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Resumo

O comércio de tubarbes se intensificou no mundo inteiro devido ao seu potencial
econdmico. Com isso surgem preocupacoes relacionadas a falta de dados sobre esse
mercado, tais como venda trocada, comércio de espécies ameacadas e efeitos da
sobrepesca. Visando fornecer dados sobre o comércio de tubardes, nesse trabalho,
foram coletadas amostras de tubardes vendidos na Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP) pelos nomes de “cacao”, “cagonete”,
‘cacao azul” e “machote” sob o NCM (Nomenclatura Comum do Mercosul) 030381
(cacdo e outros tubardes) e suas subdivisbes. Apos extracdo de DNA, foi aplicada a
técnica de DNA barcode e entdo realizado o sequenciamento. As sequencias foram
comparadas com bancos de dado online e foram aceitas apenas sequéncias com 98%
ou mais de similaridade com as sequencias ja depositadas. Foram identificados 77
individuos sendo 54 Prionace glauca (tubar&do-azul), 17 Squalus cubensis (cacéao-
bagre) e 6 Isurus oxyrinchus (tubardo-mako). Apesar de ter o comercio legalizado,
indicadores internacionais de conservacdo apontam a falta de dados da espécie
Squalus cubensis e um estado preocupante para espécie Isurus oxyrinchus. Foram
encontradas nas andlises, 5 amostras com indicio de contaminacdo por Shewanella
spp, Polaromonas naphthalenivorans e Pseudomonas psychrophila. Essas bactérias
indicam o comércio de produtos deteriorados e, ou com adi¢cdo de quimicos a fim de
mascarar 0 estado do produto. Os dados obtidos indicam uma variacado das espécies
capturadas ao longo do ano e sugerem mais estudos sobre o estado da espécie

Squalus cubensis e a qualidade do produto comercializado.



Abstract

Shark trade has intensified worldwide due to its economic potential. This has led to
concerns about the lack of market data, mislabeling and overfishing effects. In order to
provide data on shark commerce, samples of products sold as “cagao”, “caconete”,
‘cagao-azul” and “machote” under NCM (Common Mercosur Nomenclature) 030381
(dogfish and other sharks) and its subdivisions were collected from CEAGESP (Séo
Paulo General Warehouse Company). After DNA extraction, the DNA barcoding
technique was applied and then sequencing was performed. The sequences were
compared with online database and only sequences with similarity greater than or equal
to 98% to those already deposited in the database were accepted. 77 Samples were
identified, being 54 Prionace glauca (blue shark), 17 Squalus cubensis (spiny dogfish)
and 6 Isurus oxyrinchus (shortfin mako). Despite legal trade, international conservation
indicators point to a lack of data for Squalus cubensis and a great decrease in Isurus
oxyrinchus stocks. 5 samples with evidence of contamination by Shewanella spp,
Polaromonas naphthalenivorans and Pseudomonas psychrophile were found in the
analysis. These bacteria indicate trade in deteriorated products and, or with the addition
of chemicals in order to mask the product degradation. The data obtained indicate a

variation of traded shark species during the year and suggest further studies about the

species Squalus cubensis and the quality of the marketed product.
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1. Introducéo

1.1. Comercio de peixes

A producédo global de peixes é de aproximadamente 178 milhdes de toneladas
anuais, sendo 156,4 milhdes de toneladas voltadas para consumo humano,
movimentando 164 bilhdes de dodlares e responséavel por pelo menos 50% de toda
proteina animal consumida (FAO, 2020). Esse numero € explicado pela crescente
preocupacdo com os hébitos alimentares da populacdo, assim como a facilidade de

captura por comunidades costeiras e relativo baixo custo do produto (FAO, 2014).

No Brasil, a pesca fornece cerca de 55% da producdo de pescado e emprega
diretamente 800 mil pescadores e mais de 2 milhdes de pessoas indiretamente (Callou,
2010). A pesca marinha ainda é predominantemente artesanal, principalmente nas
regioes Norte e Nordeste do pais, nas regibes Sul e Sudeste, apesar de
majoritariamente industrial, a pesca artesanal ainda € presente e representativa

(Castello, 2010).

Entre os anos de 2009 e 2011 a producéo de pescado marinho no Brasil (Peixes,
Crustaceos e Moluscos) diminuiu de 585 mil toneladas para 553 mil toneladas, essa
tendéncia de queda ocorre devido a grande pressdo da sobrepesca sobre as areas
exploradas bem como a falta de éareas nao exploradas com capacidade de
regeneracao de fauna (Castello, 2010; Brasil, 2011), assim, apesar da sua importancia

econOmica e social, a pesca sem a devida fiscalizacdo e regulamentacdo é uma das



principais ameacas a biodiversidade aquéatica (Jackson et al., 2001; FAO, 2019). O
Brasil ainda é falho na coleta de dados acerca da pesca, ndo existe uma padronizacao
dos dados de desembarque e mesmo quando esses dados existem, muitas vezes sao
incompletos e imprecisos, (Freire et al., 2015). O dltimo boletim estatistico brasileiro de
pesca foi publicado oficialmente no ano de 2011, nele consta que foram pescados 482
mil toneladas de peixes marinhos, desses mais de 11 mil toneladas de cagdao,
discriminados como “cacdo-azul” (Prionace glauca) ou simplesmente “cacao” (
Espécies ndo discriminadas das familias Lamnidae, Carcharhinidae, Triakidae,
Odontaspididae, Sphyrnidae, Alopiidae, e Squalidae) e também a importacdo de mais

de 19 mil toneladas de cagéo, todos identificados como tubar&o-azul (Brasil, 2011).

1.2. Comercio de tubardes

A pesca de tubardo se intensificou nos Ultimos anos devido ao seu potencial
econdmico, barbatanas, carne, cartilagem, 6leo, pele, dentes sao alguns dos produtos
gue podem ser comercializados, estima-se que sejam pescados entre 63 e 262 milhdes
de individuos movimentando aproximadamente 1 bilhdo de ddlares anuais (Worm,
2013; Dent & Clarke, 2015). E importante notar, que 0os nimeros relativos a captura e
consumo dos tubarfes sao imprecisos devido a problemas como falta de dados oficiais
assim como a falta de padronizagao dos dados (Gillett, 2011; Freire et al., 2015). Na
Nova Zelandia, por exemplo, a exportacao é subtraida do consumo interno, diminuindo
assim o valor real de captura e consumo, esse tipo de analise torna ainda mais dificil a

obtencdo de dados assertivos quando analisamos paises onde a maior parte da
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producdo pesqueira provém de médo de obra artesanal ou pequena escala devido a
provavel subnotificagdo do produto pescado (Gillett, 2011). Outro fator a ser levado em
consideracao € a pratica de finning, que consiste na remoc¢éo das nadadeiras do animal
seguida do descarte do restante do corpo, essa pratica é desencorajada por 6rgaos
internacionais e considerada ilegal em diversos paises, portanto quando ela ocorre
existe a omissdo de dados relacionados a captura (Dulvy et al., 2014 Dent & Clarke,
2015; Pauly & Zeller, 2016). Essa pratica ocorre devido a alta demanda do mercado
asiatico por nadadeira de tubardo gracas ao status de iguaria que a sopa de barbatana
tem em alguns paises do sudeste do continente (Dulvy et al., 2014; Dent & Clarke,

2015).

Os tubarbes sdo importantes para as comunidades costeiras ndao sé pelo
comércio direto, eles sdo uma das principais fontes de proteina sendo consumida
principalmente em comunidades mais pobres (Rosa et al., 2018), além disso, o turismo
em torno dos tubardes tem crescido e se tornado uma importante fonte de renda
alternativa para algumas comunidades costeiras, atualmente esse mercado movimenta
314 milhdes de délares anualmente, porém, estima-se que esse valor mais que dobrara
dentro de 20 anos seguindo a tendéncia de aumento de areas de preservacao e

observacéo. (Vianna et al., 2012; Cisneros-Montemayor et al., 2013).

O Brasil ocupa atualmente a nona posi¢do na captura de tubardes e esté entre os
20 paises que mais capturam desde a década de 80, Entre 2008 e 2017 o pais foi o
maior importador de carne de tubardo (Lack & Sant, 2006, 2009; Dent & Clarke, 2015;

Okes & Sant, 2019) em 2017, por exemplo, s6 na Companhia de Entrepostos e



Armazéns Gerais de S&do Paulo — CEAGESP, foram comercializados 2.384 t de cacdo

(CEAGESP, 20109).

Entretanto, muitos dos consumidores sequer sabem que estdo consumindo carne
de tubardo uma vez que é muito comum que esses produtos sejam comercializados
como “cagao” em restaurantes e mercados independente da espécie (Bornatowski et
al., 2013, 2015). No ano de 2010 em Santa Catarina, foram desembarcadas 2,3 t de
elasmobranquios, desses mais de 85% ndo apresentavam identificacdo em nivel de

espécie (UNIVALI/CTTMar, 2011).

Mas isso ndo ocorre sO no Brasil, o problema da falta de identificacdo ou mesmo
identificacdo trocada acontece também em paises como Itlia (Barbuto et al., 2010),
Argentina (Delpiani, 2020), Tasmania (Lamendin et al., 2015) entre outros (Smith &
Benson, 2001; Jacquet & Pauly, 2008;Wong & Hanner, 2008). Além da falta de
identificacdo correta, nos mercados é comum encontrar tubar6es em forma de
‘charuto” (sem cabeca, nadadeiras e eviscerados) impossibilitando assim a
identificacdo desses animais por caracteristicas morfoldégicas (Kotas et al., 2008;
Holmes et al., 2009). Contudo essa exploragéo traz um problema, quase um quarto das
espécies de tubardo corre risco de extingdo (Dulvy et al., 2014). Alguns dos principais

fatores que tornam os tubardes vulneraveis a sobrepesca vem da sua propria ecologia.

1.3. Ecologia dos Tubarbes



Os Condrictes sao provavelmente os peixes com maior sucesso evolutivo pois
sobreviveram a todos os eventos de extingcdo em massa dos Ultimos 400 milhdes de
anos (Carrier, 2012). Sdo mais de 1250 espécies entre tubarbes, raias e quimeras
nesse grupo que apresenta 0os mais diversos habitos alimentares, de planctivoros a
predadores de topo, reprodutivos, desde a postura de ovos até a viviparidade
placentéria e sdo encontrados nos oceanos do mundo inteiro desde areas costeiras ao
mar aberto e de 4guas rasas até profundidades de 3000m (Pikitch et al., 2008; Dulvy et

al., 2017).

Os tubarbes tém 509 espécies descritas dentro de 105 géneros (Weigmann,
2016) e estdo entre os maiores predadores aquaticos, tanto por sua importancia
regulatéria como predador, quanto pela sua presenca em praticamente todo ambiente
marinho, causando grande pressao predatoria em diversos niveis troficos, integrando e
redistribuindo recursos em diferentes paisagens maritimas (Myers et al. 2007; Heupel

et al., 2014; Dulvy et al., 2017).

Podem realizar tanto grandes migracdes, quanto apresentarem comportamento
costeiro mais regional. E dificil definir um padrdo uma vez que, além da variacéo entre
espécies, esse comportamento apresenta variagcdo entre sexos, em diferentes
estacdes, estagios de vida e fatores ndo biolégicos como salinidade e temperatura da

agua (Smith et al., 2016)

Esses animais tem uma das taxas de reproducdo mais baixas e lentas entre os
vertebrados, com periodos de gestacao longos e grande investimento materno (Cortes,
2000) isso aliado a maturagdo sexual tardia e baixo niumero de filhotes, assim como a

dependéncia da sobrevivéncia dos juvenis resultam em taxas de crescimento



populacional muito baixas (Dulvy et al., 2014, 2017). No entanto, existem excec¢des, 0
tubardo azul (Prionace glauca) por exemplo, apresenta maturacdo sexual mais rapida,
aproximadamente 5 anos e maior numero de filhotes quando comparado a outras
espécies, portanto apresenta a maior taxa de crescimento populacional entre 0s

tubardes (Rigby et al., 2019a).

1.4. Marcadores moleculares

O uso de técnicas moleculares para a identificacdo de organismos é cada vez
mais comum, pois essas oferecem uma grande variedade de possibilidades e
aplicacbes uma vez que diferentemente de compara¢des morfologicas ou fisiologicas
gue usam dados fenotipicos para a comparacao, permite a analise direta ou indireta de
uma caracteristica ou individuo a partir de suas sequéncias de nucleotideos (Avise,
2012). A partir de pequenas amostras de tecido é possivel a extracdo de DNA tanto
nuclear quanto mitocondrial (mtDNA), destes, diferentes regides tém sido usadas para
a identificacdo de organismos (Hebert et al. 2003; Tripathy, 2018; Mat Jaafar et al.,

2020).

Ao fim da década de 70 foi descoberto o mtDNA como marcador molecular (Avise
et al., 1979; Brown et al., 1979), isso causou um avang¢o nos estudos de conservacao
(Da Silva Ferrette, 2019), genética de populacdes (Magalhdes, 2018) e evolucdo

(Yamamoto, 2019) gerando novas ferramentas para estudos no campo da sistematica



(Rana & Jain, 2019) e identificacdo de produtos (Wong & Hanner, 2008; Barbuto et al.,

2010; Lamendin et al., 2015; Delpiani, 2020).

Em 2003 Hebert et al., propos a ado¢édo do gene mitocondrial COI (cytochrome ¢
oxidase ), como padrdo na identificacdo de espécies animais, funcionando como um
coédigo de barras para cada espécie (DNA Barcode). Para os animais, o gene é
amplamente utilizado na identificacdo de espécies tendo sua eficiéncia comprovada em
diversos grupos, como em peixes (Ward et al. 2005; Lakra et al. 2011), aves (Hebert et
al. 2004; Johnsen et al. 2010; Tavares et al. 2011) e insetos (Virgilio et al. 2012; Webb
et al. 2012) e também mais especificamente no grupo dos elasmobranquios (Almerén-
Souza et al. 2018; Wainwright et al. 2018). Segundo Ward et al. (2005) a identificacao
de espécies de elasmobranquios usando o gene COI é eficiente pois sua sequéncia

nucleotidica apresenta variacado média entre as espécies de 7,48%.

Esse gene tem aproximadamente 650pb e apresenta taxa de mutacdo
aproximadamente 10 vezes maior que genes nucleares, além disso como sua heranca
€ exclusivamente materna, ndo ha recombinacdo génica o0 que 0 torna menos
diferenciado entre individuos de uma mesma espécie e portanto um excelente

marcador para a identificacdo de espécies (Hebert et al., 2003, Kosmann, 2009)

Foi criado entdo um banco de dados de DNA Barcode, o BOLD Systems (Barcode
of Life Database), onde além das sequéncias, sdo depositadas informa¢des como fotos
do espécime, pontos de coleta, data da coleta e coletor, nimero do espécime,
instituicdo na qual foi depositado, dados taxondmicos e informagbes moleculares
(Frézal e Leblois 2008). O sistema conta hoje com quase 8 milhdes de sequencias

depositadas de 216 mil espécies animais e 69 mil espécies de plantas, entre os
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tubardes, sao registradas mais de 12 mil sequéncias de barcode com capacidade de

identificar 476 espécies diferentes.

A partir das sequencias depositadas nos bancos de dados online, Meusnier et al.
(2008) propuseram o uso de sequencias menores para a identificacdo de espécies, e
desenvolveu marcadores universais de Mini Barcode, uma sequéncia de 130pb dentro
da sequéncia do gene COI que permite a aplicacdo da técnica em amostras que nao
foram corretamente preservadas ou até mesmo amostras antigas de museus

(Hajibabaei & McKenna, 2012).

O desenvolvimento de técnicas moleculares auxiliou também na evolucdo de
estudos com tubarfes em diversas areas. Na identificacdo de espécies, através do uso
do DNA barcode foram encontradas 13 espécies de tubardo sendo comercializadas no
litoral de Sdo Paulo sendo 41% delas consideradas DD (sem dados suficientes) e 24%
com grau elevado de risco de extingdo (Ramos, 2016), foram identificadas 19 espécies
de tubardo vindas da apreensdo de um lote de nadadeiras oriundas da prética de
finning (Da Silva Ferrette et al.,2019) e identificada a venda trocada de carne de
tubardo por carnes de maior valor (Delpiani et al., 2020), estudos de estruturacao
populacional utilizando marcadores mitocondriais (Magalhdes, 2018; Carmo et al.,
2019), diversidade genética (Rus Hoelzel et al.,, 2006; Schmidt et al., 2009) e

ecoldgicos (Chapman et al., 2004; Corrigan et al., 2018).



1.5. Legislacdo

O Brasil € um importante mercado em crescimento no comércio de tubardo (Lack
& Sant, 2006; Dent & Clarke, 2015), porém o grau de informalidade e baixa fiscalizacao
trazem consigo problemas para o consumidor, além de poucas informacdes sobre o

produto, levando a fraudes e vendas trocadas (Freire et al., 2015; Estrella et al., 2016).

O Artigo 272 do codigo penal prevé como crime adulterar, falsificar ou fraudar
produtos alimenticios de modo que a qualidade ou as informacdes sobre o produto
possam oferecer algum risco ao consumidor ou tenha valores nutritivos alterados
(Brasil,1998a). A instrucdo Normativa N°4 de 30 de maio de 2014 prevé a
obrigatoriedade das notas fiscais de pescados, sejam eles originados em pesca ou
aquicultura para que haja um maior controle sobre a matéria-prima para industrias sob

servico de inspecéo (Brasil, 2014a).

Ha também regulamentacdes em relacdo a captura, transporte, armazenamento,
guarda, manejo, beneficiamento e comercializagdo de animais considerados em risco.
A portaria 445/2014 do ministério do meio ambiente reconhece como espécies
protegidas as presentes na “Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas
de Extincdo - Peixes e Invertebrados Aquéticos"”, essa contem 42 espécies de
tubardes, € importante notar que o Art. 7° abre uma excecdo permitindo que mesmo

presentes na lista, exemplares importados, tendo sua origem e leis locais

comprovadas, podem ser comercializados (Brasil, 2014Db).



A instrucdo normativa interministerial MPA/MMA N° 14, de 26 de novembro de
2012 regulamenta o transporte e desembarque de tubardes e raias, ela proibe a pratica
de finning, o ato de remover as nadadeiras do animal e o descarte do restante do
corpo. Segundo a instrugdo, € proibido que embarcacdes transportem ou
desembarquem o pescado sem suas nadadeiras naturalmente aderidas ao restante do
corpo do animal, ela permite, no entanto, que haja um corte parcial nas nadadeiras,

descabegamento e evisceragao a fim de facilitar o transporte do produto (Brasil, 2012).

O decreto N° 3.607, de 21 de setembro de 2000, regulariza o Brasil na
Convencdo sobre o Comercio Internacional de espécies da Flora e da Fauna
Selvagens em Perigo de Extincao (CITES) que traz no anexo 2, 11 espécies de tubarao
(Carcharhinus falciformis, Carcharhinus longimanus, Sphyrna lewini, Sphyrna mokarran,
Sphyrna zygaena, Cetorhinus maximus, Carcharodon Carcharias, Isurus oxyrinchus,
Isurus paucus, Lamna nasus, Rhincodon typus) e o género Alopias spp, ainda segundo o
decreto o Art. 8° define as acbes relacionadas as espécies listadas “As espécies
incluidas no Anexo Il da CITES sédo aquelas que, embora atualmente ndo se encontrem
necessariamente em perigo de extingédo, poderao chegar a esta situagdo, a menos que
0 comércio de espécimes de tais espécies esteja sujeito a regulamentagao rigorosa,
podendo ser autorizada a sua comercializacdo, pela Autoridade Administrativa,
mediante a concesséo de Licenga ou emissdo de Certificado.” (Brasil, 2000; CITES,

2019).

A portaria n°® 125, de 04 de dezembro de 2014, aprova o PAN Tubardes (Plano de
Acdo Nacional para a Conservacdo dos Tubarbes e Raias Marinhas Ameacados de

Extincdo) que prevé o aperfeicoamento do processo de gestdo pesqueira afim de
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mitigar 0s impactos causados pela sobre exploragdo de tubarbes e raias marinhas,
para tal ele propde a reducdo da captura e sensibilizacdo de pescadores e

comerciantes a um melhor manejo de 53 espécies de tubardo e raia (Brasil, 2014c).

Em 1995, foi criada a Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM) que é adotada
por paises do Mercosul (Mercado Comum do Sul) para facilitar tributacdes especificas
sobre cada produto, uma vez que o0 coédigo é criado ele passa a representar a
mercadoria nos paises que adotam esse codigo (Dinom/Cosit, 2019). Os tubardes tém
uma classificacdo geral 030381 (cacdo e outros tubardes), uma especifica 0303811
(tubaréo azul Prionace glauca) e diversas outras subclassificagdes relacionadas ao
estado do produto comercializado (inteiro, eviscerado, em pedacos com pele, em

pedacos sem pele e outros).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Tendo em vista a importancia econémica dos tubardes, sua crescente exploracao
comercial, a falta de dados oficiais de captura e as caracteristicas biolégicas do grupo o
presente estudo tem como objetivo geral identificar as espécies comercializadas na

Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP).

2.2. Obijetivos especificos

1) Identificar as espécies de tubardo vendidas na Feira do Peixe CEAGESP, SP;

2) Verificar se existe variacdo das espécies vendidas no periodo de um ano entre

2018 e 2019;

3) Reforcar a possibilidade do uso de técnicas moleculares na identificacdo de

espécies para fiscalizacéo
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3. Materiais e métodos

3.1. Coleta

Figura 1 — A e B Comercio de cacdo em “charuto” (A) e postas (B) respectivamente.

As coletas foram realizadas na Feira do Peixe CEAGESP, SP em parceria com o
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) a
fim de facilitar o acesso ao material e as notas fiscais (Anexo 1). Foram realizadas 5
coletas, em Abril/2018, Agosto/2018, duas em Fevereiro/2019 e Abril/2019, totalizando
224 amostras. Durante a coleta foram retirados pequenos pedacos de tecido muscular

de individuos comercializados com nome popular “cagao”, “caconete”, “cagao azul’ e
“‘machote” sob o NCM 030381 (cacao e outros tubardes) (Anexo 1) e suas subdivisdes
vendidos em forma de “charuto” ou postas (Figura 1), apenas uma amostra de posta foi
retirada por banca de venda para que nao fosse coletado acidentalmente mais de uma

amostra do mesmo animal. Os tecidos foram armazenados em tubos contendo alcool

absoluto e transportados ao Laboratério de Genética de Peixes (LaGenPe) da UNESP
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de Bauru/SP onde foram devidamente catalogados e adicionados a colecao de tecidos

(apéndice 1).

3.2. Andlises

3.2.1. Extrag&o de DNA

A extragdo de DNA realizada foi baseada no protocolo do Kit comercial “Wizard
Genomic DNA Purification Kit — Promega”, com algumas modificagées. A integridade
do DNA assim como a qualidade da extracdo foi conferida via eletroforese em gel 1%
corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain (2,5 pL/ mL) e visualizada via
transiluminador UV e comparado a um marcador de peso e concentracdo conhecidos

Low DNA mass Ladder — Invitrogen.

O tempo de digestdo em Proteinase K e RNAse foram alterados de 2h e 30min
para 24h e 1h respectivamente e o tempo de centrifugacdo pdés acao da protein

precipitation solution foi alterado de 4min para 12min.

3.2.2. Amplificacdo do gene COI
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Para os genes COIl-Fishl e COI-Fish2 foi usada a seguinte reagao 1,25uL de
1XPCR buffer (20mM Tris-HCI, pH 8.4 e 50mM KCI), 0,5uL de 1.5mM MgClz, 0,5uL de

150uM de cada dNTP, e 0,5uL de 0.4mM dos primers (10 ng/p).

Para o gene Uni-Minibar foi usada a seguinte reacdo 1,5uL de 1xPCR buffer
(20mM Tris-HCI, pH 8.4 e 50mM KCI), 0,6pL de 1.5mM MgClz, 0,3uL de 150uM de

cada dNTP, e 0,3uL de 0.4mM dos primers (10 ng/p).

Tabela 1 Sequencias F (Forward) e R (Reverse) dos primers COI-Fish1, COI-Fish2 e Uni-Minibar utilizados durante
o0 estudo para a identificacdo das amostras

COl-Fish1 F 5-ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3 Ward et al., (2005)

R 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’ Ward et al., (2005)
COI-FISH2 F 5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’ Ward et al., (2005)

R 5-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3 Ward et al., (2005)
Uni-Minibar F 5-TCCACTAATCACAARGATATTGGTAC-3’ Meusnier et al., (2008)

R 5-GAAAATCATAATGAAGGCATGAGC-3 Meusnier et al., (2008)

Para a reacdo de PCR para o COI-Fishl e COI-Fish2 o mix foi colocado a 95 °C
por 5 minutos para desnaturacéao inicial, depois foram realizados 35 ciclos a 95 °C por
30 segundos de desnaturacédo, 56 °C por 30 segundos de anelamento dos primers, 72
°C por 45 segundos de extensdo da cadeia nucleotidica e ao fim dos ciclos, 72 °C por 5

minutos de extensao final

Para a reacdo de PCR para o Uni-Minibar o mix foi colocado a 95 °C por 2
minutos para desnaturagao inicial, depois foram realizados 5 ciclos a, 95 °C por 1
minuto de desnaturacao, 46 °C por 1 minuto de anelamento de primers, 72 °C por 30

segundos de extensdo de cadeia nucleotidica, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1
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minuto de desnaturacao, 53 °C por 1 minuto de anelamento dos primers, 72 °C por 30
segundos de extensdo da cadeia nucleotidica e ao fim dos ciclos, 72 °C por 5 minutos

de extensao final

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corado com
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (2,5 pL/ mL), em um transluminador, sob luz ultravioleta

e fotografados com a camera OLYMPUS, C-5060.

3.2.3. Sequenciamento do DNA

As amostras foram purificadas com a enzima Exo-SAP IT® (USB Corporation) e
analisadas em sequenciador de DNA automético, no Centro de Recursos Bioldgicos e

Biologia Gendmica — CREBIO da UNESP de Jaboticabal/SP.

As amostras foram submetidas a uma etapa de limpeza para eliminar excessos de
reagentes e entdo colocadas no aparelho para a realizacdo da corrida de leitura da

sequéncia.

3.3. Analise das sequencias

Para a identificacdo das espécies as sequéncias foward ou reverse foram
alinhadas no programa Geneious 4.8.5 (Kearse et al.,, 2012). As sequéncias foram

submetidas na base de dados da plataforma do BOLD The Barcode of Life Data
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System — www.boldsystems.org (Ratnasingham & Hebert, 2007) e NCBI -
https://www.ncbi.nim.nih.gov (NCBI,1988), onde a sequéncia de DNA foi comparada
com as 100 sequéncias mais parecidas depositadas a fim de determinar a espécie
(Ratnasingham & Hebert, 2007). Para a analise, foram aceitas apenas sequéncias com
98% ou mais de similaridade com as sequencias ja depositadas no banco de dados

(apéndice 1).
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4. Resultados

Durante as amostragens, o0s individuos encontravam-se eviscerados,
descabecados e sem as nadadeiras ou em postas (Figura 1), portanto foi impossivel
realizar qualquer tipo de identificacdo morfoldgica previa no ato da coleta. Dos 222
individuos coletados, foi possivel realizar a identificagdo molecular de 110 amostras.
Outras 5 amostras foram identificadas contaminadas e o restante n&do obteve um
produto de extracdo satisfatério ou ndo foi possivel a identificacdo apds andlise do

sequenciamento.

Foram usados os primers COI-Fishl, COI-Fish2 e Uni-Minibar para a amplificacao
das sequencias alvo e posterior identificacdo das amostras, porém soé foi possivel a
identificacdo das amostras usando os primers COI-Fishl e COI-Fish2. Apesar do
sucesso na amplificacdo das sequéncias, 0 processo de sequenciamento do produto

amplificado com o primer Uni-Minibar ndo deu resultados satisfatorios.

Tabela 2 Nimero de amostras identificadas e o nimero total de amostras em cada uma das coletas

Identificadas Coletadas
Coleta 1 (Abril, 2018) 23 50
Coleta 2 (Agosto, 2018) 21 46
Coleta 3 (Fevereiro, 2019) 14 60
Coleta 4 (Fevereiro, 2019) 9 46
Coleta 5 (Abril, 2019) 10 22
Total 77 224
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Figura 2 Grafico representativo das espécies de tubardo identificadas ao longo das coletas, com Prionace glauca
sendo amostrado em todas as coletas, Squalus cubensis apenas na coleta 1 (Abril, 2018) e Isurus oxyrinchus
apenas na coleta 5 (Abril, 2019). As coletas 2 e 3 (Agosto, 2018 e Fevereiro, 2019) apresentaram amostras com
indicios de contaminagao.

Das 77 amostras identificadas com similaridade igual ou superior a 98% as
sequencias do banco de dados BOLD, foram encontradas 54 Prionace glauca
(Linnaeus, 1758) (tubardo-azul), 17 Squalus cubensis (Howell Riveiro, 1936) (cacao
espinhoso) e 6 Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1810) (tubardo-mako), mais 5 amostras
deram indicios de contaminacdo por Shewanella spp, Polaromonas naphthalenivorans

e Pseudomonas psychrophila.
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5. Discussao

5.1. Amostras identificadas

Os dados obtidos nas analises indicam que existe variacdo nas espécies
comercializadas ao longo do ano, com excec¢éo do tubardo-azul (Prionace glauca) que

€ encontrado o ano inteiro.

A identificacdo do tubardo-azul como espécie mais frequente e abundante no
estudo, identificada em todas as coletas, ja era algo esperado, uma vez que apesar de
raramente ser um alvo comercial, a espécie € a mais amplamente capturada como

fauna acompanhante e comercializada globalmente (Cambhi et al., 2008).

O Squalus cubensis, foi encontrado apenas na coleta de abril de 2018 e néo
existem dados oficiais sobre a captura da espécie ou sobre seu grau de conservacao
(Monzini, 2016), porém ha relatos da ocorréncia da espécie como fauna acompanhante
na Colombia, Panam4, Argentina, Brasil, Mexico e Venezuela (Haddad & Gadig, 2005;

Orozco-Velasquez et al., 2016; Viana et al., 2016; Talgiafico et al., 2019).

A espécie Isurus oxyrinchus, apesar de ser alvo de pesca e considerada comum
no comercio devido ao alto valor da sua carne e nadadeiras (Camhi et al., 2008; Rigby
et al., 2019b) foi encontrada apenas na coleta de Abril de 2019, isso pode ser reflexo
da alta exploracdo da espécie e vai de acordo com os dados de Barreto et al. (2016)

gue demonstra queda de 99% na captura da espécie no Atlantico Sul.
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5.1.1 Prionace glauca

O tubardo-azul é uma espécie cosmopolita e seus individuos apresentam habitos
migratorios, isso permite que ocorra fluxo génico entre os diferentes estoques da
espécie tornando dificil a definicdo de unidades populacionais (Verissimo et al., 2017;
De Biasi, 2018; Bitencourt et al., 2019). A tendéncia populacional da espécie é baseada
em dados de cinco estoques, sendo eles Atlantico Norte, Atlantico Sul, Pacifico Norte,
Pacifico Sul e Oceano indico. A espécie apresenta tendéncia de queda populacional
em quase todos seus estoques, porém apenas o estoque do Oceano Indico tem

indicios de sofrer efeitos de sobrepesca (Rigby et al., 2019a).

O padrdo migratério da espécie no atlantico sul pode ser um dos fatores que
fazem com que essa espécie tenha sido encontrada em todas as coletas, segundo
Legat e Vooren (2004), o ciclo migratério comeca na regido nordeste do Brasil e segue
para o norte da Argentina, entdo pode seguir dois caminhos, voltando para a regido
nordeste ou atravessando o atlantico em direc&io ao sul da Africa e entdo voltando para
o nordeste brasileiro, esse padréo varia de acordo com a maturidade reprodutiva, fase
de reproducdo e sexo dos animais, outras possiveis explicacbes estdo na sua
reproducao, o tubardo azul pode ter entre 4 e 135 filhotes (Compagno, 1984) sendo em
média, 38 por ninhada (Castro & Mejuto, 1995), além disso sua maturidade sexual é
precoce quando comparada aos outros tubarfes, levando em média de 5 a 7 anos

(Pratt, 1979; Rigby et al., 2019a).

Apesar dos fatores biologicos favorecerem a espécie em relagdo a sobrepesca e

de nenhum dos indicadores de conservacdo de espécie apontarem o tubardo azul
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como preocupante, quase todos o0s estoques naturais sofrem com a queda
populacional causada principalmente pela pesca, ou seja, mesmo uma espécie com
capacidade de regeneracdo populacional alta ja mostra sinais de que o aumento da
pesca extrativista precisa ser contraposto com iniciativas internacionais de protecédo e

sustentabilidade.

5.1.2. Squalus cubensis

A falta de dados oficiais de pesca e captura sdo preocupantes para a espécie uma
vez que nado existem estudos sobre a situacdo dos seus estoques. A espécie tem
baixa fecundidade, portanto, a espécie € provavelmente suscetivel a sobrepesca

(Talgiafico et al., 2018).

Ramos (2016) obteve resultados semelhantes, das coletas realizadas entre 2008
e 2009 e entre 2014 e 2015, a espécie foi encontrada apenas na coleta de dezembro
de 2008. Isso pode ser sinal da sobre exploracdo da espécie uma vez que a espécie
nao foi identificada novamente em nenhum dos estudos quando houve a coleta no

mesmo periodo de anos diferentes.

5.1.3. Isurus oxyrinchus

A espécie atualmente é considerada em perigo de extincdo (EN) pela IUCN e esta
presente no apéndice 2 do CITES, segundo o decreto N° 3.607, de 21 de setembro de
2000 o comeércio dela esta sujeito a autorizacao prévia e fiscalizacao severa, porém, a
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espécie aparece como NT (Quase ameacgada) na “Lista Nacional Oficial de Espécies da

Fauna Ameacgadas de Extincdo” entdo seu comércio nao € proibido.

Os estoques da espécie sao divididos em Pacifico Norte e Pacifico Sul, Atlantico
Norte e Sul e Oceano indico, com excecéo do estoque Pacifico Sul, todos apresentam
tendéncia de queda populacional com estimativa de declinio de até 60% nos seus

nameros (Rigby et al., 2019b).

Devido ao estado dos estoques naturais e a perceptivel queda de captura da
espécie, Rigby et al. (2019b) propde que haja um esfor¢o internacional a fim de proibir
o desembarque e comercio da espécie e gque sejam desenvolvidos protocolos de
soltura para a espécie em caso de captura, isso vai de acordo com a proposta do PAN
Tubardes, ainda que a espécie nao seja citada, o principal objetivo do plano nacional é
mitigar os efeitos da exploracdo sobre tubarfes e raias, portanto, deveria incluir a

espécie.

5.2. Amostras nao identificadas e contaminagdes

Devido ao grande niamero de amostras sem sucesso na identificacdo, levantamos
a hipétese de falha no processo de estocagem e, ou a adi¢cdo de produtos quimicos por
parte dos comerciantes a fim de melhorar aparéncia da carne para a venda, para
mascarar o real estado de conservacdo da carne comercializada, pratica essa que é

ilegal segundo a legislagéo brasileira (Brasil, 1998b).
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Um dos compostos mais comuns utilizados para mascarar o grau de deterioracao
da carne e dar uma falsa impressao de frescor € o hipoclorito de sédio (Hughes et al.,
1979). O contato com esse produto pode causar diversos tipos de problema ao corpo
humano, causa irritacdbes no nariz, olhos e pele, cegueira, queimaduras no trato
respiratorio entre outros (Noites et al., 2009). Além dos possiveis danos a saude, o

hipoclorito promove a oxidacdo do DNA (Rennick et al., 2005).

Uma das espécies de bactéria encontradas foi a Polaromonas naphtalenivorans,
gue é uma bactéria que cresce em ambientes ricos em naftaleno (Jeon et al., 2004)
isso pode ser indicativo de residuos de naftaleno nos produtos analisados, o que
reforca a hipétese da adicdo de quimicos ao produto. A maior parte das intoxicacdes
humanas por naftaleno ocorre por exposicao cronica a baixas doses, na maioria das
vezes por via respiratoria, porém, pode ocorrer por contato ou ingestdo (Stohs et al.,
2002). Os pulmdes e olhos sdo mais suscetiveis aos efeitos da intoxicacdo, porém, rim,
cérebro e figado também podem sofrer com efeitos da exposicdo ao naftaleno (Stohs et
al., 2002). A exposicdo aguda pode ser danosa também, causando dores abdominais,
nausea, vomito, febre, taquicardia e em alguns casos até convulsao e coma (Pannu &

Singla, 2019).

As bactérias, Shewanella spp. e Pseudomonas psychrophila encontradas nas
analises estdo relacionadas ao estado de degradacdo do produto analisado, elas
podem inclusive ser usadas como indicadores do estado de putrefagdo do substrato
(Ardura et al., 2013; Holt et al., 2005). Apesar do congelamento ser um dos melhores e
mais usado método de preservagdo de alimentos este é demorado e gradual, portanto,

as camadas mais superficiais serdo melhores e mais rapidamente preservadas que
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camadas mais internas do tecido muscular (Gokoglu & Yerlikaya, 2015). Isso faz com

gue a polpa muscular figue mais tempo sujeita a agdo de agentes degradantes.

As espécies de Shewanella spp. sdo comummente encontradas em ambiente
marinho, e desempenham importante papel na degradacdo e ciclagem de matéria
organica (Holt et al., 1997, 2005). Nos humanos ela esta mais comummente
relacionada a infeccBes nas orelhas, pele, abdémen, trato biliar e outros tecidos moles,
as espécies desse género foram relacionadas a 260 disturbios de saude (Holt et al.,

2005; Vignier et al., 2013).

Apesar de serem encontradas em peixes saudaveis, as Pseudomonas spp.
também sdo encontradas em alguns processos de apodrecimento de frutos do mar
(Ardura, 2013; Gram et al., 2001), elas podem causar problemas em individuos com
baixa imunidade e também para os consumidores, apesar de a maioria das doencas
causadas por esse género ser proveniente da espécie Pseudomonas aeruginosa, elas
ainda sim podem causar doencgas em pessoas com baixa imunidade ou até mesmo em
pessoas saudaveis quando associadas a outras bactérias (Ardura et al., 2013; Mena &

Gerna, 2009).
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6. Conclusao

De acordo com as analises realizadas no estudo existe uma variacdo nas

espécies encontradas no CEAGESP ao longo do ano.

O Pais precisa voltar a coletar dados de desembarque e publicar o boletim
estatistico brasileiro de pesca que nédo é atualizado desde 2011, além disso, classificar
todas as espécies comercializadas com seus respectivos NCM a fim de fornecer maior

controle sobre os produtos comercializados.

Das trés espécies encontradas, todas tem a venda legalizada apesar de apenas o
Prionace glauca ser considerado fora de risco de extingdo. A espécie Squalus cubensis
tem deficiencia de dados, portanto demanda um maior esforco de estudos para
determinar seu real estado de conservacdo. Os estoques da espécie Isurus oxyrinchus
estdo em um estado preocupante, portanto a atualizagéo do seu status de conservacéo
na Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extincdo, a fim de
proibir o comércio, assim como acdes internacionais voltadas a conservacao sao

necessarios.

A presenca das bactérias nas andlises, assim como o elevado numero de
amostras que ndo foi possivel realizar a identificagdo indicam a possibilidade do
comercio de produtos degradados, ato considerado crime pelo Artigo 272 do cédigo

penal.
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A utilizacdo de marcadores moleculares se mostra mais uma vez uma alternativa
assertiva na identificacdo de espécies e uma importante ferramenta se utilizada por

orgaos de fiscalizagéo.
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7. Consideracgbes Finais

O Brasil tem diversas leis que visam proteger a biodiversidade e garantir a
gestdo sustentavel de seus recursos naturais, nesse sentido, existem varias
regulamentacdes da pesca e mais especificamente ao comercio de tubardes que
definem como deve ocorrer o transporte e desembarque, assim como as espécies que

podem ou ndo ser exploradas.

Essas leis atuam na defesa de espécies que sofrem grande pressao pesqueira e
dao indicios de queda em seus estoques, desse modo, sdo desenvolvidas listas que
levam em consideracdo dados gerados por centros de pesquisa nacionais e
internacionais, abordando o conjunto de circunstancias que levam essas espécies a

serem consideradas ameacadas.

No caso dos tubarbes, mesmo com o esforco em escala mundial para a
preservacdo do grupo, ainda existem lacunas de conhecimento sobre a biologia e
dindmica populacional de cada uma das espécies. Isso faz com que sejam
desenvolvidas leis generalistas que nédo levam em consideracdo 0s aspectos
individuais de cada espécie nem o esforco conjunto necessario para que essas

medidas sejam efetivas.

Ha também uma demora entre a publicacéo de dados e a atualizacéo das leis, por
exemplo, o Livro Vermelho da Fauna que mostra a lista das espécies consideradas CR

(criticamente ameacada), EN (ameagada) e VU (Vulneravel) no Brasil ndo inclui o
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tubardo-mako (Isurus oxyrinchus), que consta no apéndice 2 da CITES e foi

considerado VU em 2009 e desde 2019 é considerado EN pela IUCN.

Outros fatores a serem levados em consideracdo no comercio de tubardo séo, a
falta de um NCM (Nomenclatura Comum do Mercosul) especifico para cada uma das
espécies e a venda varejista com o nome de cacdo. Nesse estudo, foram encontradas
3 espécies comercializadas com o mesmo nome e sob uma identificacdo fiscal
generalista. Ainda que o desenvolvimento de NCM especificos e 0 comércio sob o
nome de popular de cada espécie ndo resolva o problema ecoldgico, sua
implementacdo permite que sejam levantados dados assertivos sobre captura e

comércio.

Outra problematica é a impossibilidade da identificacdo morfoldégica dos animais
no comércio devido a sua descaracterizagcdo, no comercio 0s individuos sao
encontrados em “charuto” ou em postas. Apesar da impossibilidade da identificacdo
morfoldgica, o desenvolvimento de ferramentas moleculares torna cada vez mais facil a
identificacdo a nivel de espécie a partir de pequenos fragmentos de tecido, esse tipo de
analise tem gerado importantes dados relativos ao comércio de tubarées em todo o

mundo.

A fim de tentar obter mais dados sobre a captura, durante o estudo solicitamos ao
instituto de pesca dados relacionados ao desembarque de cacdes e produtos
identificados com NCM 030381 e suas variacdes, de acordo com o previsto na lei de
acesso a informacédo (Lei N° 12.527, DE 18 DE NOVEMBRO DE 2011), porém nao
houve resposta até entdo. O mesmo ocorreu com a solicitagcdo feita a Secretaria de

Pesca do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Pesca em relagdo ao PREPS (Programa
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Nacional de Rastreamento de Embarcac¢fes Pesqueiras por Satélite) a fim de identificar
a provavel regido de origem do cacdo comercializado e a solicitacdo ao Servico de
Informagdo ao Cidaddo do Ministério da Fazenda sobre o volume de venda de
empresas que possuem o CNAE (Classificacdo Nacional de Atividades EconGmicas)
relacionados a pescados e produtos derivados de cacao para obter dados atualizados

sobre o comércio de tubarao.
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Apéndice 1

Identificagéo das amostras utilizadas no estudo

Tabela 3 Na primeira coluna, nimero de registro das amostras no Laboratério de Genética de Peixes. Na segunda
coluna espécies identificadas. Na terceira, quarta e quinta colunas, principais indicadores do grau de conservagao de

espécie sendo DD — Data deficiente (Sem dados suficientes), NT - Near Threatened (Quase ameacado), EN —

Endangered (Ameacada). Na Ultima coluna a porcentagem de similaridade das sequencias obtidas quando
comparadas com o banco de dados online BOLD Systems

Registro Amostra Espécie IUCN CITES ICMBio BOLD
10433 TSP1 Prionace glauca NT NT 100
10434 TSP2 Prionace glauca  NT NT 100
10435 TSP3 Prionace glauca NT NT 100
10436 TSP4 Prionace glauca NT NT 100
10437 TSP5 Prionace glauca NT NT 100
10438 TSP6 Prionace glauca NT NT 100
10443 TSP11 Squalus cubensis DD 100
10445 TSP13 Squalus cubensis DD 100
10446 TSP14 Squalus cubensis DD 100
10447 TSP15 Squalus cubensis DD 100
10448 TSP16 Squalus cubensis DD 100
10449 TSP17 Squalus cubensis DD 99
10450 TSP18 Squalus cubensis DD 99
10451 TSP19 Squalus cubensis DD 99
10452 TSP20 Squalus cubensis DD 100
10454 TSP22 Squalus cubensis DD 99
10457 TSP25 Squalus cubensis DD 100
10458 TSP26 Squalus cubensis DD 99
10459 TSP27 Squalus cubensis DD 100
10461 TSP29 Squalus cubensis DD 100
10462 TSP30 Squalus cubensis DD 98
10465 TSP33 Squalus cubensis DD 99
10466 TSP34 Squalus cubensis DD 99
11813 TSP58 Prionace glauca NT NT 99
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11814
11822
11826
11827
11828
11829
11831
11832
11833
11834
11836
11837
11839
11840
11841
11842
11843
11844
11846
11847
11995
11997
12001
12002
12003
12004
12005
12006
12008
12009
12011
12029

TSP59
TSP67
TSP71
TSP72
TSP73
TSP74
TSP76
TSP77
TSP78
TSP79
TSP81
TSP82
TSP84
TSP85
TSP86
TSP87
TSP88
TSP89
TSPI1
TSP92
TSP98
TSP100
TSP104
TSP105
TSP106
TSP107
TSP108
TSP109
TSP111
TSP112
TSP114
TSP132

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

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,22
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,1
98,5
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,1
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12031
12032
12451
12452
12455
12458
12466
12473
12474
12475
12478
12787
12793
12794
12796
12798
12799
12803
12804
12805
12806

TSP134
TSP135
TSP169
TSP170
TSP173
TSP176
TSP184
TSP191
TSP192
TSP193
TSP196
TSP205
TSP211
TSP212
TSP214
TSP216
TSP217
TSP221
TSP222
TSP223
TSP224

Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca
Isurus oxyrinchus
Isurus oxyrinchus
Isurus oxyrinchus
Isurus oxyrinchus
Isurus oxyrinchus
Isurus oxyrinchus
Prionace glauca
Prionace glauca
Prionace glauca

Prionace glauca

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
EN
EN
EN
EN
EN
EN
NT
NT
NT
NT

Appendix Il
Appendix Il
Appendix Il
Appendix Il
Appendix Il
Appendix Il

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

100
100
98
100
99,7
100
99,3
100
99,7
98,2
100
100
99,3
98,1
99,4
98
99,8
100
100
100
100
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