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Identificacdo molecular das espécies de tubardo (Elasmobranchii: Selachii) comercializadas no
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RESUMO

Os tubardes sdo peixes cartilaginosos que ocupam o topo de cadeias troficas de inUmeros
ecossistemas costeiros e oceanicos. Devido a suas caracteristicas biologicas e ecoldgicas (e.g.
maturacdo sexual tardia, crescimento lento e baixa fertilidade), sdo suscetiveis a declinios
populacionais quando encontram-se sob intensa pressdo pesqueira. Embora os dados estatisticos
sobre a producdo pesqueira de tubarbes no Brasil sejam escassos e descontinuos, estima-se que a
regido Norte/Nordeste do pais apresente os maiores indices nacionais de pesca acompanhante de
tubarBes. Além disso, os tubarbes pescados sdo desembarcados e vendidos em forma de charuto
(sem nadadeiras e cabeca), o que dificulta a identificacdo morfol6gica das carcacas e impede
uma fiscalizacdo eficaz. O presente trabalho teve como objetivo investigar a composi¢ao
faunistica de tubardes comercializados no municipio de Tutdia (Maranhdo), por meio da
identificacdo taxondmica por barcodes de DNA. O material foi obtido nos pontos de venda de
pescado em Tutoia entre 2014 e 2016. Para fazer a identificagdo molecular, foram amplificados
trés marcadores moleculares: dois mitocondriais (COl e NADH2) e um nuclear (ITS2). Durante
0 estudo, 336 amostras foram obtidas, das quais 114 foram identificadas. Dentre as nove espécies
identificadas, cinco sdo consideradas ameacadas de extingdo em nivel nacional e sete em nivel
internacional. Os resultados obtidos evidenciam a pratica de crimes ambientais e a importancia
da regido do Delta do Rio Parnaiba para a conservacdo das espécies de tubardo que ocorrem na
regido. Rhizoprionodon porosus (46%) foi a espécie mais comum dentre as amostras
identificadas, seguida de Carcharhinus acronotus (21,7%) e Sphyrna mokarran (18,6%). Os
resultados demonstraram um ndmero expressivo de espécies ameacadas sendo comercializadas,
especialmente os tubarbes-martelo, evidenciando a falta de fiscalizacdo de desembarque
pesqueiro naquela localidade. Encoraja-se a aplicacdo de medidas que mitiguem a captura
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acidental de tubarbes, como adaptacBes nos petrechos de pesca, e fiscalizagdo mais efetiva por

parte dos 6rgaos competentes.
Palavras-chave: Pesca artesanal; Genética Forense; Costa Norte do Brasil; Chondrychthyes.
ABSTRACT

Sharks are cartilaginous fishes of the class Chondrychthyes and considered apex
predators. In addition, are extremely susceptible to elevated fishing pressure due to its life history
characteristics such as late sexual maturation, slow growth and low fertility. In Brazil, shark
fisheries productivity data are scarce. However, the Northern and Northeastern regions have the
highest indices of shark bycatch in the country. Furthermore, shark fisheries in Brazil land
processed (charuto) finless and headless animals, thus making the morphological identification
of carcasses and inspection difficult. Thus, the present study aimed at investigating the faunistic
composition of sharks traded in Tutoia through DNA barcoding. Samples were obtained in the
fish trading points of the city between 2014 and 2016. In order to perform the molecular
identification, three markers were used: two mitochondrial (COI and NADH2) and one nuclear
(ITS2). Throughout the study 336 samples were obtained, from which 114 were successfully
sequenced and yielded acceptable identifications of 9 species. Five of these are considered
endangered nationally and seven are in any level of extinction internationally. This is substantial
evidence that environmental crimes are taking place in Tutoia’s fisheries and highlight the
importance of Parnaiba River’s Delta to the conservation of sharks in Maranhdo. The most
abundant species among the identified samples was Rhizoprionodon porosus (46%) followed by
Carcharhinus acronotus (21.7%) and Sphyrna mokarran (18.6%). Results are alarming due to
the high occurrence of endangered species and the elevated abundance of S. mokarran, thus
calling for the lack of fisheries landing inspections, which should be extremely rigorous and
punitive. Use of shark bycatch mitigation techniques, such as adapting gill nets as well as

making inspections more frequently are encouraged.

Key-words: Fisheries, Forensic genetics; Brazilian Northern Coast; Chondrychthyes.
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INTRODUCAO

Tubardes (Selachii), em geral, ocupam o topo de cadeias tréficas costeiras e oceanicas
(Spiers et al. 2016). Portanto, influenciam direta e indiretamente populagdes de inimeras outras
espécies de organismos marinhos (Ferreti et al. 2010; Spiers et al. 2016). E um grupo diverso de
peixes cartilaginosos com distribuicéo global e 509 espécies descritas até 0 momento (Weigmann
2016), das quais 95 ocorrem na costa brasileira (Rosa e Gadig 2014; Soares et al. 2015; Viana et
al. 2016; Soares et al. 2016). Os tubarbes apresentam caracteristicas bioldgicas que Ihes
conferem o status de organismos K estrategistas, tais como baixa mortalidade em estagios
juvenis, ampla distribuicdo geografica, capacidade de maultiplas reproducdes ao longo da vida,
baixa fertilidade, crescimento lento e longa duracdo de vida (Correia 2009). Entretanto, as
caracteristicas acima citadas também sdo responsaveis pelo declinio rapido de populagdes de
tubardes quando aliadas a pressdes antrdpicas, como a pesca predatoria e acidental (Clarke 2008;
Dent e Clarke 2015).

A pesca de tubardes tem movimentado centenas de milhdes de ddlares a cada ano (Worm
et al. 2013; Dulvy et al. 2014). No ano de 2010, por exemplo, estima-se que a produgéo
pesqueira de tubardes tenha sido de 1.412.000 toneladas no mundo todo (Worm et al. 2013).
Entre 1987 e 2012, o principal motivo para a sobre-explotacdo de espécies de tubardo foi a
comercializacdo de nadadeiras (Clarke 2008; Dent e Clarke 2015). O valor do quilograma de
nadadeira de tubardo no mercado asiatico ja variou de USD $410,00 a USD $630,00 para as
espécies mais comuns, podendo chegar a USD $1580,00/kg para espécies raras (Fabinyi e Liu
2014). Atualmente, este mercado vem sendo modificado em resposta as leis ambientais e
campanhas publicitarias de protecdo aos tubardes. Como consequéncia, o preco das barbatanas
tem caido no mercado chinés, o maior consumidor mundial de tubardes, reduzindo a demanda

por este item no mundo todo (Fabinyi e Liu 2014).

Apesar da reducdo na demanda por subprodutos, as populac¢des de tubardes do Atlantico
Sul continuam sob intensa pressdo pesqueira, obtendo valores de captura maiores do que de
paises com importancia mundial na pesca de tubardes entre 2008 e 2011, como Espanha e
Honduras (Dent e Clarke, 2015; Barreto et al. 2016). Entretanto, apesar dos nimeros alarmantes,
é importante ressaltar que o efeito da pesca artesanal ainda € constantemente negligenciado

nestas estatisticas pesqueiras. Se consideradas, o numero de toneladas de tubardo pescadas
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anualmente aumenta em até 50% (Pauly e Zeller 2016). Por conta disso, 63% das espécies de
elasmobranquios ja estdo classificadas sob algum grau de ameaca de extincdo (Dulvy et al.
2014). Como consequéncia, Elasmobranchii é atualmente considerado o grupo de vertebrados
aquaticos sob maior ameaca de extingdo do mundo (Dulvy et al. 2014).

No Brasil, entre 2001 e 2011, mais de 115 mil toneladas de peixes cartilaginosos foram
pescadas (FAO Fishstat 2012). Entretanto, devido a numerosa frota pesqueira e a fiscalizacao
falha, os dados atualizados de pesca de tubardes no Brasil sdo insuficientes e pouco precisos.
Segundo Oliver et al (2015), as regides Norte e Nordeste sdo responsaveis pelos maiores indices
de pesca acompanhante de tubarbes no Brasil. No Maranhdo, a venda das nadadeiras para o
mercado chinés foi, por décadas, a atividade mais rentavel relacionada a pesca de tubarbes. Em
contrapartida, a carne de tubardo tinha baixo valor comercial, resultando em pouca
comercializacdo local nos municipios do Estado (Martins 2015). Com as recentes proibi¢des da
pratica de finning (corte das nadadeiras ainda na embarcacdo e subsequente descarte do animal
vivo) e de pesca de varias espécies ameacadas pelas agéncias reguladoras do pais, como o
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), a exportacdo
de nadadeiras de tubardo para o0 mercado asiatico diminuiu consideravelmente na regido (Martins
2015). Isso levou a uma modificagdo no consumo dos tubardes pescados com a valorizagdo da
carne e mudanca de foco na producdo a fim de abastecer o mercado local e regional (Martins
2015).

Apesar das medidas de conservacdo adotadas pelo Ministério do Meio Ambiente e pelo
extinto Ministério da Pesca e Aquicultura (e.g. Portaria 445/2014 e o Plano de Ac¢do Nacional
para Conservacdo de TubarGes e Raias Ameacadas de Extin¢do, PAN-Tubardes), a pesca,
retencdo e comercializacdo de varias espécies de tubarBes continuam acontecendo no Maranhdo.
No Estado, ha registro de ocorréncia de 19 espécies desse animais (Lessa et al. 1999), das quais
11 (Sphyrna mokarran, S. lewini, S. tudes, S. tiburo, Carcharhinus porosus, C. perezi, C.
obscurus, C. plumbeus, Ginglymostoma cirratum, Mustelus canis e Isogomphodon oxyrhynchus)
encontram-se na Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extingdo — Peixes e
Invertebrados Aquaticos (Portaria n® 445/2014 — MMA\). Dulvy et al (2014) coloca a regido norte
do Brasil até o Golfdo Maranhense como uma area de grande importancia para a conservacdo de
elasmobranquios baseado na endemicidade de espécies e importancia do habitat para reproducéo
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e manutencdo de suas populacdes. No Estado, a fiscalizacdo da pesca e comercializacdo de
subprodutos € pouco eficiente e 0 uso de técnicas que evitem ou reduzam a captura acidental
dessas espécies é desconhecido ou ndo aplicado pelos pescadores (Martins 2015). Por conta da
pratica de desembarque dos espécimes sem cabeca e nadadeiras, a identificacdo morfoldgica fica
prejudicada, dificultando a fiscalizacdo de campo e abrindo margem para fraudes no comércio de
pescado (Barbutto et al. 2010; Carvalho et al. 2015).

A identificacdo molecular baseada na utilizacdo de sequéncias de genes especificos surge
como uma importante ferramenta na identificacdo de espécies. O uso de um ou mais marcadores
moleculares padronizados para identificacio molecular permite andlises comparativas
complementares, ou, até mesmo, a substituicdo do uso Unico da morfologia externa para
identificacdo do animal em nivel especifico (Dudgeon et al. 2012). Essa ferramenta, conhecida
como DNA barcoding, consiste na utilizagdo de um fragmento do gene mitocondrial (mtDNA)
da citocromo oxidase subunidade | (COI) para a identificacdo de espécies de vertebrados (Hebert
et al. 2003). Entretanto, outros marcadores também foram desenvolvidos com o objetivo de
identificar espécies de divergéncia recente, espécies cripticas ou variantes geograficas (Naylor et
al. 2012). Os principais marcadores alternativos utilizados s&o: NADH desidrogenase sub-
unidade 2 (ND2, mtDNA) (Henderson et al. 2016) e o internal transcribed spacer region (ITS2,
DNA nuclear) (Pank et al. 2001).

A identificacdo molecular ja tem sido amplamente usada para identificar espécies de
tubarGes diretamente afetadas pela producdo pesqueira no Brasil (Pinhal et al. 2008; Mendonca
et al. 2010; Pinhal et al. 2012; Rodrigues-Filho et al. 2012; Domingues et al. 2013; Carvalho e
Freitas 2013) e no mundo (e.g. Shivji et al. 2005, Abercrombie et al. 2005, Clarke et al. 2006,
Liu et al. 2013; Chuang et al. 2016). Entretanto, o Maranh&o, que possui uma producao pesqueira
expressiva de elasmobranquios (Lessa et al. 1999; Almeida 2008), ainda carece desse tipo de
estudo. Alem disso, o carater local e constante das capturas, somado ao extenso litoral, a
ocorréncia de varias espécies ameacadas, auséncia de dados recentes sobre a composicdo
pesqueira e 0 desembarque de especimes cuja identificacdo morfolégica fica comprometida,
dificultam a obtencdo de dados cientificos precisos e, consequentemente, a tomada de medidas

de conservacao para as espécies explotadas e inspecao efetivas.
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Sendo assim, a identificacgho molecular de espécies de tubarGes pescadas e
comercializadas no Maranhdo torna-se uma ferramenta essencial para fiscalizacdo eficaz e
aplicacéo efetiva das leis ambientais. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
investigar a composicdo de espécies de tubardes comercializados no maior porto pesqueiro do
Estado, localizado no municipio de Tutoia, usando a ferramenta de identificacdo por DNA para

verificar a ocorréncia de pesca e/ou comercializacdo ilegal de espécies ameacadas de tubardes.
MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

Tutoia (Figura 1) possui uma das frotas pesqueiras com maior volume de producdo do
Estado do Maranhdo, com barcos de 10 a 13 metros e autonomia de até 20 dias (Martins 2015).
A maioria das embarcacOes voltadas para captura de peixes usa como petrecho de pesca redes de
emalhar de 6 km de comprimento com 11 cm de malha entre n6s (Obs. pessoal). Os tubarGes
desembarcados, em geral, sdo capturados como pesca acompanhante do peixe-serra

(Scomberomorus brasiliensis), camurupim (Megalops atlanticus) e pescada (Cynoscion acoupa).
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Fig. 1 Localizacdo da cidade de Tut6ia, no extremo leste do estado do Maranhdo, onde amostras

de tecidos de tubardes foram coletadas.

Foram obtidas 336 amostras de tecidos de musculo e nadadeira entre 2014 e 2016, por
meio do acompanhamento do desembarque da producdo pesqueira e de visita a0 mercado
municipal de pescado. Foram feitas cinco coletas, abrangendo os periodos seco e chuvoso.
Apenas espécimes cuja identificacdo morfoldgica ndo poderia ser realizada foram amostrados, ou
seja, espécimes desembarcados ou comercializados sem cabega e/ou nadadeiras (charuto) (Figura
2). As amostras de tecido foram fixadas em etanol 100% e levadas ao Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular (LabGeM/UFMA), onde foram armazenadas a -20°C até a extracdo de DNA.
A autorizacdo para coleta e transporte de material foi concedida pelo IBAMA (N. 50091-1).
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Fig. 2 Comercializacdo de tubarBes processados (charuto) no municipio de Tutoia.

Obtencao e analise de dados moleculares

Do total de amostras, 284 tiveram o DNA extraido com sucesso usando o protocolo
adaptado de Aljanabi & Martinez (1997) e o kit de extracdo Wizard Genomics Purification
(Promega). O material genético obtido foi quantificado em Nanodrop 2000 (ThermoFisher) e
visualizado em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium).

Para a identificagdo molecular das amostras, foram usados dois marcadores mitocondriais
(COIl e NADH2) e um nuclear (ITS2). As amplificacGes dos fragmentos foram realizadas com
primers descritos na literatura para os genes COIl (FISH FI/R1, Ward et al. 2005), NADH2
(ILEM/ASNM, Naylor et al. 2012) e ITS2 (FISH5.8S/FISH28S, Abercrombie et al. 2005). As
condicbes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para o COI foram: 94°C por 2 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30s, 54°C por 30s, 72°C por 60s e temperatura de extensdo
72°C por 10 minutos. Para 0 ND2, as temperaturas de reacdo foram 94°C por 3 minutos, seguido
por 39 ciclos de 94°C por 30s, 48°C por 30s e 72°C por 90s e temperatura de extensao por 5
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minutos. Para o ITS2, as condi¢des de reacdo foram 94°C por 15 minutos, seguido por 35 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 64°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e temperatura de extensdo 72°C
por 5 minutos. A verificagdo dos produtos de PCR foram feitas por meio de eletroforese em gel
de agarose 1% (90V, 300mA, 30min). Os amplicons foram purificados usando o kit Illustra Exo
Prostar (GE Healthcare Life Sciences) e posteriormente sequenciados unidirecionalmente usando
BigDye terminator v3.1 kit (Applied Biosystems) em sequenciador automatico ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias foram selecionadas quanto a qualidade, editadas no software Geneious Pro
versdo 4.5.8 (Kearse et al. 2012), e alinhadas usando MUSCLE (Edgar 2004). As distancias
geneéticas intra e inter-especificas foram calculadas usando o modelo Kimura-2-parametros
(K2P) (Kimura 1980) no software MEGA 6 (Tamura et al. 2011). A identificagdo das amostras
foi realizada através de BLAST (Basic Local Alignment Research Tool) (Madden 2002),
comparando as sequéncias obtidas para cada marcador com as disponibilizadas nos bancos de
DNA do NCBI (National Center for Biotechnology Information) para os trés marcadores e no
BOLD (Barcodes of Life Database) para o COl. O parametro de validagdo utilizado para a
identificacdo de uma espécie foi de divergéncia genética maxima de 2% entre as sequéncias para
todos os marcadores usados (Hebert et al. 2003; Abercrombie et al. 2005; Henderson et al.
2016). Arvores neighbor-joining foram construidas no software MEGA 6 para os marcadores
mitocondriais, usando-se também sequéncias das espécies identificadas ja existentes nos bancos
de dados do NCBI e BOLD (CFSAN122-11; ESHKC146-07; ANGBF11050-15; ESHKDO066-
07; ESHKDO054-07; ANGBF12418-15; ANGBF11453-15; ANGBF12565-15; JQ518620.1;
JQ518621.1; U91417.1; U91422.1; JQ518692.1; JQ518648.1; JQ518646.1; JQ518651.1;
JQ518690.1).

Classificacdo de ameaca de extingdo

Para a classificagdo de grau de ameaca de extingdo em nivel nacional, foi consultada a
Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extingdo — Peixes e Invertebrados
Aquaticos (Portaria 445/2014 Ministério do Meio Ambiente). Para o nivel internacional, foram
usadas informacdes presentes na Lista Vermelha da IUCN (International Union for the

Conservation of Nature) e da presenca ou nao destas nos apéndices da CITES (Convention on
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International Trade of Endangered Species of Wild Fauna and Flora) — organizagdo que tem

como funcgdo delimitar o comércio de espécies ameacadas de extin¢cdo no mundo.

RESULTADOS

Citocromo Oxidase Subunidade 1 (COIl)

De 254 amostras testadas, 148 tiveram o marcador amplificado e 75 produziram
sequéncias com qualidade suficiente para a identificagdo molecular. Depois de alinhadas, as
sequéncias resultaram em 580 pares de base. As sequéncias de COI forneceram identificacéo
para sete espécies (Rhizoprionodon porosus, Sphyrna mokarran, Sphyrna lewini, Ginglymostoma
cirratum, Carcharhinus acronotus, Carcharhinus porosus, Galeocerdo cuvier) cinco géneros,
trés familias (Carcharhinidae, Sphyrnidae, Ginglymostomatidae) e duas ordens

(Carcharhiniformes e Orectolobiformes) (Tabela 1).

A distancia genética K2P média entre as espécies foi de 3,1% (Tabela 1). Todas as
espécies identificadas tiveram divergéncia maior do que 2% quando comparadas entre si, sendo
as menores entre as duas espécies do género Carcharhinus e as maiores entre Ginglymostoma

cirratum (familia Orectolobidae) e as demais espécies da familia Carcharhinidae.

Tabela 1: Distancias genéticas Kimura 2-parametros pareadas para o fragmento do gene COI das
espécies de tubardes identificadas.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7
Rhizoprionodon porosus (1)

Sphyrna mokarran (2) 0.047

Sphyrna lewini (3) 0.056  0.064

Carcharhinus acronotus (4) 0.038 0.062 0.060

Carcharhinus porosus (5) 0.047 0.067 0.069 0.025

Galeocerdo cuvier (6) 0.041 0.058 0.068 0.032 0.051
Ginglymostoma cirratum (7)  0.118 0.127 0.129 0.125 0.127 0.121

A arvore neighbor-joining (Figura 2) reforga a identificagdo das espécies usando o

método do DNA barcode. O alinhamento obtido resultou na formacdo de clados com suporte
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elevado correspondentes as especies identificadas. Entretanto, ndo foi possivel separar, segundo
os parametros delimitados por Hebert et al (2003), as espécies Rhizoprionodon porosus e R.

terranovae (Genbank) usando o COI.

R. porosus

>- Carcharhinidae

R terranovae™

|
C. acronotus
03 093
056 1

< C. porosus

I—Q G. cuvier _/

S. mokarran Sphyr‘[]]_dae

<1 8. lew! . B
G. cmarm Ginglymostomatidae

Fig. 3 Arvore de neighbor-joining para as espécies de tubardo identificadas pelo marcador COI.
Valores mostrados nos ramos representam os valores de suporte de cada né calculados por meio
de bootstrap (1000 pseudoréplicas). A espécie marcada com * ndo foi encontrada entre as

amostras, mas inserida a partir de sequéncias retiradas da base de dados do NCBI.
NADH Desidrogenase Subunidade 2 (NADH2)

Foram testadas 141 amostras, das quais 45 foram amplificadas e 31 sequenciadas com
éxito. Apos alinhadas, as sequéncias resultaram em 648 pares de base. Por este marcador, foram
identificadas sete espécies (R. porosus, C. acronotus, C. limbatus, S. mokarran, S. tudes, S.
lewini, Galeocerdo cuvier) de quatro géneros e duas familias diferentes (Carcharhinidae e
Sphyrnidae), ambas da ordem Carcharhiniformes. A média de divergéncia interespecifica foi de
6,1 % (Tabela 2). A menor distancia foi entre Carcharhinus limbatus e Sphyrna mokarran

(4,7%) e a maior foi entre Galeocerdo cuvier e Sphyrna tudes (11,7%).
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Tabela 2: Distancias genéticas Kimura 2-parametros pareadas para o fragmento do gene NADH2

das espécies de tubardes identificadas.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7
Sphyrna lewini (1)

Sphyrna tudes (2) 0.084

Sphyrna mokarran (3) 0.070 0.081

Galeocerdo cuvier (4) 0.112 0.117 0.091

Carcharhinus limbatus (5) 0.087 0.075 0.047 0.088

Rhizoprionodon porosus(6) 0.075 0.086 0.054 0.103 0.077
Carcharhinus acronotus (7) 0.079 0.088 0.063 0.101 0.053 0.081

Os clados presentes na Figura 3 representam 0s grupos de espécies identificadas com o

marcador NADH2 e reforca sua capacidade de identificacdo de espécies. Ao contrario do gene

COl, o NADH2 foi capaz de separar, segundo os padrdes delimitados na literatura (Henderson et

al. 2016), as espécies do género Rhizoprionodon.

045

0.99
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—< S tudles
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Fig. 4 Arvore de neighbor-joining para as espécies de tubardo identificadas pelo marcador

NADH2. Valores mostrados nos ramos representam os valores de suporte de cada no calculados
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por meio de bootstrap (1000 pseudo-réplicas). Espécies marcadas com * ndo foram encontradas

entre as amostras, mas inseridas a partir de sequéncias retiradas da base de dados do NCBI.
Internal Transcribed Spacer 2 (1TS2)

Foram testadas 65 amostras, das quais 23 foram amplificadas. Das 23, nove foram
sequenciadas e trés espécies identificadas: Sphyrna mokarran, Galeocerdo cuvier e
Rhizoprionodon porosus (familias Carcharhinidae e Sphyrnidae, ambas da ordem
Carcharhiniformes). A distancia genética interespecifica média foi de 13,6%. A menor distancia
foi entre Galeocerdo cuvier e Rhizoprionodon porosus (11,3%) e a maior foi entre R. porosus e
Sphyrna mokarran (21,9%). Devido ao pequeno numero de sequéncias, a arvore neighbor-

joining para este marcador ndo foi estimada.

Tabela 3: Distancias genéticas Kimura 2-parametros pareadas para o fragmento do ITS2 das
espécies de tubardo identificadas.

Espécie 1 2 3
Galeocerdo cuvier (1)

Rhizoprionodon porosus (2) 0.113

Sphyrna mokarran (3) 0.191 0.219

Identificacdo de espécies ameacadas

Foram identificadas, com os trés marcadores, nove espécies de tubarfes, pertencentes a
trés  familias (Carcharhinidae, Sphyrnidae, Ginglymostomatidae) e duas ordens
(Carcharhiniformes e Orectolobiformes). A lista com as espécies identificadas encontra-se na
Tabela 4, juntamente com seus respectivos status de conservacdo de acordo com a Portaria
n°445/2014 (MMA), a IUCN e sua regulacéo na CITES.

Tabela 4: Lista de espécies identificadas pelos trés marcadores moleculares, legislagbes punitivas
de pesca e seu grau de ameaca de extincdo: DD — Dados deficientes; LC — pouco preocupante;
VU — Vulneravel; NT — Pouco ameacada; EN — Ameacada; CR — criticamente ameacada. CITES
(Convention on International Trade of Endangered Species of Wild Fauna and Flora). IUCN

(International Union for the Conservation of Nature). Nimero de espécimes identificados para
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cada espécie representado por n. Espécies sem delimitacdo nas categorias de conservagdo nédo
estdo presentes nas listas (-). Asteriscos representam especies que estdo com algum grau de
ameaca de extingdo no Brasil, tendo sua captura e comercializacéo proibidas em todo o territorio
nacional. t representa espécies incluidas no Apéndice 2 da CITES, que inclui espécies listadas
nas categorias mais brandas de ameaca de extingdo e tém o comeércio internacional liberado

mediante documentacgdo exigida, sem restricdo para importagéo.

Espécie Portaria 445/2014 CITES Status IUCN n
G. cirratum* VU - DD 1
C. porosus* CR - DD 1
S. tudes*t CR Apéndice 2 VU 1
G. cuvier - - NT 7
S. lewini*t CR Apéndice 2 EN 3
S. mokarran*+t EN Apéndice 2 EN 21
R. porosus - - LC 53
C. acronotus - - NT 25
C. limbatus - - NT 2
Total 114
DISCUSSAO

Neste estudo, foram encontradas nove espécies de tubardo dentre as amostras coletadas,
das quais oito sdo consideradas ameagadas nacional e/ou mundialmente. A identificacdo de
espécies ameacadas de extingdo sendo comercializadas no municipio de Tutoia constitui um
alerta para a préatica de crimes ambientais na producdo pesqueira do Maranh&o. Sendo assim, a
ferramenta molecular forneceu dados precisos acerca da captura de elasmobranquios e deve ser
usada nas estatisticas pesqueiras nacionais. Estudos de genética forense aplicada a pesca tém
contribuido para o melhor entendimento e monitoramento da comercializacdo de pescados no

mundo todo (Clarke et al. 2006; Henderson et al. 2016). Por conta disso, violagcdes nas
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legislacbes ambientais locais e internacionais vem sendo evidenciadas com maior frequéncia
(Liu et al. 2013; Sembiring et al. 2015).

Marcadores moleculares para identificacdo de espécies

A ferramenta de barcodes de DNA usando o COIl foi eficaz para identificacdo das
espécies de tubardo comercializadas em Tutoia, corroborando os trabalhos de Ward et al. (2005)
e Holmes et al (2009). Os resultados obtidos com o COI foram satisfatérios para a maioria das
espécies, pois a distancia genética interespecifica foi maior do que os 2% estabelecidos por
Hebert et al (2003) como limite inferior para delimitacdo de espécies (Tabela 1). Entretanto,
marcadores com diferentes taxas de evolucdo vém sendo Uteis na sistematica molecular para a
resolucdo de incertezas taxondmicas e descoberta de variantes geograficas (Naylor et al. 2012;
Quattro et al. 2006; Henderson et al. 2016). Portanto, a proposta de Hebert et al. (2003) para o
uso de um unico marcador (COIl) para identificacdo de espécies animais deve ser seguida com
ressalvas. Neste trabalho, o uso de maltiplos marcadores foi crucial para a obtencao de resultados

mais confiaveis.

Por exemplo, no caso de Rhizoprionodon, quando as sequéncias de COI foram
submetidas ao BLAST no BOLD, resultaram em 100% de similaridade com sequéncias de R.
porosus e R. terranovae, espécies-irmas de divergéncia evolutiva recente e com identificacao
morfoldgica confusa (Compagno et al. 2005; Naylor et al. 2012). Entretanto, R. terranovae
ocorre apenas até o Golfo do México, enquanto que R. porosus ocorre do Caribe até o sul do
Brasil (Compagno et al. 2005). Portanto, a literatura disponivel acerca da distribuicdo geografica
dessas duas espécies foi fundamental para confirmar as amostras de Tutdia como de individuos

de R. porosus.

Ambos os marcadores ND2 e ITS2 foram ainda mais eficientes em delimitar as espécies
do género Rhizoprionodon, permitindo separar R. porosus de R. terranovae e R. lalandii,
sugerindo que sd@o marcadores de maior resolucdo para espécies de divergéncia mais recente. O
gene ND2 vem sendo usado nos ultimos anos para a realizacdo de revisfes taxondmicas em
grupos de elasmobranquios (Faria et al. 2013), analises filogenéticas de grande escala (Naylor et

al. 2012) e identificacbes de pescado comercializado (Henderson et al. 2016). J& 0 marcador



331
332

333

334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353

354
355
356
357
358
359
360

ITS2 vem sendo usado para identificagio molecular de tubardes, através de PCR multiplex
(Abercrombie et al. 2005; Dudgeon et al. 2012).

Pesca e regulacao

O uso de ferramentas de identificacdo molecular de espécies tem sido usado como base
para aplicacdo de medidas regulatérias pela CITES para certas espécies como raias do género
Manta, comércio ilegal de carne de baleia, barbatanas de tubardes e chifres de rinocerontes
(lyengar, 2014; Zeng et al. 2016). Os resultados obtidos neste trabalho revelam a pesca e
comércio de espécies ameacadas, corroborando estudos realizados na Asia, onde espécies
ameacadas de extincdo também foram identificadas dentre os bioprodutos comercializados
(Clarke et al. 2006; Liu et al. 2013; Sembinrig et al. 2015). Algumas espécies identificadas nos
estudos acima citados também foram amostradas no presente trabalho, como S. mokarran, S.
lewini, C. limbatus e G. cuvier, todas com distribuicdo global (Weigmann 2016). Ja no Brasil,
estudos de identificacdo molecular através de DNA barcoding mostram diversidade de espécies
de elasmobranquios inferior a obtida neste trabalho, mas também evidenciam a captura de
espécies ameacadas nacional e internacionalmente (e. g. S. lewini) (Ribeiro et al. 2012; Carvalho
e Freitas, 2013; Domingues et al. 2013). A baixa diversidade nestes trabalhos se deve,
provavelmente, ao fato de ndo terem sido realizados com o objetivo de monitoramento e
investigacdo das espécies de tubardo pescadas nas localidades estudadas, mas sim de
identificacdo de peixes marinhos (cartilaginosos e teledsteos) ou de amostras de tubardes obtidas
pontualmente. Sendo assim, o presente trabalho evidencia que um ndmero maior de espécies
ameacadas do gue se sabia estd sendo comercializado no pais, fruto de pesca predatoria artesanal.
Portanto, o uso de identificacdo molecular de tubarbes, usado em estudos de monitoramento de
pescado, é essencial para a avaliacdo de captura de espécies ameacadas no Brasil.

A comercializacdo local de tubardes € regida por leis estaduais ou nacionais, enquanto
que as leis internacionais (e.g CITES) ndo tém aplicacdo no Maranhdo enquanto ndo ocorrer
exportacdo. Entretanto, o grau de ameaga proposto pela IUCN, apesar de ndo ter carater
regulatorio, serve de diretriz para a elaboracéo de legislagdo acerca da conservacao de espécies
ameacadas. Portanto, apesar de apenas cinco (S. mokarran, S. lewini, S. tudes, G. cirratum e C.
porosus) das nove espécies encontradas neste estudo terem a pesca, comercializacdo e

armazenamento proibidos em territdrio brasileiro, a captura das espécies consideradas sob algum
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grau de ameaca mundialmente, com base na lista da IUCN (Carcharhinus acronotus,
Carcharhinus limbatus, Galeocerdo cuvier, Sphyrna mokarran, S. tudes e S. lewini), também

deve ser minimizada.

Dentre as amostras identificadas, as espécies Rhizoprionodon porosus e Carcharhinus
acronotus foram as mais abundantes, representando 46% e 21,7%, respectivamente. Atualmente,
nenhuma das duas encontra-se na lista de nacional de espécies ameacadas, mas C. acronotus é
considerado sob iminente ameaca de extin¢cdo em nivel internacional. Além disso, no caso de R.
porosus, apesar da estratégia reprodutiva anual e continua (Mattos et al. 2001; Cortés 2002),
estudos demograficos sdo inexistentes. Portanto, a elevada pressdo pesqueira pode ser prejudicial
as populacdes de R. porosus, e pode estar ocasionando reducao populacional na regido. No caso
de C. acronotus, sua capacidade de recuperacdo populacional € menor por conta de menores
taxas de crescimento populacional (Cortés 2002). Essa espécie tem reproducado bienal, maturacao
sexual a partir de 4,5 anos para fémeas e media de 3,5 filhotes por gestacdo (Driggers et al.
2004). Levando essas caracteristicas em conta, 0 numero de espécimes (n=25) identificados é
alarmante, podendo representar uma grande parcela capturada de uma populacdo em possivel

declinio.

A quantidade de espécimes do género Sphyrna presente nas amostras também foi
elevada. Sphyrna mokarran, por exemplo, correspondeu a 18,2% das amostras identificadas.
Além de S. mokarran, outras duas espécies (S. tudes = 1,14% e S. lewini = 3,45%), criticamente
ameacadas no Brasil, foram amostradas no trabalho. Esses dados sdo preocupantes, visto que este
género encontra-se sob ameaca de extingdo em nivel global. Além das caracteristicas K-
estrategistas, que resultam em uma baixa resiliéncia a pressfes externas como sobrepesca e perda
de habitat, a morfologia do género Sphyrna (e.g. grande porte, cabeca em formato de martelo)
facilita sua captura em redes de emalhar (Gallagher et al. 2014). No Sul do Brasil, espécies desse
género sdo as principais componentes da pesca acompanhante de Micropogonias furnieri,
pescado com redes de emalhar ancoradas (Kotas et al. 2012). Os dados demonstram que 0s
tubarBes-martelo também sdo suscetiveis a captura acidental em redes de emalhar de deriva.
Apesar de ndo serem espécies-alvo, os dados mostram que a pesca deste grupo de espécies pode

ter alcancado niveis preocupantes na regido do delta do Parnaiba.
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As demais espécies, somadas, corresponderam a 13,8% do total de amostras identificadas
(G. cuvier = 8,05%, C. limbatus = 2,3%, G. cirratum = 1,14%, C. porosus = 1,14%). A baixa
ocorréncia destas espécies é um dado preocupante no ponto de vista local, visto que sdo espécies
de ampla distribuicdo (Weigmann 2016). Particularmente, a baixa quantidade de C. porosus
neste trabalho € surpreendente, visto que esta era uma das espécies mais abundantes no Estado na
década de 1990 (Lessa 1997). Isso pode ter ocorrido devido ao petrecho de pesca utilizado pelos
pescadores. As redes de emalhar utilizadas pela grande maioria dos pescadores capturam 0s
peixes passivamente enquanto que, para a captura de tubarBes, o método mais eficaz é o
espinhel, que atrai os animais de forma mais efetiva através do uso de iscas. No caso de G.
cirratum, sua captura é comum no litoral central do Maranhdo com o uso de espinhel (Martins
2015). Além disso, essa espécie é conhecida pela sua fidelidade local e associacdo a fundos
rochosos (Rosa et al. 2005). Sua baixa abundancia entre as amostras identificadas pode ser
devido, também, a particularidades do habitat das regides exploradas pelos pescadores, como
auséncia de rochas. Considerando o tipo de amostragem usado, os resultados obtidos nao
apresentam evidéncias contundentes da real situacdo dessas populacdes e estudos mais
profundos, usando outros petrechos de pesca, sao necessarios para tal.

A auséncia de algumas espécies reportadas no Estado ha 30 anos (e. g. Carcharhinus
perezi, Carcharhinus obscurus, Carcharhinus plumbeus, Carcharhinus leucas e R. lalandii),
assim como a baixa abundéancia das espécies anteriormente citadas, sdo dados preocupantes, pois
sugerem declinios populacionais. A auséncia de fiscalizacdo e de dados pesqueiros sdo fatores
agravantes desta situacdo. Segundo Martins (2015), a percepcdo dos pescadores é de que a
tendéncia de reducdo das populacdes de tubardes no Estado se agrave no futuro, caso o cenario

atual se mantenha.

Considerando a tradicional pesca artesanal na regido, sugere-se a aplicacdo de medidas de
mitigacdo de captura acompanhante de espécies de tubardo que ndo afetem significativamente a
captura das espécies-alvo. Entre estas estdo o uso de redes mais tensionadas com boias maiores
na linha principal (Thorpe e Frierson 2009), menor tempo de permanéncia na agua e devolucao
dos espécimes que forem capturados ainda com vida. Adicionalmente, sugere-se a realizacdo de
futuros estudos na regido que visem a realizacdo de andlises demograficas, avaliacbes da

dindmica populacional das espécies, compreensao da diversidade genética de cada espécie e seus
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padrdes de uso de habitat, além da delimitacdo de areas prioritarias. A obtencdo desses dados é

essencial para o estabelecimento de estratégias de conservacgdo para tubardes.
CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho contribuem para o melhor entendimento da fauna
de elasmobranquios comercializada na porcdo maranhense do Delta do Rio Parnaiba. A
metodologia usada, principalmente pelo uso de varios marcadores com diferentes taxas de
evolucdo, mostrou-se eficaz e deveria ser implementada na fiscalizacdo de pescado no Maranhao
e no Brasil. Cinco espécies de tubardes ameacadas de extincao, cuja pesca e comercializacdo sao
proibidas, foram encontradas em comercializacdo em Tutoia (MA). Isso demonstra a pratica de
crimes ambientais na regido. Ao curto prazo, medidas como moratérias regionais que visem
diminuir o nimero de tubardes capturados como pesca acompanhante poderdo levar a bons
resultados. E necesséario que as punicBes para os crimes ambientais aqui evidenciados sejam
colocadas em pratica pelos 6rgaos responsaveis e que a fiscalizacéo seja efetiva e constante para

que a sobreexplotacdo das espécies de tubardo seja coibida.
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