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Resumo

Dados estatisticos do IBAMA/MMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis) sobre a exploracdo pesqueira de
elasmobranquios no Brasil registraram no ano de 2007 a captura de 17.900
toneladas, sendo 12.578 toneladas somente de tubarbes, um aumento de
11,35% em relacdo a 2006. Contudo, as dificuldades na identificacdo
morfolégica de muitas espécies de tubardes exploradas pela pesca, associada
a pratica bastante usual de remocéo da cabeca e das nadadeiras dos animais,
na maioria das vezes antes mesmo do desembarque, tem resultado em uma
escassez global de informacdes sobre captura e comercializagédo, tornando
quase impossivel a avaliagcdo de seus efeitos. De acordo com os relatorios a
respeito da producdo pesqueira apresentados pelo IBAMA nos ultimos anos,
apenas 22% de todos os tubardes capturados no Brasil recebem algum tipo de
classificacdo, ainda assim, relacionando apenas um nome popular que em
muitos casos refere-se a mais de uma espécie. Por outro lado, dados referente
a identificacdo molecular do tipo PCR-multiplex, que identificam caracteristicas
genéticas particulares de cada taxon estdo atualmente sendo desenvolvidos e
utilizados no reconhecimento espécie-especifico possibilitando, a identificacao
simultanea de diversas amostras. Com isso, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a captura e comercializacdo de tubarbes na regido Norte do Litoral
Paulista. Os resultados apresentados a partir da utilizacdo da técnica da PCR-
multiplex a partir do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | em
1000 amostras coletadas em desembarques do litoral do estado de Séao Paulo,
possibilitou, a identificacdo de 837 amostras. A partir desses dados foram
observadas as freqUéncias relativas por espécie para avaliacdo de captura e
comercializagdo de tubar6es nos municipios de Cananéia, Santos e Ubatuba.
Para o municipio de Santos foi possivel identificar cinco diferentes espécies: P.
glauca, A. vulpinus, S. lewini, R. Lalandii e R. porosus, no municipio de
Ubatuba foi registrado a ocorréncia de quatro diferentes espécies nos
desembarques: P. glauca, |. oxyrinchus, R. lalandii e S. lewini e no municipio
de Cananéia foram encontradas trés diferentes espécies: R. lalandii, R.
porosus e S. lewini, a demanda de produtos de elasmobranquios se mostrou
maior no municipio de Santos, o que mostra que esta localidade merece maior
atencao em relacéo a conservagao e manejo da espécies mais exploradas, e a
técnica de PCR-Multiplex se mostrou viavel para identificacdo das amostras.
Além da caracterizacdo da exploracdo pesqueira regional o uso de técnicas
moleculares de identificacdo viabiliza estatisticas mais abrangentes
determinando os niveis de exploracdo por espécie e permitindo a aplicacao de
planos de manejo e a ordenagé&o da exploracdo pesqueira.



Palavras-chave: pesca de tubardes, identificacdo genética, PCR-multiplex,
Citocromo Oxidase subunidade |.



Abstract

Statistics IBAMA/MMA (Brazilian Institute of Environment and Renewable
Natural Resources) on fisheries exploitation of elasmobranchs in Brazil report in
2007 catching 17 900 tonnes, with only 12 578 tonnes of sharks, an increase of
11.35 % compared to 2006. However, difficulties in morphological identification
of many shark species exploited by fisheries, coupled with the rather usual
practice of removing the head and fins of the animals, most often even before
the landing, has resulted in an overall shortage of information on catch and
marketing, making it nearly impossible to evaluate their effects. According to the
reports about the fish production presented by IBAMA in recent years, only 22%
of all sharks caught in Brazil receive some type of classification, yet only linking
a popular name in many cases refers to more of a species. Considering the
increasing fisheries exploitation technique was used in multiplex PCR-based
gene miticindrial Cytochrome oxidase subunit | in 1000 samples collected from
landings of the coastal state of Sao Paulo, which enabled the identification of
837 samples were observed by the relative frequencies species for evaluation
of capture and trade of sharks in the municipalities of Cananéia, Santos and
Ubatuba. For the city of Santos was possible to identify five different species: P.
glauca, A. vulpinus, S. Lewin, R. Lalandii and R. porosus, in Ubatuba was
recorded the occurrence of four different species in the landings: P. glauca, I.
oxyrinchus, R. lalandii and S. lewini and the municipality of Cananea were
found three different species: R. lalandii, R. porosus and S. Lewin, product
demand elasmobranch was larger in the city of Santos, which shows that this
town deserves greater attention in relation to conservation and management of
the most exploited species, and Multiplex-PCR technique proved feasible for
identification of samples. Besides the characterization of the regional fisheries
exploitation of molecular techniques for identification enables more
comprehensive statistics determining the levels of exploitation by species and
allowing the implementation of management plans and the ordination of
fisheries exploitation.

Keywords: shark fishing, genetic identification, PCR-multiplex, cytochrome

oxidase subunit I.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 A Classe Chondrichthyes

Os tubardes, juntamente com as raias e quimeras, pertencem a classe
Chondrichthyes. Tubardes e raias pertencem a subclasse Elasmobranchii e as
quimeras a subclasse Holocephali. Alguns autores consideram as quimeras como
integrantes de uma classe distinta (Classe Holocephali), ja que a histéria evolutiva das
quimeras ¢é pouco conhecida (Didier, 1995). Maisey (1986) apresenta 28

caracteristicas morfolégicas Unicas aos Holocephali, que sustentam tal concepcao

sistematica.

Os Elasmobranquios estdo entre os vertebrados de maior sucesso evolutivo,
com uma historia de vida que se iniciou a cerca de 400 milhdes de anos atras ainda no

periodo Devoniano (Castro, 1987).

A biodiversidade dos elasmobrénquios, de uma forma geral, ainda é pouco
conhecida. De acordo com o ultimo levantamento realizado por Ebert & Compagno
(2007), o grupo dos tubarbes é composto por 8 ordens, 34 familias e
aproximadamente 500 espécies, entre as raias sdo reconhecidas, 5 ordens, 20
familias e cerca de 574 espécies (Compagno, 1999, 2005). Em aguas brasileiras sédo
reconhecidas 81 espécies de tubarbes e 55 espécies de raias marinhas (Menezes,

2003).

Os tubarbes geralmente apresentam corpo alongado e fusiforme, com
nadadeiras peitorais destacadas da cabeca; cinco a sete pares de fendas branquiais
situados nas laterais da cabeca. As raias, de modo geral, apresentam corpo achatado
dorso-ventralmente e nadadeiras peitorais fundidas a cabeca formando um contorno

anico; cinco ou seis pares de fendas branquiais situados na parte ventral anterior do
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corpo. A maioria das espécies apresenta modo de vida sedentério, associado ao
substrato marinho, havendo varias espécies restritas a dgua doce (Ross & Schafer,

2000).

Estdo distribuidos em todos o0s oceanos, em aguas tropicais, subtropicais,
temperadas e frias, desde regifes costeiras até grandes profundidades, ocupando
numerosos ambientes, incluindo os recifais, estuarinos, demersais de talude e
plataforma, pelagicos costeiros e oceanicos, desde a superficie até cerca de 3.000 m
de profundidade. Ocupam tanto a coluna de 4gua como os ambientes bentonicos.
Todos os tubarbes sdo marinhos, embora algumas espécies possam entrar em agua
doce (e.g., Carcharhnius leucas, Muller & Henle, 1839 e Glyphis gangeticus, Miiller &
Henle, 1839). Carcharhinus leucas pode penetrar em grandes sistemas de aguas
continentais, como o rio Amazonas, lago da Nicaragua, na Nicaragua, além de alguns
rios africanos e asiaticos (Werder & Alhanati, 1981; Thorson, 1972; Compagno,

1984b).

Apresentam caracteristicas biolégicas que os tornam altamente vulneraveis as
pressbes cada vez mais intensas exercidas pela pesca, sobretudo aquela feita em
grande escala. A maioria das espécies sao K estrategistas, ou seja, apresenta ciclo de
vida longo, com crescimento lento, baixa fecundidade relativa e maturidade sexual
tardia (Hoenig & Gruber, 1990), caracteristicas que constituem um fator que dificulta a
reposicao populacional em face da mortalidade excessiva imposta as suas populacdes
pela pesca, sobretudo em decorréncia da estreita relacdo entre a populacdo explorada

(estoque) e as classes etarias que incluem individuos recrutas (Holden, 1974).

O pequeno numero de espécies conhecido reflete a baixa prioridade que tém
os elasmobranquios para os 6rgédos financiadores, em razdo de ndo se constituirem,
de modo geral, como alvo das pescarias. O numero de espécies de elasmobranquios

conhecido, evidencia que o Brasil ainda esta coletando informac6es sobre o grupo e

17



gue a diversidade total de espécies no pais ainda pode estar longe de ser conhecida,

se mantidas as condi¢des atuais das pesquisas (SBEEL, 2005).

1.2 A Pescade Elasmobranquios

Muitas populacfes de elasmobranquios em todo o mundo estdo em deplecéo
devido a pesca, atividade esta que vem ocasionando ameaca de extingdo para
algumas espécies. Vérios fatores podem contribuir para essa deplecdo, porém
podemos destacar alguns fatores como a degradagdo dos ambientes costeiros em que
se desenvolvem, a captura acidental (by-catch), que nos ultimos anos vem sendo
dirigida, o aumento do esforgco de pesca, qualidade das embarcacdes e por fim a

estratégia de vida das espécies (Camhi et al., 1998).

A pesca acidental ou dirigida envolve o paradoxo de que os tubarfes e raias
tém baixo valor econdémico, o que lhes confere baixa prioridade quando se considera
pesquisa e conservagao, ao passo que a demanda por subprodutos como barbatanas,

€ muito alta, estimulando o aumento da exploracdo (Bonfil, 1994).

Os elasmobranquios apresentam um conjunto de problemas que dizem
respeito a administragdo da pesca e conservagdo. As caracteristicas de seu ciclo de
vida fazem deles recursos frageis, suscetiveis a sobrepesca. Além disso, modelos
utiizados para a administracdo de pescarias tradicionais, ndo se aplicam a
elasmobranquios, tornando o gerenciamento desses recursos extremamente deficitario

(Bonfil, 1994).

Dados estatisticos do IBAMA/MMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis) sobre a exploracao pesqueira de elasmobranquios no
Brasil registraram no ano de 2007 a captura de 17.900 toneladas, sendo 12.578

toneladas somente de tubardes (IBAMA, 2007).
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Entretanto, tais dados sdo seguramente subestimados e nao refletem o real
estado da pesca, sobretudo no que se refere a captura por espécie, dado esse
escasso has estatisticas de pesca. Segundo os ultimos relatérios do IBAMA referentes
a exploragdo pesqueira marinha, apenas 22% de todos os tubarbes capturados no
Brasil recebem algum tipo de classificacdo cientifica, ainda assim, os dados
relacionam apenas um nome popular, que na maioria dos casos refere-se a mais de

uma espécie.

Num contexto global, devido a pesca predatoria, varias espécies de
elasmobranquios tém sido incluidas na lista das espécies ameacadas da International
Union for Conservation of Nature e Natural Resources - IUCN (Camhi et al., 1998). No
Brasil, diversos estudos embasam a inclusdo nessa lista de espécies ameacadas
inclusive endémicas como o tubardo-quati (Isogomphodon oxyrhynchus, Miller &
Henle, 1839), o tubardo-boca-de-velha-listrado (Mustelus fasciatus, Garman, 1913), o
tubardo-mangona (Carcharias taurus, Rafinesque, 1810), o tubardo-bico-de-cristal
(Galeorhinus galeus, Linnaeus, 1758), o tubardo-anjo (Squatina spp.), 0 peixe-serra

(Pristis spp.) e a raia-viola (Rhinobatos horkelii, Muller & Henle, 1841) (SBEEL, 2005).

O aumento dos volumes de elasmobréanquios capturados, devido a crescente
aceitacdo comercial de seus produtos (nadadeiras, cartilagem, carne, entre outros),
associado esgotamento de recursos tradicionais, faz com que o manejo dos estoques

de elasmobranquios se torne prioritario (Lessa et al., 1999).

A pesca de elasmobranquios na regido Sudeste do Brasil se caracterizava
principalmente pela captura incidental dos individuos, entretanto com o declinio na
abundéancia dos teledsteos, registrado a partir de 1985, esse grupo se tornou alvo da
pesca industrial com arrastos e redes de emalhe na regido. Estatisticas de

desembarques (IBAMA) revelaram que tubardes e raias apresentaram, entre 1990 e
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1998, producdo média de 4.087,7 e 758 t, respectivamente, correspondendo a 3,9 e

0,7% da producdo total da regido (SBEEL, 2005).

No sudeste e sul do Brasil, os barcos de emalhe de superficie operam a partir
de, pelo menos, 9 portos: Cabo Frio (RJ), Ubatuba (SP), Santos (SP), Cananéia (SP),
Sao Francisco do Sul (SC), Itajai-Navegantes (SC), Porto Belo (SC) e Floriandpolis
(SC). O numero total de barcos operantes dessas localidades € desconhecido

(SBEEL, 2005).

Atualmente, o estado de S&o Paulo responde pela captura de 60,8% dos
tubardes explorados em toda a regido sudeste, o que se deve as espécies oceanicas
da pesca espinheleira, sediada em Santos, e aos cagdes costeiros que, apenas neste
estado, perfazem 75,7% do total dos elasmobranquios desembarcados na regido

(SBEEL, 2005).

De acordo com os registros de captura de 2005, os desembarques de emalhe
de superficie em S&o Paulo sdo compostos por: Carcharhinus brevipinna (Miller &
Henle, 1839), C. limbatus (Valenciennes, 1839), C. obscurus (Lesueur, 1818), C.
porosus (Ranzani, 1839), C. signatus (Poey, 1868), Carcharhinus spp, Sphyrna lewini
(Griffith & Smith, 1834), S. zygaena (Linnaeus, 1785), S. mokarran (Ruppell, 1837),
Carcharias taurus e as raias Mobula hypostoma (Bancroft, 1831) e Myliobatis spp,
todas consideradas espécies costeiras. No entanto, também ocorreram P. glauca
(Linnaeus, 1758) e Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1810) que sdo espécies oceanicas

e capturadas proximas ao talude continental (Kotas et al., 1997).

Registros de captura no emalhe de fundo, mostraram a ocorréncia de raias
Raja agassizi (Muller & Henle, 1841), R. castelnaui, (Ribeiro, 1907) e R. cyclophora
(Regan, 1903), além dos tubardes Carcharhinus plumbeus (Nardo, 1827),
Rhizoprionodon porosus (Poey, 1861), Squalus cubensis (Howell Rivero, 1936),

Squatina occulta (Vooren & da Silva, 1991), S. guggenheim (Marini, 1936), Mustelus
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schmitti (Springer, 1940) e Sphyrna lewini, sendo esta Ultima a mais abundante nas

pescarias com esse petrecho, tanto de fundo quanto de superficie.

A identificacdo das espécies desembarcadas, principalmente as espécies de
pequeno porte, demonstra um grande problema na sua classificacdo correta, onde

praticamente todas sao classificadas apenas como cacgées.

No caso das raias, duas espécies (Pteroplatytrigon e Mobula hypostoma) sédo
capturadas com espinhéis e desembarcadas em Santos (SP) (Amorim et al., 1998). As
espécies que apresentam maior freqiiéncia nas capturas, além de P. glauca, foram
Alopias superciliosus (Lowe, 1840), Carcharhinus longimanus (Poey, 1861), C.
signatus, Isurus oxyrinchus, Sphyrna lewini e S. zygaena que sofreram decréscimos
nos desembarques relacionados também a prética do finning, processo de cortar as
barbatanas de um tubaréo, e depois, lan¢ar o resto ndo utilizado da carcaca ao mar, é
uma pratica associada a um enorme desperdicio e crueldade, contrariando todos os

conceitos de conservacgao e pesca sustentavel de tubardes.

Segundo relatério do GPE de atuns e afins, os tubardes chegaram a atingir
62,5% das capturas com espinhéis, em 1993, com média de 44% entre 1977 e 1997.
Vooren (1997) estimou que a frota espinheleira do Sudeste e Sul foi responsavel,
conjuntamente, pela captura de 186.000 exemplares de tubardes, em 1997, dos quais
156.000 foram descartados através do finning. Este ndmero indica que 83% dos
tubardes capturados ndo chegaram a ser desembarcados, o que implica que

estatisticas pesqueiras néo representam a produgéo real.

Em 1998, com o aumento do valor comercial do espadarte (Xiphias gladius,
Linnaeus, 1758), a frota espinheleira de Santos, se dirigiu a captura desta espécie com
barcos arrendados, o que também provocou o aumento nas capturas de tubardes, que
por muitas vezes, devido ao baixo valor para a carne em contraste com o alto valor

das nadadeiras no mercado internacional, os tubardes tém apenas suas nadadeiras
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cortadas e o restante das carcacas sao jogados fora, até mesmo com o animal ainda

Vivo.

Desta forma, observou-se que o numero de tubarfes desembarcados n&o
corresponde a captura, sendo sabido que os espécimes dos espinhéis representam de
50 a 60% do total capturado, percentual maior, inclusive, que o de espadartes e atuns,

na década de 1990 (Paiva, 1997; Amorim et al., 1998; Hazin et al., 1998;).

Mesmo com a crescente conscientizacdo sobre a vulnerabilidade a exploracéo
pesqueira da maioria das espécies de tubardes (Castro et al., 1987; Camhi et al.,
1998) e sobre a notdria pratica extremamente predatéria do “finning” perpetuada em
todo o mundo, trabalhos de controle e manejo da exploracéo das espécies deste grupo
sdo raros, tendo como maior entrave a falta de informacgbes basicas sobre captura,
desembarque e comercializagdo. Essa escassez de dados é gerada principalmente

pela ineficiéncia na identificagcdo da maioria das espécies pescadas.

De um modo geral, a pesquisa no Brasil ndo vem acompanhando a
necessidade real, devido as caracteristicas biolégicas e a inexisténcia de politica de
conservacao para os elasmobranquios, que tém alcancado o ponto de colapso sem
gue medidas de manejo tenham sido tomadas, mesmo tendo varios exemplos desse

fato registrados no pais (Kotas et al., 1995; Vooren, 1997).

Ao longo do tempo, a postura adotada pelos 6rgdos governamentais resguarda
0s interesses da exploracdo, evitando questionamentos sobre conservacdo. Essa
postura contrasta com as observadas nos demais paises onde esse tipo de pescaria é
objeto de pesquisa, 0 que pode ser comprovado pelo crescente numero de trabalhos
cientificos publicados (e.g. Buencuerpo et al., 1998; Goodyear, 1999) e por varias
medidas de manejo ja adotadas para essas pescarias, em diversos paises. No Brasil,
os trabalhos gerados sobre essas atividades pesqueiras, sequer mencionam a

existéncia da préatica corriqueira dos descartes de tubardes e tém a pretensdo de
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afirmar que o volume de “carcacas” desembarcadas, fornecido pelos mapas de bordo,

corresponde as capturas, o que sabidamente ndo ocorre (Evangelista et al., 1998).

1.3 Principais caracteristicas das espécies com maior frequéncia nos

desembarques

1.3.1 Ordem Carcharhiniformes

Tubarfes da ordem Carcharhiniformes sdo os mais abundantes em nimero de
individuos e espécies, j4 que deste grupo fazem parte algumas familias numerosas e
abundantes, sobretudo tropicais e subtropicais. A mais numerosa familia de tubarbes
no Brasil é a Carcharhinidae, representada por 21 espécies (52,5% dos
Carcharhinifomes brasileiros). S&o oito os Carcharhinidae de ocorréncia costeiros e
mais oito de ocorréncia oceéanico-costeiros (19,7% dos elasmobranquios costeiros do
Brasil). O género Carcharhinus possui 15 espécies no Brasil (Gadig, 1998), sendo
gquatro estritamente costeiros e sete oceanico-costeiro (ambos somam 13,6% do total

da fauna costeira do Brasil). A maioria tem distribuicdo ampla na costa brasileira.

Pertencentes a familia Carcharhinidae, o género Rhizoprionodon Whtitley, 1929
é representado por sete espécies de pequeno porte (até cerca de 140cm), com ampla
distribuicdo nos mares tropicais e subtropicais do Pacifico, indico e Atlantico (Springer
1964; Compagno, 1984). Habitam normalmente 4guas costeiras, em baias, enseadas,
passagens de ilhas e aguas salobras (Gadig, 1994). Na costa brasileira séo
conhecidas duas espécies: Rhizoprionodon lalandii (Muller e Henle, 1839), observada
na plataforma continental do oceano Atlantico Ocidental, desde o Panama (América
Central) até o sul do Brasil, esta espécie apresenta dados insuficientes de acordo com

a lista de espécies ameacadas, ou seja, as informagfes sobre sua abundancia e
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distribuicdo séo inadequadas para classifica-la em uma categoria de ameaca (IUCN,
2010) e Rhizoprionodon porosus, ocorrendo desde a costa central Atlantica dos
Estados Unidos, Caribe até o sul do Uruguai (Springer, 1964; Figueiredo, 1977 e
Compagno 1984). Rhizopriondon porosus é classificado como pouco preocupante na

lista de espécies ameacadas da IUCN (IUCN, 2010)

Devido a sua ampla distribuicdo e habitos associados a regido litoranea, as
espécies de Rhizoprionodon desempenham papel central como predadores do
sistema trofico costeiro e séo alvo de pescarias realizadas em véarias partes do mundo.
Sa&o conhecidos ao longo da costa brasileira como cacdes-frango ou rabo-seco, 0s
tubarbes do género Rhizoprionodon, constituem-se num importante recurso
econbmico para a pesca, onde representam frequentemente, cerca de 50 a 60% doa
cacOes capturados (Motta, 2001). Em um estudo realizado por Sadowski (1967),
observou maior frequéncia nas capturas de Rhizoprionodon porosus em Cananéia,
extremo sul do litoral de Sdo Paulo, indicando que ao menos naguela época essa
espécie era mais comum do que Rhizoprionodon lalandii nessa regido, fato que pode

ser explicado pela excessiva exploragéo pesqueira.

Rhizoprionodon lalandii € a espécie mais capturada pela pesca artesanal no
litoral sul do estado de Sao Paulo, em Itanhaém, representando quase 60% da captura
total de cagles, seguido pela espécie Rhizoprionodon porosus representando 16% da

captura (Namora, 2001).

O tubardo-azul, Prionace glauca é uma espécie de grande porte, cerca de 3,5
m de comprimento total, caracterizada pelo corpo esbelto, focinho longo e afilado,
nadadeiras peitorais muito longas, primeira nadadeira dorsal situada posteriormente
em relacdo as nadadeiras peitorais, olhos grandes, dentes superiores curvos e
serrilhados e os inferiores obliquos e levemente serrilhados e, finalmente, pela

caracteristica coloragdo azul indigo muita marcante em animais vivos e recém mortos
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(Compagno, 1984). Distribui-se globalmente, principalmente em areas oceanicas
epipelagicas entre 80 e 220 m de profundidade, desde regifes tropicais até
temperadas frias (principalmente e temperaturas variando entre 13 e 18°C),
usualmente na zona epipelégica, porém ha registros de espécimes muito proximos da
costa, principalmente em areas onde a plataforma continental é estreita e também a

até 600 m de profundidade (Compagno, 1984; Carey & Scharold, 1990).

Kotas et al. (1999), observaram que os tamanhos médios de Prionace glauca
desembarcado em Santos (1971 a 1988) e Itajai (1997 e 1998), apresentaram
diferenca de tamanho em 14 cm nos exemplares desembarcado em Itajai. Analisando
a frota de Santos entre 1971 a 1988, houve queda de 20 cm nos comprimentos
médios anuais, atribuindo isto ao aproveitamento de exemplares menores, ao menor
tamanho dos anzéis utilizados nos ultimos dez anos e ao aumento da presséo
pesqueira sobre o estoque (Amorim, 1992). A diminuicdo dos comprimentos médios
anuais é um dos fortes indicios de ocorréncia de sobrepesca (Gulland, 1983); sendo
importante lembrar, que a maioria dos tubardes-azuis chegam vivos a bordo (97, 2%)
(Kotas et al.,, 1999), e medidas que proporcionassem a soltura de um percentual
desses animais ainda vivos, minimizariam o impacto da pesca de espinhel sobre este

recurso.

Segundo Hiltoni-Taylor (2000), a espécie é considerada um predador apical no
seu ecossistema e anualmente ocorre captura estimada entre 10 & 20 milhdes de
individuos da espécie, tornando-se necessario um monitoramento mais adequado que
vise & avaliacdo do declinio das populagbes. O tubardo azul estd classificado na
categoria de “quase ameagada” na lista de espécies ameacgadas da IUCN, (IUCN,
2010). Alguns estoques poderdo ser ameacados num futuro préximo devido a elevada
captura da espécie como fauna acompanhante associada a pescarias oceanicas

(Camhi et al., 1998).
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Os tubarBes-martelo, familia Sphyrnidae, género Sphyrna, distribuem-se ao
longo de todo o litoral brasileiro em seis espécies, das quais trés costeiras (menor
porte - maximo 1,5 m, S. media Springer, 1940, S. tiburo Linnaeus, 1758, e S. tudes
Valenciennes, 1822) e trés oceanicocosteiras (maior porte- no minimo 3 m, S. lewini,
S.mokarran e S. zygaena) (Sadowsky, 1965; Gadig, 1994). Caracterizada pela
expansao lateral da regido pré-branquial da cabeca, em algumas espécies semelhante
a um martelo. A forma da cabeca tem sido carater importante na identificacdo das
espécies, no entanto devem ser consideradas as variagcbes ontogenéticas (Gadig,
2001). As espécies de menor porte sdo mais abundantes no Norte (Maranh&o) (Lessa,
1986; Stride et al., 1992) e Nordeste (Rosa e Gadig, 1994). Quanto as espécies
maiores, Sphyrna lewini ocorrem neonatos e jovens durante o verdo na faixa costeira
do Sudeste, quando fémeas adultas se aproximam para o parto. Idéntico padrdo
aparece em estudos conduzidos no Maranh@o com a presenca de jovens em baias e
reentrancias (Lessa et al., 1995). A espécie apresenta uma distribuicdo bastante
ampla, sendo a mais abundante do género, ocorrendo em toda a costa, da regido
norte ao sul do Brasil (Sadowsky, 1971; Vooren & Lessa, 1981; Lessa, 1986; Barletta
& Corréa, 1989; Kotas et al., 1995; Queiroz & Reboucas, 1995; Hazin et al., 1997b;
Louro, 1997; Lessa et al., 1998). Pode, também, ser capturada em regides oceéanicas

ou préximas ao talude continental e em bancos oceénicos.

Capturas obtidas com redes de emalhar de deriva, ao largo da regido Sul do
Brasil, revelam que em um curto espaco de tempo, os estoques do tubardo martelo,
Sphyrna lewini, deram sinais de sobrepesca (Kotas et al., 1995). Essa espécie de
tubardo martelo esta classificada na categoria de “em perigo” na lista de espécies

ameacadas da IUCN, (IUCN, 2010).

Nos estados de S&o Paulo, observou-se que os desembarques totais de
elasmobranquios, em peso, das frotas de emalhe de superficie sediadas em Ubatuba

(SP), tiveram Sphyrna lewini representando 77,8%, em 1993.
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Podemos considerar o tubardo-martelo como um recurso altamente migratorio
e sazonal, que vem sendo capturado como fauna acompanhante (by-catch) por
diversas artes de pesca no sudeste e sul, e como uma das espécies-alvo das
pescarias de emalhe e com espinhel de superficie. A espécie Sphyrna zygaena
também é capturada no sudeste e sul, porém esta associada as temperaturas mais
frias (média de 15° C) (Vooren & Britto, 1998). Infelizmente as estatisticas existentes
ndo discriminam as diferentes espécies de tubardo-martelo, o que dificulta a

interpretacdo dos dados.

1.3.2 Ordem Lamniformes

A Ordem Lamniformes agrupa sete familias, todas representadas no Brasil, da
qual também faz parte o famoso tubardo-branco (Carcharodon carcharias, Linnaeus,
1758) (Soto, 2001). Séo tubarbes de grande porte que ocorrem em ambientes
ocedanicos e costeiros. No Brasil, a pesca com espinhel peldgico surgiu no final da
década de 50 (Amorim, 1992). Desde entdo tubarfes oceanicos tém sido capturados e
comercializados, porém pouco conhecimento tem sido gerado acerca da ecologia e

biologia da maioria das espécies.

Em um estudo realizado por Montealegre-Quijano et al. (2005), que avaliaram
as capturas por espinhel pelagico de superficie, foram encontrados tubardes
Lamniformes de quatro familias, cinco géneros e seis espécies, entre eles, Carcharias
taurus, Pseudocarcharias kamoharai (Matsubara, 1936), Alopias superciliosus,
Lamnidae Isurus oxyrinchus, Isurus paucus (GuitartManday, 1966) e Lamna nasus
(Bonnaterre, 1788). Observou-se que neste tipo de pesca, a Ordem Lamniformes esta
representada principalmente pelo tubardo-anequim (lsurus oxyrinchus) sendo a

segunda espécie de tubardo mais capturada depois do tubardo-azul (Prionace glauca).
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A familia Alopiidae € representada por um género, no Brasil ocorrem duas
espécies, Alopias vulpinus Bonnaterre, 1788, e Alopias superciliosus (Gadig, 2001).
Alopias vulpinus conhecido vulgarmente como tubardo-raposa, € uma espécie
circumglobal, habitando desde as &guas tropicais até temperadas. Oceanico-costeira,

pode ser encontrada desde a superficie até cerca de 400 mt de profundidade.

Os registros no Brasil referem-se a animais capturados pela frota de barcos
espinheleiros no Sudeste/Sul do Brasil, embora em quantidades muito inferiores as
das capturas de A. superciliosus. Na regido oceanica da costa Nordeste a espécie
ainda nao foi identificada, embora sua ocorréncia ndo deva ser descartada (Hazin,
1990). Na costa Sul tem sido registrado como elemento ocasional da fauna de
elasmobranquios demersais. Existem varios casos de capturas de exemplares jovens
na faixa costeira da costa Sudeste e Sul. Durante um estudo realizado por Gadig em
2001 foram capturados 11 exemplares muito préximos da faixa costeira na costa sul
de Sdo Paulo. Os exemplares, medindo cerca de 1,8 m, foram capturados em

intervalos curtos de tempo, sugerindo a formacado de cardume para esta espécie.

A outra espécie Alopias superciliosus é considerada uma espécie
Circumglobal, podendo eventualmente fazer incursdes sobre a plataforma
continental e é encontrada desde a superficie até cerca de 500 m de
profundidade. Tem sido capturada com freqiiéncia pelos barcos espinheleiros
no Nordeste, costa Central, Sudeste e Sul. Provavelmente habita a costa Norte,

considerando-se sua ampla distribuicdo geografica (Gadig, 2001).

Representantes da Familia Lamnidae também s&o comuns em &guas
oceanicas; dentre esses o tubardo-anequim, Isurus oxyrinchus nas regifes nordeste,
sudeste e sul foi registrado por Sadowsky et al., 1989; Hazin et al., 1990; Amorim,
1992; Antero Silva, 1993; Pimenta et al., 1993; Piske et al., 1993; Gadig, 1994; Kotas

et al., 1995; Ficher e Vooren, 1997; Lessa et al., 1997; Vaske-Jr. e Rincén, 1998.
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O desembarque de emalhe de superficie no estado de Sdo Paulo é composto
por vérias espécies de tubarBes e raias, incluindo Isurus oxyrinchus, que € uma
espécie oceanica e capturada préximo ao talude continental (Kotas et al., 1997), essa
espécie também foi uma das que apresenta maior freqiiéncia na captura com espinhel

e desembarcada em Santos (Amorin et al., 1998).

Do ponto de vista da pesca comercial e recreativa do mundo a espécie Isurus
oxyrinchus é um dos tubardes mais importantes (Casey & Kohler, 1992; Compagno,
1984; Holts, 1988). O tubardo-anequim, como € chamado popularmente, assim como
muitas espécies de tubarbes, apresenta baixa fecundidade (Holden, 1973, 1974; Hoff
& Musick, 1990), onde produz uma média de 2-4 filhotes em uma Unica temporada

(Stevens, 1983), o que o torna particularmente suscetivel a sobrepesca.

1.4 Uso de Marcadores Moleculares no Estudo de Elasmobranquios

O monitoramento do comércio de tubardes continua a ser extremamente dificil,
em grande parte devido as dificuldades consideraveis associados com a identificagdo
das carcacas de tubarbes processadas, e outros produtos comercializados do corpo
dos tubardes, pecas como barbatanas secas e filés (Rose, 1996; Compagno et al.,
1997; Vannuccini, 1999; FAO, 2000; Ambiente Australia 2001a; Ambiente Australia,

2001b).

Em alguns casos, produtos de tubardo (por exemplo, carne, pilulas de
cartilagem), pode ainda consistir de um mix de tecidos de varias espécies,

exacerbando problemas de identificacéo (Vannuccini, 1999; Hoelzel, 2001).

Um dos principais obstaculos & obtencéo de dados sobre captura e comércio

de tubarbes e a implementacdo de planos de manejo para conservagcdo em uma
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espécie de forma especifica, no entanto, é a dificuldade de identificar com precisdo
muitas espécies geralmente exploradas. Espécies de tubarBes economicamente
importantes de familias como a Carcharhinidae e Lamnidae, por exemplo, pode
apenas diferir ligeiramente em sua morfologia e muitas vezes confundidos com os
outros tubardes (Bonfil, 1994). A identificacdo precisa das espécies com base em
caracteristicas morfolégicas de barbatanas de tubardes na maioria dos casos é dificil
(uma possivel excecdo é barbatanas de tubardo azul) (Vannuccini, 1999). Essa
dificuldade de identificacdo de espécies € um fator importante que contribui para a
escassez mundial de registros especificos de espécies sobre captura e comércio de

tubardes (Bonfil 1994, Castro et al. 1999).

Técnicas de biologia molecular s&o comumente utilizadas para identificagédo de
espécies e para contornar os inconvenientes da morfologia complexa baseada em
chaves de identificacdo. Para identificacdo de espécies de tubardes, estudos recentes
(Shivji et al. 2002; Abercrombie et al. 2005; Shivji et al. 2005, Clarke et al. 2006;
Magnussen et al. 2007, Mendonca et al, 2009; De-Franco et al, 2009) foram baseados
no sucesso da reacdo em cadeia de polimerase multiplex (PCR) ensaios usando
primers espécie-especifico. Esta técnica € rapida e barata tornando-a passivel no uso
em situacdes onde os recursos séo limitados, mas € limitada a testes para pequenos
grupos de espécies onde primers espécie-especificos ainda precisam ser

desenvolvidos para identificar tais espécies (Mendonga et al, 2009).

Entre as espécies de tubardes alvo da pesca existe uma natural similaridade
morfolégica que prejudica sua correta identificacdo. Além disso, ha a pratica de
remocao pelos pescadores de partes dos animais como cabeca, cauda e nadadeiras,
caracteres morfolégicos chave para identificagdo (Shivji et al., 2002). Esses eventos
trazem prejuizo para a conservacao e gestdo dos tubardes, pois inviabilizam a correta

identificacdo dos animais capturados e a fiscalizacdo da pesca, quando esta existe.
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A aplicacdo de técnicas de genética molecular para o controle do comércio da
fauna marinha aguarda urgentemente o desenvolvimento de abordagens robustas
mais rapidas e mais faceis de implementacéo (Palumbi & Cipriano, 1998; FAO, 2000;

Shivji et al., 2002).

Para resolver problemas de identificacdo de espécies similares importante na
conservacao e monitoramento, analises genéticas tém sido utilizadas com sucesso e
precisdo na identificacdo de partes do corpo de animais marinhos muito explorados
(Martin, 1993; Malik et al., 1997; Baker et al. 1998; Innes et al., 1998; Palumbi &

Cipriano, 1998; Heist & Gold, 1999; Dizon et al., 2000).

As pesquisas publicadas sobre o uso de técnicas moleculares para
discriminacdo de espécies de tubarbes foram predominantemente baseadas em
regibes do DNA nuclear e mitocondrial ou pela associacdo de ambas. Pank et al.
(2001), aplicaram a reacdo de PCR multiplex para regides do DNA nuclear (ITS 2,
internal transcribed spacer 2) e mitocondrial (citocromo b) na discriminacdo das
espécies Carcharhinus obscurus e C. plumbeus. Outras seis espécies de tubardes,
sendo trés espécies da familia Lamnidae (Isurus oxyrinchus, |. paucus e Lamna nasus)
e trés da familia Carcharhinidae (Prionace glauca, Carcharhinus obscurus e C.
falciformis) puderam ser também discriminadas a partir dessa metodologia (Shivji et
al., 2002). Abordagem semelhante foi utilizada por Chapman et al. (2003) e mais
recentemente por Shivji et al. (2005) em amostras com o nome genérico de “cagao”,
obtidas nos mercados asiaticos. Estes dois trabalhos constataram a presenca de
carne e nadadeiras do tubar&o-branco (Carcharodon carcharias) entre as espécies

comercializadas, visto que esta espécie € protegida por lei em varios paises.

Abercrombie et al. (2005) igualmente validaram regibes do DNA ribossomal
nuclear e mitocondrial para identificacdo de trés espécies de tubardes-martelo

(Sphyrna lewini, S. zygaena e S. mokarran) confirmando sua comercializacdo em nivel
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mundial. Por sua vez Clarke et al. (2006) estimaram a proporcao de cada tdxon dos
tubarbes no total de carne e nadadeiras comercializados nos mercados asiaticos,

também por diagnéstico molecular.

Em outros trabalhos a reacdo de PCR multiplex de seqiiéncias de DNA
mitocondrial foi associada a técnica de restricdo enzimatica (RFLP) para gerar
fragmentos espécie especificos que possibilitaram a discriminacdo de varias espécies
de tubarbes da Costa Atlantica dos EUA e da Austrélia (Heist & Gould, 1999b). Depois
de sequenciadas, regibes do genoma mitocondrial foram validadas por Greig et al.
(2005) para discriminagdo de 35 espécies de tubardes do Atlantico Norte com
verificacdo de suficiente similaridade intraespecifica e variedade interspecifica. Ward
et al. (2005) sequenciaram regibes do DNA mitocondrial (citocromo oxidase
subunidade 1 ou cox 1) de 61 espécies de tubardes e raias, e padronizaram essas

regibes como marcadores para identificacao de espécies.

Buscando a unificagdo de um sistema de informag6es do mundo dedicado a
identificacdo genética taxonbmica, Mendonca et al (2009), descreveu um recurso
metodolégico para caracterizar nove espécies de tubar6es comumente explorados e
comercializados em todo o Brasil, desenvolvido a partir das caracteristicas exclusivas
de cada espécies e expressos nas sequéncias do gene COI, metodologia que inclui
espécies costeiras que atualmente sdo desconsideradas pelas estatisticas pesqueiras

como as espécies do género Rhizoprionodon.

De-Franco et al (2009), utilizou protocolos de PCR-multiplex para identificar
trés diferentes espécies de raias pescadas e comercializadas no litoral Brasileiro,
Rhinobatos horkelli, Rhinobatos percellens (Walbaum, 1792), e Zapteryx brevirostris

(Miiller & Henle, 1841).

Ja ha algum tempo, os padrées de DNA mitocondrial (mtDNA), vém sendo

reconhecidos potencialmente importantes em estudos de linhagens comerciais de
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peixes (Ferris & Berg, 1987; Toledo Filho et al., 1992). Hebert et al. (2003) propuseram
que uma Unica sequéncia génica poderia ser suficiente para diferenciar todas, ou pelo
menos a grande maioria, das espécies animais, e propuseram 0 uso do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | (COI) como um sistema global de

identificagdo para animais.

Esta nova iniciativa € conhecida como DNA Barcoding ou “cédigo de barras do
DNA”. A idéia em se utilizar um gene mitocondrial, baseou-se nas caracteristicas
apresentadas pelo genoma mitocondrial tais como, ser amplamente distribuido entre
0s animais, alto numero de coépias por célula, apresentar taxa de mutacdo diferente
entre espécies, ndo sofrer recombinacdo, ter uma heranga predominantemente
materna além de possuir baixo polimorfismo ancestral. Devido a tais caracteristicas o
gene COI permite identificar corretamente um individuo dentro de uma espécie, ou

identificar a amostra como pertencente a uma nova espécie, ainda ndo descrita.

Considerando a crescente demanda pela carne e pelas nadadeiras de tubardes
e o reconhecimento de que diferentes espécies respondem de forma diferente a
exploracdo, torna-se imperativa a criacdo de ferramentas praticas de identificacdo ao
seu menor nivel taxondmico. Buscando gerar ferramentas praticas de identificagéo,
foram criadas bibliotecas de sequéncias de DNA mitocondrial utilizando o gene
citocromo oxidase subunidade | (COIl) de diversas espécies de tubardes comumente
pescados no litoral de Sdo Paulo e a partir das caracteristicas genéticas particulares
de cada taxon foram desenhados primers de reconhecimento espécie-especifico que
em reacdo de PCR-multiplex produziram fragmentos de tamanhos caracteristicos para
cada espécie possibilitando, apos corrida eletroforética, a identificacdo simultanea de

diversas amostras.
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2 Objetivos

O presente estudo objetivou caracterizar amostras decorrentes da
exploracdo pesqueira de tubardes no litoral do estado de S&o Paulo, utilizando
marcadores genéticos de identificacdo espécie-especifica, fornecendo dados
de captura e comercializacdo por espécies.

Para o desenvolvimento do trabalho foram listados os seguintes

objetivos especificos:

% Aplicar os protocolos de PCR-multiplex para identificacdo espécie-
especifica em amostras de tubardes capturados pelas frotas de

pesca costeiras e industriais da costa de S&o Paulo;

% Validar os primers descritos por Mendonca et al., 2009;

% Subsidiar programas de manejo adequados a exploracao
sustentavel dos estoques pesqueiros das espécies de tubarbes

capturadas no litoral de Séo Paulo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencédo das Amostras

As amostras foram obtidas junto a desembarques de frotas artesanais,
frotas industriais e em mercados de peixes, nas cidades de Ubatuba, Santos e
Cananéia (Figura 1), no periodo de dezembro de 2007 a maio de 2009

totalizando 1000 exemplares (Tabela 1).

Ubatuba
Santos
Cananéia

Figura 1- Pontos de coleta. Cananéia e Santos litoral sul de Sdo Paulo e Ubatuba, litoral

norte de Sdo Paulo
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Tabela 1. Quantidade de exemplares coletados por municipio.

Municipio Quantidade de amostras coletadas
Ubatuba 249
Santos 427
Cananéia 324
Total 1000

Foram coletadas amostras de tecido muscular dos chamados charutos
de tubarbes e mesmo de carnes expostas a venda ja cortada em pecas entre
0os anos de 2007 e 2009 (Figura 2). Todas as amostras foram identificadas
apenas como cacgfes ou tubardes. O acondicionamento das amostras foi feito

em tubos preferencialmente separados em alcool 95% para garantir a

integridade do tecido.

Figura 2 - Mercado municipal de peixes no municipio de Ubatuba-SP, onde se encontram

os “charutos” e filés de tubardes expostos para a venda.

3.2 Extracdo de DNA
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O DNA genbmico foi extraido a partir do tecido muscular, utilizando a
metodologia de extracdo salina descrita por Aljanabi et al. (1997), que dispensa
0 uso de substéancias tdxicas como fenol e cloroférmio.

Protocolo para extracao:

e Adicionar 290ul do tampéao (30mM Tris HcL, 10mM EDTA, SDS 10%) +
10pl de proteinase K (10mg/mL) em um tubo de 1,5ml juntamente com
um pequeno fragmento da amostra e levar a uma temperatura de 55°C
por 2 a 3 horas.

e Acrescentar 100ul de NaCl (5M) e inverter os tubos para
homogeneizagéo.

e Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos a 25°C.

e Transferir o sobrenadante para outro tubo de 1,5ml, cerca de 300pl.

e Adicionar 600ul de etanol 100% gelado, inverter os tubos
cuidadosamente para homogeneizacdo e manter no freezer -70°C
mantendo a suspensao por 20 minutos.

e Centrifugar por 30 minutos a 14000 rpm a 4°C e em seguida descartar o
sobrenadante.

e Adicionar 1 ml de etanol 70% gelado.

e Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 4°C e em seguida descartar 0
sobrenadante.

e Secar por 30 minutos na estufa a 37°C

¢ Ressuspender a amostra em 200ul de agua ultrapura autoclavada e
manter em temperatura ambiente por pelo menos 24 horas, para

hidratagé&o.
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e Aliquotar o DNA e guardar cerca de 150ul no freezer (-20°C - solucao
estoque) e o restante na geladeira (4°C - solucéo de trabalho).

A qualidade das amostras de DNA obtidas foi analisada através de
eletroforese em gel de agarose 1% visualizado em transluminador (Hoefer UV-
25), sob luz ultravioleta (Figura 3). As amostras de DNA obtidas encontram-se
depositadas no Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes — Departamento

de Morfologia — Botucatu-SP.

3.3 Eletroforese em Gel de Agarose
A analise em gel de agarose foi realizada seguindo o protocolo:

Diluir a agarose (Ultra Pure™ Agarose — Invitrogen Life Technologies)

em um dado volume de Tamp&o TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA) para
gue sua concentracao fique a 1%.

e Aguecer a solucao até que ela fique translicida.

e Deixar esfriar e em seguida aplicar na bandeja de suporte da cuba de
eletroforese horizontal.

e Ajustar o pente na cuba e deixar esfriar até completa solidificagdo.

e Aplicar as amostras no gel juntamente com o corante BlueGreen.

e Efetuar a eletroforese a 100V/150A por aproximadamente 2 horas.

e Visualizar o gel em transluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta e

fotografar utilizando o programa Kodak.
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 1%. Extracdo de DNA em amostras de
tubar6es sem nenhuma classificacdo quanto a espécie. M - Marcador de peso molecular

1Kb. 1-11 amostras coletadas no municipio de Ubatuba-SP.

3.4 PCR Multiplex

A partir da composicdo de nucleotideos do gene COI, cujas
caracteristicas eram exclusivas, os sitios polimorficos entre as espécies foram
identificados, e os primers espécie-especificos utilizados foram obtidos em
Mendonca et al. (2009).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas incluindo o primer F1
(Foward 5 — TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC - 3), utilizado como
controle positivo da reagéo, o primer R1 (Reverse 5 — TAG ACT TCT GGG
TGG CCA AAG AAT CA - 3), ambos descritos por Ward et al. (2005), além de
todos os 9 primers espécie-especifico para identificacdo e o DNA gendmico de

cada uma das amostras.
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As reacoes de amplificacao foram efetuadas em termocilador, utilizando
25ul de solugcéo contendo 0,8mM de dNTP, 1,5mM de MgCI2, tampao de
enzima Taq DNA polimerase (Tris-HCL 20 mM pH 8,4 e KCI 50mM), 1 unidade
de enzima Tag Polymerase (Invitrogen) e 0,5 ng de primers dos primers
universais. As reacfes de PCR para a amplificacdo dos fragmentos especificos
de cada espécie seguem as seguintes condicbes de tempos de ciclagem e
temperatura:

1) 95° C por 5 minutos (desnaturacgao inicial)
2) 95° C por 30segundos (desnaturacao)
3) 50° C por 30 segundos (anelamento dos primers) b 35X

4) 72° C por 1 minuto (extensao da cadeia nucleotidica)

5) 72° C por 7 minutos (extens&o final)
Os primers desenvolvidos para cada espécie e o tamanho estimados

dos segmentos de DNA amplificados séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Primers desenvolvidos para cada uma das 9 espécies e o tamanho das bandas

geradas em gel de agarose.

Espécie Primers Fragmento(bp)

Lamniformes

Isurus oxyrinchus CTTCCACTTGGCTGGGTATCTCG 280
Alopias vulpinus CCTCAGCTGGAGTTGAAGCC 400
Alopias superciliosus GGTTATACCCGTAATAATTGGG 540

Carcharhiniformes
Galeocerdo cuvier ACTACATTCTTTGATCCAGCG 50

Prionace glauca TCCAGTTCTTGCAGCAGGT 100
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Carcharhinus falciformis GATCTATTCTTGTAACCACG 140

Rhizoprionodon porosus CCCATTAGCTAGTAATA 340
Sphyrna lewini GGCCTTCCCACGAATAAAC 450
Rhizoprionodon lalandii TCAACCTGGATCTCTTTTAGGT 620

3.5 Eletroforese para identificacdo das espécies

Apés a reacdo de PCR-Multiplex é feita checagem do produto
amplificado em gel de agarose (1%), corado em solucao de Brometo de Etideo
(10mg/ml) diluida a 0.1% em tampéo TAE 1x, sendo visualizados fragmentos
de tamanhos caracteristicos para cada espécie possibilitando a identificacdo

simultanea de diversas amostras (Figura 4).
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800pb Controle da reacédo

350pb

50pb

Mendonga et al., 2009

Figura 4 - PCR-multiplex para a identificacdo simultanea de 9 espécies comumente
encontradas no litoral brasileiro. A espécie Galeocerdo cuvier apresenta banda de 50pb
(1), Prionace glauca 100pb (2), Carcharhinus falciformes 140pb (3), Isurus oxyhrinchus
280pb (4), Rhizoprionodon porosus 340pb (5), Alopias vulpinus 400pb (6), Sphyrna lewini
450pb (7), Alopias superciliosus 540pb (8), Rhizoprionodon lalandii 620pb (9) todas estas
também amplamente exploradas pela pesca e apresentando problemas de identificacédo
morfolégica, marcador de peso molecular (M).

3.6 Andlise dos dados

Foram determinadas as frequéncias relativas por espécie expressas em
porcentagem.

As andlises feitas foram separadas por regido, devido ao fato da
diferenciacdo da arte de pesca entre as trés localidades. Em Ubatuba as
amostras foram obtidas com barcos que realizaram pesca oceéanica e costeira,
e algumas poucas amostras ainda foram obtidas no mercado municipal. Em

Santos, 0s barcos realizaram pesca oceanica, e muitas amostras foram obtidas
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no mercado municipal, e na regido de Cananéia foi realizada coleta em barcos
que realizaram somente pesca artesanal. Fato esse que caracteriza as

diferentes espécies encontradas em cada regido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a captura e comercializacao de tubardes na regido Norte do
Litoral Paulista, foram selecionados trés pontos estratégicos de coleta
localizados no municipio de Ubatuba (regido Norte do Litoral Paulista),
municipio de Santos / S&o Vicente (regido mediana do Litoral Paulista) e
municipio de Cananéia (regido Sul do Litoral Paulista). Cabe ressaltar que as
amostras foram coletadas em desembarques de frotas artesanais, frotas
industriais e em mercados de peixes. O numero de amostras em cada ponto
foi: 249 amostras em Ubatuba, 427 amostras em Santos e 324 amostras em
Cananéia, totalizando 1000 amostras coletadas no Litoral Paulista.

A partir da composicdo de nucleotideos do gene COI, cujas
caracteristicas eram exclusivas para cada espécie, foram realizadas as
andlises aplicando a técnica de PCR-Multiplex nas amostras coletadas. Os
resultados mostraram que foi possivel identificar 837 amostras, das 1000
existentes. Varias tentativas foram realizadas no intuito de identificar as outras
163 ndo identificadas, porém, nao foram visualizados fragmentos nas
amplificagbes de identificagdo simultdnea das diversas amostras coletadas.

Isso pode ter ocorrido nessas amostras por serem de espécies a qual
nao possuiam marcadores espécie especifico ocasionando a ndo amplificagéo,
ou também podem ser produtos comercializados na forma fraudulenta onde
individuos de outros grupos, outras espécies tem sua carne comercializada
como carne de tubardo. Esses resultados, acima de tudo, mostraram que

novas analises devem ser realizadas nessa regido, assim como novos
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marcadores genéticos para outras espécies que nao o possuem, devem ser
realizados.

Através dos resultados das 837 amostras analisadas, foi possivel
observar que essas pertencem a 6 espécies diferentes, provenientes da pesca
oceéanica, costeira e de coletas realizadas no mercado municipal.

A caracterizacdo das amostras de tubarbes de acordo com as espécies,
realizada pela aplicagdo de marcadores moleculares genéticos especificos

obtidos pela técnica da PCR-Multiplex, se encontra descrito na tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacdo das amostras de tubardo coletadas nos municipios de
Ubatuba, Santos e Cananéia, entre 2007 e 2009, identificadas com marcadores genéticos

especificos pela técnica de PCR-Multiplex.

Espécie Ubatuba Santos Cananéia Total
Prionace glauca 71 150 - 221
Isurus oxyrinchus 32 - - 32
Rhizoprionodon porosus - 04 51 55
Alopias vulpinus - 43 - 43
Sphyrna lewini 76 62 98 236
Rhizoprionodon lalandii 64 35 151 250

Total 243 294 300 837

A seguir serd descrito de forma mais detalhada os resultados

encontrados em cada ponto separadamente.

No municipio de Ubatuba foram identificadas 4 espécies de tubarbes

capturadas com barcos de pesca oceanica e artesanal, com algumas amostras
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coletadas no mercado municipal nos periodos de novembro/2007 e
dezembro/2008. A espécie mais abundante foi Sphyrna lewini (31%), seguida
por Prionace glauca (28%), Rhizoprionodon lalandii (26%) e Isurus oxyrinchus
com freqUéncia relativa de 13% (Figura 5). Os produtos da pesca sao

comercializados principalmente no mercado municipal de pesca em Itagua.

NZo Identificadas
2%

Figura 5 - Freqiéncia
relativa por espécie das
amostras capturadas e
comercializadas em
mercados municipais
no municipio de
Ubatuba litoral Norte
do estado de Séo
Paulo.

Rhizoprionodon
lalandii
26%

Ja no municipio de Santos foram identificadas 5 espécies de tubardes
capturados pela pesca oceanica e amostras obtidas do mercado municipal,
sendo provavelmente obtidas de pesca artesanal devido a presenca de
espécies costeiras nos periodos de setembro/2008 e maio/2009. A espécie que
apresentou maior frequéncia relativa foi Prionace glauca (35%), seguido por
Sphyrna lewini (15%), Alopias vulpinus (10%), Rhizoprionodon lalandii (8%) e
Rhizoprionodon porosus (1%) (Figura 6). O pescado obtido da pesca oceanica
é distribuido no comércio do municipio e grande parte levado para o CEAGESP

(Séo Paulo), e outras regides.
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Figura 6 - Freguéncia relativa por espécie das amostras capturadas e comercializadas

em mercados municipais no municipio de Santos, litoral do estado de S&o Paulo.

~————_ Rhizoprionodon
% _Rhizoprionodon |qlandii

porosus 8%
1%

E por fim, os resultados para a regido de Cananéia, se apresentaram de
forma diferente, onde pudemos notar uma menor variedade de espécies
encontradas sendo estas amostras obtidas da pesca artesanal coletadas no
periodo de marco/2009. Apenas 3 espécies para essa regido foram
identificadas sendo Rhizoprionodon lalandii a mais abundante (47%), seguido

por Sphyrna Lewini (30%) e Rhizoprionodon porosus (16%).
Figura 7 - Frequéncia relativa por espécie das amostras capturadas e comercializadas no
municipio de Cananéia litoral Sul do estado de S&o Paulo.

NZo identificados
7%

Rhizoprionodon
porosus
16%
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Diante dos dados observados, pudemos notar que o municipio (Ponto de
Coleta) com maior quantidade de amostras e também com maior frequéncia
relativa por espécies foi o de Santos, onde a demanda de produtos de
elasmobranquios se mostrou maior talvez pelo fato do porto deste municipio
ser relativamente maior comparado com 0s outros municipios amostrados.
Esse fator mostra que este municipio merece uma maior atencédo em relacao a
conservacdo e manejo da captura das espécies mais exploradas, que
possivelmente estariam na lista de espécies ameacadas.

Observou-se também nas amostras capturadas no municipio de Santos,
um panorama de pesca industrial, podendo ser identificadas espécies
oceanicas presentes nos desembarques como Prionace glauca, Alopias
vulpinus e Sphyrna lewini, porém também foram identificadas espécies
costeiras como Rhizoprionodon lalandii e Rhizoprionodon porosus, o que indica
gue as amostras coletadas em mercados municipais foram provenientes de
pescarias artesanais.

Para o municipio de Ubatuba as amostras identificadas mostraram
também um panorama tanto de pesca artesanal como de pesca industrial com
espécies oceanicas e costeiras. Isso foi possivel, pois pudemos observar nas
analises espécies como Prionace glauca, Isurus oxyrinchus, Rhizoprionodon
lalandii e Sphyrna lewini. O municipio de Cananéia, por outro lado, apresentou
um panorama somente envolvendo a pesca artesanal, sendo caracterizado
somente por espécies costeiras como, Rhizoprionodon lalandii, Rhizoprionodon
porosus e Sphyrna lewini, ndo ocorrendo a espécie Prionace glauca, conforme
observado nas amostras de Ubatuba. Pode-se observar que n&o houve

diferencas de espécies por localidade, a ndo ser aquelas que diferem de
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acordo com o tipo de pesca, onde espécies oceanicas sao frequentes nas
pescarias industriais e espécies costeiras freqlentes em pescarias artesanais.

As espécies que puderam ser identificadas no presente trabalho
correspondem a dois grupos muito explorados, Lamniformes e
Carcharhiniformes e representa uma grande parcela das espécies capturadas
no Brasil. A ordem Lamniformes agrupa grandes tubares oceéanicos
epipelagicos, e representa grande porcentagem de capturas também no
mundo. Podemos destacar a espécie Isurus oxyrinchus entre as capturas pela
frota de espinhel, saltando de 13 toneladas em 1975, para 138 toneladas em
1990, com base nas embarcacbes que realizam capturas nas regides sul e
sudeste do Brasil (Costa et al., 1996).

A ordem Carcharhiniforme, foi representada pelos tubardes das familias
Carcharhinidae e Sphyrnidae, sendo Prionace glauca (Carcharhinidae), a
espécie de tubardo mais capturado no ambiente pelégico pela frota de espinhel
principalmente no Brasil (Hazin & Lessa 2005). Os tubarées do género
Rhizoprionodon (Carcharhinidae), representam mais de 50% dos pequenos
tubarbes capturados na zona costeira pela frota artesanal (Motta et al., 2005).

A familia Sphyrnidae foi representada no presente trabalho pela espécie
Sphyrna lewini, que assim como Prionace glauca sédo grandes alvo de pesca no
Sudeste e Sul do Brasil (Vooren, 2005), tanto em ambientes costeiros onde
individuos jovens sao alvos da pesca quanto oceanicos, onde sao capturados
individuos adultos.

Estudos envolvendo a utilizacdo de marcadores moleculares na
identificacdo de tubardes tem sido relatada em diversos trabalhos (Ward et al.,

2005; Hubert et al., 2008; Valdez-Moreno et al., 2009), demonstrando grande
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eficiéncia. Mendonca et al (2009) utilizando técnicas de PCR-multiplex com o
uso do gene COI, o mesmo utilizado no presente estudo, descreveu este
método para caracterizar a exploracdo da pesca de diferentes espécies de
tubardes.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que o uso de
mais de dois primers em ensaios de PCR-Multiplex, € um método rapido e
confiavel para discriminar seis espécies difundidas globalmente e
intensivamente coletadas. Caracteristicas morfolégicas semelhantes nas
espécies causam uma problematica quando se trata de identificacdo de
espécies, ainda mais nas condicdes em que chegam ao desembarque, sem
cabeca e nadadeiras. Esses dados sé&o corroborados por um estudo realizado
por Pank et al. (2000), onde identificaram duas espécies de tubarbes altamente
capturados e morfologicamente muito semelhantes Carcharhinus obscurus e
Carcharhinus plumbeus, através da técnica de PCR-Multiplex.

A técnica de multiplex se caracteriza por ser mais rapido e com baixo
custo diferindo dos métodos que exigem etapas de restricdo enziméatica e
sequenciamento, encarecendo a metodologia (Martin, 1993; Shivji et al., 1996;
Heist & Gold, 1998).

Em um estudo realizado por Sebastian et al. (2008), utilizando o método
multiplex de identificacdo com o uso de primers espécie-especifico, obtendo
rapida e precisa identificacdo de espécies, a partir de nadadeiras
comercializadas em mercados do Chile. Shiviji et al. (2005) analisando o
comércio de nadadeiras em Hong Kong, com o uso de PCR-multiplex de
identificacdo de espécies, indicaram que esse comércio era composto de

apenas 14 espécies de tubarbes, onde foi possivel indicar ainda que os
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tubardes-azuis formam um componente particularmente importante do
mercado. Esses dados podem ser considerados um achado consistente com o
fato de que os tubarbes-azuis formam uma grande parte das capturas
acessorias de tubardes na pesca com espinhel pelagico dirigida ao atum e
espardate (Nakano & Seki, 2003).

O tubardo azul, Prionace glauca, € uma espécie oceanica amplamente
distribuida nos oceanos do mundo, sendo o mais abundante nas capturas do
espinhel pelagico, fator que explica a inexisténcia desta espécie na pesca
artesanal de Cananéia. Fato que ndo ocorreu em Ubatuba em Santos onde
pode-se observar que na pesca oceanica realizadas nesses municipios a
frequéncia de Prionace glauca foi de 32% e 68%, respectivamente.

Vooren (2000) estimou que a frota atuneira do Sudeste e Sul do Brasil
foi responséavel pela captura de 186.000 exemplares de tubardo em 1997, dos
quais 156.000 foram descartados através do finning. Este niumero indica que
83% dos tubardes capturados ndo chegaram a ser desembarcados, o que
implica que a estatistica pesqueira nao representou a producao real de 1997.

Aproximadamente cinco mil toneladas de tubardes sdo capturadas pela
frota atuneira brasileira anualmente, sendo que deste montante o tubardo-azul
representa aproximadamente 60% (ICCAT, 2005).

A estatistica pesqueira para o Estado de Santa Catarina entre 0s anos
de 2000 e 2005 (Univali 2001, 2002, 2003, 2004, 2007) mostrou que Prionace
glauca é a espécie de tubardo que mais se destacou no volume desembarcado
pela frota de espinhel-de-superficie industrial, representando em média 33,8 %

da producédo mensal dessa pescaria.
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A espécie Prionace glauca esta entre as espécies mais vulneraveis as
extensivas e produtivas pescarias oceanicas, que em geral apresentam altas
taxas de exploracdo. Mundialmente, em torno de 10 a 20 milhdes de tubardes-
azuis sao retirados dos oceanos (Hilton-Taylor, 2000). Pelo fato dos
monitoramentos serem muitas vezes inadequados, fica praticamente
impossivel de se avaliar o declinio populacional (Walker, 1998; Hilton-Taylor,
2000; Velasco et al., 2007).

O tubardo mako, Isurus oxyrinchus, é uma espécie oceanica com
hébitos epipelagicos e ocorre ao redor do planeta em aguas tropicais e
temperadas, e freqlientemente sdo encontrados em aguas entre 16°C e 22° C
(Compagno, 2001; Stevens, 2008). Ocorre em toda a costa do Brasil,
principalmente nas areas oceénicas, onde € freqlentemente capturada pelos
barcos espinheleiros.

Em um trabalho realizado por Montealegre-Quijano (2005), em lItajai-SC
com capturas com espinhel pelagico, ocorreu a presenca de Isurus oxyrinchus,
sendo a segunda espécie de tubardo mais capturada depois do tubardo azul
(Prionace glauca), indicando grande ocorréncia desta espécie na costa Sul.

Isurus oxyrinchus representa uma porcentagem importante das capturas
dos grandes tubarbes oceéanicos epipelagicos, e se destacam entre as
espécies capturadas pela frota de espinhel, saltando de 13 toneladas em 1975,
para 138 toneladas em 1990, com base nas embarcacfes que operam no
Sudeste e Sul do Brasil (Costa et al.,, 1996), que corrobora os dados do
presente trabalho, onde o Unico municipio que teve a ocorréncia da espécie

Isurus oxyrinchus foi Ubatuba localizado na costa Sudeste, onde as coletas
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foram realizadas em barcos que realizaram a pesca oceanica, representando
13% da captura total deste municipio.

A espécie Alopias vulpinus, cacdo-raposa, teve ocorréncia somente nos
desembarques de Santos, onde foi realizada pesca oceanica nos periodos de
setembro/2008 e maio/2009, com frequéncia relativa de 10% do total das
amostras.

Mancini (2005) relatou que a frota de espinhel de Santos e Guaruja era a
segunda frota que mais capturava Alopias vulpinus no ano de 2003.

Sphyrna lewini, com ocorréncia nos 3 municipios estudados, é uma
espécie oceanicocosteira (Sadowsky, 1965; Gadig, 1994) muito visada pelo
mercado de exportagdo devido ao alto valor comercial de suas nadadeiras,
além da carne dos neonatos terem boa aceitagdo no mercado interno, nos
estados de Sao Paulo e Santa Catarina. Observou-se ainda que o0s
desembarques totais de elasmobranquios, em peso, das frotas de emalhe de
superficie, tiveram Sphyrna lewini representando 77,8% e 28,5%, em 1993 e
1995, respectivamente (SBEEL, 2005), corroborando com os dados do
presente trabalho, onde a pesca artesanal e industrial total de Sphyrna lewini
foi de 31%, espécie mais capturada.

Barcos sediados nos portos de Ubatuba (SP) e Navegantes/Itajai (SC)
(Kotas, 1995; Zerbini e Kotas, 1998) tém como espécies-alvo os tubardes, que
representam aproximadamente 98% das capturas, sendo os tubarbes-martelo
(Sphyrna lewini e Sphyrna zygaena) as principais espécies capturadas. No
presente estudo, as analises realizadas nas amostras coletadas em Ubatuba,
demonstraram que esse foi 0 segundo municipio com maior frequéncia de

Sphyrna lewini, representando 31% da captura total.
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Ocorre nas capturas de grandes tubardes-martelo a pratica do finning,
fazendo com que as estatisticas sejam referentes somente de acordo com as
carcacas desembarcadas (Kotas, 2004). No sul do Brasil as estatisticas de
desembarque se referem a Sphyrna lewini e Sphyrna zygaena em conjunto,
representando assim uma propor¢cdo desconhecida da captura real dessas
espécies (Vooren, 2005).

Na regidao Sudeste e Sul do Brasil, Kotas (2004), analisando a pesca
com rede de emalhar de superficie observou que 76% do total da producédo
eram representadas por Sphyrna lewini. Capturas com rede de emalhar de
deriva, ao longo da regiao Sul do Brasil, revelaram que em um curto espaco de
tempo, os estoques do tubardo-martelo deram sinais de sobrepesca (Kotas et
al., 1995).

Sadowsky (1965 a 1971) e Gonzalez (1995) relataram a presenca de
Sphyrna lewini em Cananéia, corroborando com os dados do presente estudo
sendo responsavel pela captura de 42% do total capturado pela pesca
oceanica e artesanal. O fato de a espécie Sphyrna lewini ser oceanicocosteira
pode explicar a grande ocorréncia em todas as localidades do presente estudo,
tendo em vista a diferenca nas artes de pesca utilizadas.

Os tubardes do género Rhizoprionodon constituem-se num importante
recurso econdmico para a pesca, onde representam freqientemente, cerca de
50 a 60% dos cacdes capturados (Motta, 2001), mostrando a grande
importancia do uso sustentavel desse recurso, com correto monitoramento.

Gadig (1994), em um estudo da fauna de tubardes da costa norte e
nordeste do Brasil, afirma que Rhizoprionodon porosus € mais abundante

nessas regioes, sendo Rhizoprionodon lalandii mais comum no sudeste. Essas
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afirmacdes foram corroboradas por trabalhos realizados em alguns pontos da
faixa costeira no sudeste brasileiro (Ferreira, 1988; Silva & Gadig, 1994) e
também pelo presente trabalho, onde foi encontrado um numero maior de
individuos para Rhizoprionodon lalandii.

Lessa et. al. (1999) citam que a pesca artesanal é responsavel por boa
parte da captura de elasmobranquios ao longo de toda a costa brasileira, com
espécie do género Rhizoprionodon sendo comum nestas pescarias,
corroborando com os dados do presente trabalho onde foi encontrada maior
frequéncia de espécies do género Rhizoprionodon nos locais onde foram
realizadas pescas artesanais.

Rhizoprionodon lalandii € a espécie mais capturada pela pesca artesanal
no litoral sul do estado de S&o Paulo, em Itanhaém, representando quase 60%
da captura total de cacdes, seguido pela espécie Rhizoprionodon porosus
representando 16% da captura (Namora, 2001), no presente estudo os
resultados apresentados para regido de Cananéia, revelaram que a espécie
mais frequiente no desembarque de pesca artesanal foi Rhizoprionodon lalandii,
representando 47%, os trabalhos de Sadowsky (1965 a 1971) e Gonzalez
(1995) também corroboram com esses resultados, onde relataram a presenca
de Rhizoprionodon lalandii e Rhizoprionodon porosus nessa mesma regiao.

Segundo Motta et al. (2005), a espécie Rhizoprionodon lalandii € a mais
capturada, representando 60% de todos os tubardes capturados em toda a
costa de Sao Paulo, e 50% da captura na zona costeira pela frota artesanal em
todo o Brasil, no presente estudo os resultados apresentados para regiao de
Cananéia, revelaram a ocorréncia de 47% do total capturado pela frota

artesanal, seguido de Ubatuba com 26% e Santos com 8%.

55



Kotas (2004) analisou a pesca com redes de emalhar de superficie nas
regides sudeste e sul do Brasil, e observou que apesar da pesca ser
direcionada principalmente para os tubardes-martelo, existe a captura acidental
de outras espécies de elasmobranquios como Rhizoprionodon lalandii e
Rhizoprionodon porosus.

As medidas de manejo e preservacao tomadas em favor de espécies de
interesse comercial sdo raras, e atualmente € observado que muitos estoques
pesqueiros ja alcangcaram seus limites de exploracdo. Se considerarmos as
perspectivas anunciadas sobre o aumento mundial da demanda de produtos
pesqueiros, chegaremos a um quadro extremamente alarmante. Com a
inexisténcia de mecanismos apropriados para a fiscalizagdo da pesca e de
planos para manejo sustentavel das espécies mais exploradas, torna-se
urgente e necessaria a formulagéo de instrumentos que possam colaborar para
reversao desse processo.

Deve ser ressaltado que a técnica molecular utilizada constitui uma
ferramenta de ampla aplicacdo, podendo ser utilizadas na identificacdo de
material jA processado ou em processo de comercializacdo, fornecendo
informacgdes para o estabelecimento de programas de conservacdo e manejo

dos tubardes e até dos Elasmobranquios de forma geral.
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5 Conclusdes

E de fundamental importancia o monitoramento continuo das capturas
de elasmobranquios, para garantir que a pesca nédo exceda a capacidade de
reposicao do estoque. Entretanto, o monitoramento dessas capturas na maioria
dos paises € deficitéria, principalmente por ser tratar de identificacdo baseadas
em dados morfologicos. Nesse sentido o presente projeto visou a utilizacdo de
um protocolo vidvel e de baixo custo para a caracterizacdo confiavel dos
tubarbes com o uso de marcador genético molecular onde pudemos concluir

que:

1. A técnica de PCR-multiplex utilizada mostrou-se de facil aplicabilidade e

eficaz no que diz respeito a identificacdo de espécies de tubardes;

2. A ordem Carcharhiniformes foi a mais representativa, com 762 amostras
identificadas pertencentes a esta ordem, sendo encontradas nos 3

municipios estudados.

3. No municipio de Ubatuba com amostras capturadas pela pesca oceanica
e costeira foi possivel a identificacdo de 4 espécies utilizando a técnica
de PCR-multiplex, sendo a mais abundante nesse desembarque

Sphyrna lewini 31% de frequéncia.

4. O municipio de Santos foi o mais abundante em relacédo as espécies

identificadas por PCR-multiplex, 5 no total, onde Prionace glauca foi a
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mais frequente com 35% de freqiéncia no desembarque que utilizou a

pesca oceanica.

Rhizoprionodon lalandii foi a espécie identificada pela PCR-multiplex
com maior ocorréncia no municipio de Cananéia, representando 47% da

captura total na pesca artesanal deste municipio.

6. Apesar da comprovada eficacia de métodos de genética, sua aplicacao

8.

em projetos de monitoramento, conservacao e gestdo da pesca maritima

ainda é raro.

Esses sdo os primeiros relatos de captura de elasmobranquios no

estado de Sao Paulo.

Tal técnica, além de viabilizar a identificacdo das espécies de tubardes a partir
da carne comercializada, se mostrou de facil aplicabilidade e baixo custo,
possibilitando sua utilizagdo no manejo adequado dos estoques explorados na

costa brasileira.
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7. ANEXOS

- 700
-610

- 480

-410

Anexo | - PCR-Multiplex contendo primers universal e espécie-especifico para o gene
Citocromo Oxidase subunidade | (COIl). Amplificagdo da regido controle (700pb),
fragmentos especificos de Sphyrna lewini (1 - 4 com 480pb), Alopias vulpinus (5 - 8 com
410pb) e Rhizoprionodon lalandii (9 — 12 com 610pb) M — Marcador molecular de 50Kb.
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-700

- 360

- 280

- 100

Anexo Il - PCR-Multiplex das amostras capturadas nos municipios de Santos, Ubatuba e
Cananéia, litoral de Sao Paulo, contendo primers universal e espécie-especifico para o
gene Citocromo Oxidase subunidade | (COI). Regido controle (700pb), fragmentos
especificos de Prionace glauca (1-4 com 100pb), Isurus oxyrinchus (5-8 com 280pb) e
Rhizoprionodon porosus (9-12 com 360 pb). M - Marcador molecular de 50Kb.
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- 360
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Anexo lll - PCR-Multiplex, contendo primers universal e espécie-especifico para o gene
Citocromo Oxidase subunidade | (COIl). Regido controle (700pb), fragmentos especificos
de Isurus oxyrinchus (1-2 com 280pb), Rhizoprionodon lalandii (3-4 com 610pb), Sphyrna
lewini (5-6 com 480pb), Prionace glauca (7-8 com 100pb), Alopias vulpinus (9-10 com
410pb) e Rhizoprionodon porosus (11-12 com 360pb). M- Marcador molecular de 50 Kb.
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Anexo IV - Eletroforese das amostras capturadas no municipio de Cananéia, litoral de
Sao Paulo, contendo primers universal e espécie-especifico para o gene Citocromo
Oxidase subunidade | (COIl), contendo a regido controle (700pb), fragmentos especificos
de Rhizoprionodon lalandii (1-4 com 610pb), Sphyrna lewini (5-8 com 480pb) e
Rhizoprionodon porosus (9-12 com 360pb) M- Marcador molecular de 50kb.
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Anexo V - Eletroforese das amostras capturadas no municipio de Ubatuba, litoral de Sao
Paulo, contendo primers universal e espécie-especifico para o gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COIl), contendo a regido controle (700pb), fragmentos especificos de
Rhizoprionodon lalandii (1-3 com 610pb), Prionace glauca (4-6 com 100pb), Isurus
oxyrinchus (7-9 com 280pb) e Sphyrna lewini (10-12 com 480pb) M- Marcador molecular
de 50kb.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Anexo VI - Eletroforese das amostras capturadas no municipio de Santos, litoral de Séo
Paulo, contendo primers universal e espécie-especifico para o gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COIl), contendo a regido controle (700pb), fragmentos especificos de
Rhizoprionodon porosus (1-2 com 360pb), Alopias vulpinus (3-4 com 410pb),
Rhizoprionodon lalandii (5-6 com 610pb), Prionace glauca (7-8 com 100pb) e Sphyrna
lewini (9-10 com 480pb) M- Marcador molecular de 50kb.
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