desenvolver seus préprios planos de manejo, conservagdo e
sustentabilidade de tubardes e seus ecossistemas, dando especial atencdo as espécies
vulnerdveis ou ameacadas de extingdo (FAO 1999).

Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido para que complementasse
dados sobre a pesca de elasmobranquios no litoral do estado de Sdo Paulo, que ainda
hoje sdo muito defasados. O método de identificacdo empregado no presente trabalho,
o DNA Barcode, se mostrou eficiente na identificacdo de espécies protegidas, pela
legislagdo vigente no periodo da coleta, irregularmente comercializadas.

Podendo portanto verificar que os dados estatisticos de pesca atuais nao
corroboram com os dados obtidos, subestimando a importancia das espécies que estao
sendo sobre-exploradas de populac¢des de tubardes.

Outro ponto importante é que os dados obtidos no presente trabalho, mostrou
gue ha 13 espécies sendo desembarcadas no litoral de S3o Paulo, entretanto apenas
uma esta sendo exportada/importada com o Nomenclatura Comum do Mercosul
(NCM), especifica, sendo o restante comercializada com o NCM geral.

Consequentemente, a partir dessas constatagdes, surgem questionamentos, como: "Se



apenas uma espécie tem um codigo especifico de importacio e exportagcdo, o que
acontece com as outras 12 espécies encontradas no presente trabalho, estdo sendo
vendidas de forma geral como cag¢do?", "Estd havendo uma fraude, venda trocada no
comércio dessas espécies?", "Quais serdio os dados reais de espécies comercializadas
internamente e externamente de tubardes?". QuestGes essas que podem ser
respondidas utilizando métodos moleculares, que demonstraram em vdrios trabalhos
serem ferramentas extremamente eficazes no desenvolvimento de hipdteses
abrangentes na area.

Desse modo, para que a¢ées de conservacdo sejam efetivas no ambito nacional
e internacional do ambiente marinho, torna-se fundamental e de grande urgéncia que
haja uma precisa identificacdo de seus estoques e a elaboragdo de estatisticas rigorosas
que quantifiquem a exploracdo possibilitando o manejo biolégico adequado das
populacdes em conjunto com fiscalizagBes rigorosas em pontos de desembarque. Estas
medidas de monitoramento ambiental poderdo ao longo do tempo estabilizar a taxa de
mortalidade a um nivel sustentdvel, para que as populagdes se tubardes possam um dia

estar em equilibrio.
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ANEXO

Exemplares das espécies coletadas
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Blue shark — Tubardo azul - Prionace
glauca
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Blacktip shark — Serra-garoupa —
Carcharhinus limbatus
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Bigeye thresher shark — Cagdo-raposa-
olho-grande- Alopias supercilious
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Silky shark — Lombo preto-
Carcharhinus falciformis
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Scalloped hammerhead — Martelo-de-
ponta-preta — Sphyrna lewini
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Angular angel shark- Cagdo-anjo —
Squatina guggenheim
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Spinner shark- Galha- preta —
Carcharhinus brevipinna
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Smooth hammerhead shark —
Tubarao martelo — Sphyrna zyagena

Caribbean shapnose shark- Cacgdo-
frango - Rhizoprionodon porosus



Atlantic shapnose shark — Cagdo-frango —
Rhizoprionodon terraenovae

Brasilian sharpnose shark — Cagdo-frango —
Rhizoprionodon lalandii

Cuban dogfish — Cagdo-bagre — Squalus
cubensis

Buckley, W.

Narrownose smooth hound — Bico-doce-
do-norte — Mustelus schmitti

Gadig, O.
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Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon terraenovae

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon lalandii

100%
100%
99,20%
100%
100%
99,80%
99,80%
99,60%
100%
98,60%
99,60%
100%
98,50%
99,60%
100%
100%
98,40%
98,90%
99,50%
99,80%
100%
99,50%
98,90%
99,80%
100%
100%
98,80%
100%
100%
100%
99,10%
100%

100%



6289

6293

6294

6297

6298

6299

6301

6302

6303

6304

6319

6320

6321

6322

6326

6340

6342

6344

6345

6346

6348

6349

6357

6358

6359

6360

6363

6364

6365

6381

6382

6383

6384

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09
mai/09

mai/09

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna zygaena
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Carcharhinus falciformis
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii

99,40%
99,60%
98,90%
99,60%
99,80%
99,40%
100%
99,60%
99,30%
100%
100%
99,60%
100%
100%
98,50%
100%
99,20%
99,60%
99,60%
100%
99,80%
99,20%
99,80%
98,90%
99,10%
98,50%
99,20%
99,30%
100%
100%
99%
98%

100%



6386

6387

6388

6389

6390

6403

6406

6409

6653

6654

6655

6656

6657

6658

6659

6664

6666

6668

6669

6672

6673

6674

6675

6676

6678

6679

6682

6683

6684

6685

6686

6687

6688

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Santos Lote 2

Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos

Mercado de peixe Santos

mai/09

mai/09

mai/09

mai/09

mai/09

mai/09

mai/09

mai/09

21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014

21 nov/2014

Rhizoprionodon porosus
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Carcharhinus brevipinna
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon terraenovae

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon lalandii

99,80%
98,90%
99,80%
100%
100%
100%
100%
100%
99,80%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
98,40%
97,80%
100%
100%
100%
100%
100,00%
99,60%
100%
99,80%
99,80%
100%
100%
99,60%
100%
100%
100%

100%



6689

6690

6691

6692

6693

6694

6695

6696

6697

6698

6699

6700

6701

6702

6703

6704

6705

6706

6707

6708

6711

6713

6714

6716

6717

6718

6897

6913

6914

6923

6927

6928

6937

Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos

Mercado de peixe Santos

21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
21 nov/2014
fev/15

fev/15

fev/15

fev/15

fev/15

fev/15

fev/15

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon lalandii

Rhizoprionodon terraenovae

Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Xiphias gladius

Xiphias gladius
Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini

Sphyrna lewini
Rhizoprionodon lalandii
Rhizoprionodon lalandii
Sphyrna zygaena

Sphyrna lewini

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99,80%
100%
100%
100%
98,80%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99,80%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99,80%
100%

99,80%



6938

6940

6943

6988

6992

7419

7420

7421

7422

7423

7424

7425

7427

7428

7430

7431

7432

7433

7517

7518

7519

7520

7521

7522

7523

7524

7526

7527

7528

7529

7530

7531

7532

Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Mercado de peixe Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos

Entreposto Santos

fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
fev/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15

jun/15

Sphyrna lewini

Rhizoprionodon porosus

Rhizoprionodon lalandii

Prionace glauca

Carcharhinus falciformis

Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca

Prionace glauca

99,40%
100%
100%
99,60%
99,80%
100%
100%
100%
99,85%
100%
100%
100%
100%
100%
98,21%
100%
100%
99,60%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99,88%
100%
99,74%
99,36%
100%
100%

100%



7533

7534

7535

7536

7537

7538

7539

7540

7541

7542

7543

7544

7545

7546

7547

7548

7549

7550

7551

7552

7553

7555

7584

7586

7589

7592

7593

7599

7600

7602

7604

7606

7607

Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos

Entreposto Santos

jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15

jun/15

Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca

Prionace glauca

99,88%
100%
99,78%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99,81%
100%
100%
100%
100%
100%
99,85%
100%
99,54%
100%
98,90%
100%
99,05%
99,50%
100%
98,80%
99,74%
98,34%
100%
100%

100%



7611

7613

7617

7618

7619

7620

7622

7625

7628

7629

7631

7632

7633

7634

7636

7637

7638

7639

7641

7642

7643

7644

7645

7646

7647

7650

7652

7653

7654

7655

7657

7659

7660

Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos

Entreposto Santos

jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15
jun/15

jun/15

Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca

Prionace glauca

99,66%
100%
100%
100%
99,68%
98,67%
98,74%
99,82%
100%
98,38%
100%
99,82%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99,80%
100%
100%
99,70%
100%
99,40%
100%
99,20%
100%
100%
100%
100%
100%
99,80%

100%



7661

7666

7667

7670

Entreposto Santos
Entreposto Santos
Entreposto Santos

Entreposto Santos

jun/15
jun/15
jun/15

jun/15

Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca

Prionace glauca

100%
99,80%
100%

100%



