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RESUMO

A classe dos Chondrichthyes é representada pelos elasmobranquios (peixes
cartilaginosos), ao qual divide-se em duas subclasses: Elasmobranchii (Tubardes e Raias) e
Holocephalii (Quimeras). O género Myliobatis € composto por 11 espécies validas
distribuidasao redor do mundo, destas trés sdo ocorrentes na costa do Brasil, Myliobatis
freminvillei (Lesueur, 1824), Myliobatis goodei (Garman, 1885) e Myliobatis ridens
(Ruocco, Lucifora, Astarloa, Mabragafia & Delpiani, 2012). A taxonomia das raias da
familia Myliobatidae permaneceu por muitas décadas inalterada. Contudo, recentemente
vérios estudos vem redefinindo a validade de familias, bem como a presenca de novas
espécies dentro deste grupo.O presente estudo, realizou uma filogenia molecular do género
Myliobatis, testando a eficacia do DNA barcode na resolucdo das espécies do género.
Individuos foram coletados nos estadosdo Para e Sdo Paulo, onde os genes COl e RAG1
foram amplificados e comparados com sequéncias disponiveis no Genebank. Os resultados
das amostras revelaram que: 1- Das nove espécies utilizadas no presente estudo, sete (7)
foram recuperadas de forma monofilética em todas as inferéncias realizadas. As excessoes
foram M. freminvillei e M. chilensis. No caso da primeira, as amostras obtidas do sudeste
do Brasil, se mostraram geneticamente distintas em relacdo as sequéncias de individuos
provenientes dos EUA; 2- Em nenhuma das inferéncias filogenéticas realizadas as espécies
sul americanas foram recuperadas como especies irmas. As linhagens de M. fremenvillei
foram recuperadas mais proximamente relacionadas a M. californica, espécie restrita a
regido do Oceano Pacifico (México e Califérnia), enquanto M. goodei foi recuperada como
espécie irma de M. chilensis e finalmente, a Gltima espécie descritado género (M. ridens) foi
recuperada mais proxima a M. peruvianus. Adicionalmente, os resultados também indicam
a existéncia de uma nova linhagem genética de M. freminvillei no Brasil. Tal presenca de
uma nova linhagem de Myliobatis confirma a necessidade de estudos mais apurados em
relacio a fauna de elasmobranquios que ocorrem no Atlantico Sul Ocidental. Uma
amostragem mais robusta, bem como inferéncias sistematicas irdo auxiliar na delimitacdode

ocorréncia desta nova linhagem no litoral brasileiro.

Palavras-chave: Elasmobranguios; Myliobatis; DNA Barcoding; Espécie criptica.



ABSTRACT

The class of the Chondrichthyes is represented by the elasmobranch (cartilaginous fishes),
which it divides in two subclasses: (sharks and rays) and Holocephalii (Chimeras). The
genus Myliobatis is composed for 11 valid species distributed around the world, where
three are present along the Brazilian Coast: Myliobatis freminvillei (Lesueur, 1824),
Myliobatis goodei (Garman, 1885) and Myliobatis ridens (Ruocco, Lucifora, Astarloa,
Mabragafia & Delpiani, 2012). The taxonomy of the rays belonging to the Family
Myliobatiformes remains unaltered for long time. However, recent study’s bringing new
insights about the validity of the family as well, the presence of new undescribed species
within the genus. The present study performs a molecular phylogeny of the Myliobatis
genus, testing the efficiency of the DNA Barcoding tool for the resolution of the species
within the genus. Individuals from Para and Sao Paulo State where the genes COI and
RAG1 was amplified. The Results shows two main finding: 1-From the nine species
utilized in the present study, seven was recovered as monophyletic taxa in all phylogenetic
procedures; the exceptions were M. freminvillei e M. chilensis. For the first one, samples
from southeastern Brazil are genetically different from sequences from USA; 2- No one of
the Brazilian specimens was recovered as sister species where M. fremenvillei was
recovered more closely related to M. californica, a species restrictedto the Pacific Ocean
(Mexico and California), while M. goodei was recovered as sister species of M. chilensis
and finally, M. ridenswas recovered more closely to M. peruvianus. Additionally, our
results indicate the presence of a new genetic lineage of M. freminvillei in Brazilian waters.
This results show the importance of more accurated studies targeted for fauna of
elasmobranch species in Southwestern Atlantic. More sampling efforts as well and a
systematic review will be helping to clarify the delimitation of thi snew genetic lineage on

the brazilian coast.

Keywords: Elasmobranch; Myliobatis; DNA Barcoding; Cryptic species.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais dos Elasmobranquios

A classe dos Chondrichthyes é representada pelos elasmobranquios (peixes
cartilaginosos), ao qual divide-se em duas subclasses: Elasmobranchii (Tubarfes e Raias) e
Holocephalii (Quimeras) (Figura 1) (Nelson, 1994). As estimativas da diversificagdo desse
grupo com base em sequéncias de DNA séo da ordem de 300-460 milhdes de anos atras
(Cunhaet al., 2017) e a historia de vida dos elasmobranquios indica que sdo organismos
muito bem sucedidos quanto as adaptacfes ao ambiente no processo evolutivo (Martins,
2007).

Figura 1: A e B sdo representantes da subclasse Elasmobranchii e C é representante da subclasse
Holocephalii.

Fonte: httpf/]VV\MN.naturezaeconservacao.eco.br/2015/0/tubar—sera—mesmo—ue—sao—os.htI
http://mww.fishbase.org/images/species/chmon_u6.jpg;
http://29palms.ru/index.php?link=blog&action=showblog&blog=9344.

Esses peixes caracterizam-se principalmente por terem um esqueleto cartilaginoso e
cinco a sete pares de fendas branquiais, e ainda possuem alta longevidade, crescimento
lento, podendo atingir grandes tamanhos corporais, a maturacdo sexual € tardia nesses
individuos, emvirtude disso eles possuem uma baixa taxa de crescimento populacional, e
consequentemente priorizam o sucesso da prole, sendo conhecidos como organismos K

estrategistas (Franco, 2010). Os elasmobranquios desenvolveram estrategias reprodutivas


http://www.naturezaeconservacao.eco.br/2015/02/tubaroes-sera-mesmo-que-sao-os.html
http://www.fishbase.org/images/species/chmon_u6.jpg
http://29palms.ru/index.php?link=blog&amp%3Baction=showblog&amp%3Bblog=9344
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diferentes dos peixes teledsteos, esses organismos apresentam fecundagéo interna, sendo
que os machos possuem um apéndice sustentado por cartilagens, denominado clasper
(Figura 2), que se desenvolve na margem interna de cada nadadeira pélvica, e por ocasido
da cépula, é introduzido na abertura genital da fémea, garantindo a passagem do esperma e
a fecundacéo (Figueiredo, 1977).

Figura 2: Orgéo reprodutor dos machos, denominado Clésper.
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. '.Afléridai'museum.ufl .edu/fish/aiécover/sharks/biology/

Fonte: httf)s://

As espécies deste grupo de organismos estdo distribuidas atualmente em todos o0s
mares e oceanos, em aguas tropicais, subtropicais, temperadas e frias, podendo habitar
regides costeiras e oceanicas, associados a ambientes peldgicos, demersais, recifais e até
mesmo ha exemplares ocorrentes em agua doce (Compagno 1990; Gruber, 1990).

Os tubar@es, Superordem Selachimorpha, geralmente apresentam corpo alongado e
fusiforme, com nadadeiras peitorais destacadas da cabeca e cinco a sete pares de fendas
branquiais situados nas laterais da cabeca, sdo peixes carnivoros e pelagicos, e em sua
quase totalidade, sdo peixes altamente adaptaveis, ocupando diversos nichos ecoldgicos,
habitam &aguas costeiras e oceanicas, da superficie ao fundo, em praticamente todos 0s
mares (Rodrigues-Filho, 2008). Esses individuos podem atingir tamanhos que variam de
0,16 m (tubardo vagalume — Etmopterus perryi Springer & Burgess, 1985) a 18 m de
comprimento (tubardo baleia — Rhincodon typus Smith, 1828) (Benson et al., 2001;
Szpilman, 2004).

As raias, Superordem Batoidea, sdo caracterizadas pelo corpo achatado
dorsoventralmente, com olhos e espirdculos localizados no topo da cabeca (Compagno
1977, 1999). Apresentam boca e fendas braquiais dispostas na regido ventral, nadadeiras

dorsais e caudais normalmente sdo reduzidas ou ausentes e nadadeira anal inexistente


http://www.floridamuseum.ufl.edu/fish/discover/sharks/biology/
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(Bigelow & Schoroeder, 1953; Nelson, 1994). Diferentemente das espécies de tubardes, a
grande maioria das espécies de arraias apresentam habito bentbnico e sedentério, sendo
encontradas associadas a fundos marinhos e oceanicos onde, na presenga de areia, podem
se enterrar, comportamento esse, que auxilia na captura de presas (Gadig, 2001). Algumas
espécies também apresentam habitos peldgicos, ou seja, mais ativos, utilizando a boca
aberta durante a natagdo para entrada de grande quantidade de agua que passa pelas
branquias (Szpilman, 2004).

Estudos sobre a biodiversidade desses individuos, ainda sdo escassos (Chapman et
al, 2005; Carraro & Gladstone, 2006; Robbins et al, 2006; Heupel et al, 2010; Wiegand et al,
2011; Knip et al, 2012). Em ultimo levantamento realizado por Bornatowisk e Abilhoa
(2012), no mundo inteiro sdo conhecidas cerca de 500 espécies de tubardes e 570 espécies
de raias, e destacam que esses numeros podem variar, tanto local quanto
mundialmente.Varias revisdes tem sido realizadas nos dltimos anos tanto por meio de
descoberta e descricdo de novas espécies, separacdo de um grupo em duas ou mais
espécies ou até mesmo pela invalidacdo de outras (Pinhal et al., 2012; Last et al., 2016;
White & Naylor, 2016). Em aguas brasileiras estima-se que existam aproximadamente 81
espécies de tubarbes e 55 espécies de raias(Menezes et al., 2003), entretanto, nos Gltimos
anos, este namero tem aumentado (Pinhal et al.,2012). Ecologicamente, 0s elasmobranquios
integram um grupo importante para a compreensdo dos mecanismos que ocorrem nos
ecossistemas aquaticos, uma vez que ocupam o topo da cadeia trofica, participando de
maneira acentuada no intercdmbio de energia no ambiente em que vivem (Tomas et al.,
2010).

1.2 Ameacas as populacbes de Elasmobranquios

A crescente captura de elasmobranquios decorrente da atividade pesqueira intensiva
tem determinado a continua inclusdo de novas espécies nas listas de risco de extingdo.
Segundo Cahmi et al. (1998), a maior ameaca aos elasmobranquios advém da acao
antropica, seja pela degradacdo dos ambientes costeiros, como pela pesca excessiva. Rosa e
Gagid (2014) reforcamessa visdo ao dizer que as capturas em areas de bercarios e até
mesmo em areas protegidas, juntamente com a degradacdo das zonas costeiras, pela sua
ocupacdo desordenada, poluicdo, assoreamento, destruicdo de manguezais, entre outras
acOes do homem tem impactado diretamente as espécies de Chondrichthyes. Aliado a esses

fatores, também, a inexisténcia de mecanismos fiscalizadores da pesca e de planos para
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manejo sustentdvel das espécies mais exploradas, portanto, torna-se urgente e necessaria a
formulacédo de instrumentos que possam colaborar para a reverséo desse processo (Franco,
2010).

A reducdo da disponibilidade de outros recursos pesqueiros também levou a um
aumento no consumo de elasmobranquios (Rodrigues-Filho & Sales, 2017). Contudo, com
a reducdo dos estoques pesqueiros das espécies mais tradicionais, 0 consumo deste tipo de
carnepassou a ser também difundido e apreciado. Outro fator de grande incentivo a pesca das
espéciesdeste grupo € o consumo de nadadeiras de tubardes pelas populacbes da regido
asiatica e, aos pre¢os praticados no comércio internacional, tem promovido a captura de
tubardes em praticamente todos os mares (Mendonga, 2010).

Devido ao fato das espécies serem K estrategistas, os elasmobranquios sdo mais
suscetiveis a pressao pesqueira, bem como a sobrexploracdo em comparacdo a espécie de
teledsteos. Atualmente, diferentes espécies de peixes, incluindo algumas de tubardes e
raias, estdo relacionadas pelo IBAMA como espécies em extincdo e estdo merecendo
maior atencdo por parte dos pesquisadores e das entidades responsaveis pela conservacao
das especies e dos ambientes (Franco, 2010).

Diante desse cenario, o ministério do meio ambiente, por meio da Portaria n°
445/2014 teve como objetivo reconhecer as espécies de peixes e invertebrados aquaticos
que estdo ameacados de extincdo, incluindo uma série de espéecies de elasmobranquios
(Tabela 1), proibindo a captura, transporte, armazenamento, guarda, manejo,
beneficiamento e comercializacdo das espécies listadas nas categorias EW (Extinta na

Natureza), CR (Criticamente em Perigo) e EN (Em Perigo).
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Tabela 1: Relagdo de espécies de elasmobranquios ameacados de exting¢do nas categorias EN-Em Perigo e
CR-Criticamente em Perigo.

FAMILIA

Carcharhinidae

Sphyrnidae

Triakidae

Hexanchidae
Cetorhinidae

Lamnidae

Ginglymostomatidae

Rhincodontidae

Arhynchobatidae

Dasyatidae

Gymnuridae

Myliobatidae

Potamotrygonidae
Pristidae

Rhinobatidae
Squalidae

Squatinidae

ESPECIE

Carcharhinus galapagensis (Snodgrass
&Heller, 1905)
Carcharhinus  obscurus  (Lesueur,
1818) Carcharhinus plumbeus (Nardo,
1827) Carcharhinus porosus (Ranzani,
1839)
Isogomphodon oxyrhynchus (Muller
&Henle, 1839)

Sphyrna lewini (Griffith & Smith,
1834)Sphyrna media (Springer, 1940)
Sphyrna mokarran (Ruppell, 1837)
Sphyrna tiburo (Linnaeus, 1758)
Sphyrna tudes (Valenciennes, 1822)
Sphyrna zygaena (Linnaeus, 1758)

Galeorhinus galeus (Linnaeus,
1758)Mustelus canis (Mitchill,
1815) Mustelus fasciatus (Garman,
1913) Mustelus schmitti (Springer,
1939)

Notorynchus cepedianus (Péron, 1807)

Cetorhinus maximus (Gunnerus, 1765)

Carcharias taurus (Rafinesque, 1810)

Ginglymostoma cirratum (Bonnaterre, 1788)
Rhincodon typus (Smith, 1828)

Atlantoraja castelnaui (Miranda Ribeiro,
1907)
Rioraja agassizii (Mller & Henle,
1841)Sympterygia acuta (Garman, 1877)
Sympterygia bonapartii (Miller & Henle,
1841)
Bathytoshia centroura (Mitchill, 1815)

Gymnura altavela (Linnaeus, 1758)

Myliobatis freminvillei (Lesueur, 1824)
Myliobatis goodei (Garman, 1885)
Myliobatis ridens (Ruocco, Lucifora,
Astarloa, Mabragafia & Delpiani,
2012)Rhinoptera brasiliensis (Mdiller,
1836)

Paratrygon aiereba (Miller & Henle, 1841)

Pristis pectinata (Latham, 1794)
Pristis pristis (Linnaeus, 1758)
Rhinobatos horkelii (Miller & Henle, 1841)

Squalus acanthias (Linnaeus, 1758)

Squatina argentina (Marini, 1930)
Squatina guggenheim (Marini, 1936)
Squatina occulta (Vooren & Silva,
1991)

Fonte: Adaptado de Portaria n® 445/2014, MMA.

NOME COMUM
tubardo-das-galapagos

Cacao-fidalgo
tubardo-galhudo
Cacéo-azeiteiro

Cacao-quati

tubardo-martelo
tubardo-martelo-de-aba-curta
tubar&o-martelo-grande
tubardo-martelo
tubardo-martelo
tubardo-martelo-liso

Cacdo-bico-doce
Boca-de-velha
Cacao-listrado
tubardo-bico-doce-pintado
Cacdo-bruxa
tubardo-peregrino

Cagdo-mangona
cacdo-lixa
Tubardo-baleia
Raia-chita

Raia-santa
Raia-emplastro
Emplastro-amarelo

Raia-prego-de-cauda-aspera
Raia-manteiga

Raia-amarela
Raia-sapo
Raia-manteiga

Raia-beico-de-boi

Avrraia-aramaca

Peixe-serra
Peixe-serra

Raia-viola
Cacdo-bagre

Cacéo-anjo-de-asa-longa
Cacéo-anjo-espinhudo
Cacdo-anjo-de-asa-curta

CATEGORIA
CR

EN
CR
CR
CR

CR
CR
EN
CR
CR
CR

CR
EN
CR
CR

CR
CR
CR

CR

CR

EN

EN
EN
EN

CR

CR

EN
CR
CR

CR

CR

CR
CR

CR
CR

CR
CR
CR
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Em estudo recente sobre o desembarque de tubarfes na costa norte do Brasil
Feitosa etal., (2018) detectaram nove espécies desses individuos (Carcharhinus porosus;
Sphyrna mokarran; Sphyrna lewini; Ginglymostoma cirratum; Isogomphodon
oxyrhynchus; Sphyrna tudes; Mustelus canis; Sphyrna tiburo; Galeocerdo cuvier), das 17
espécies de tubardo identificadas através da ferramenta de DNA barcoding, que estdo
listadas sob alguma categoriade ameaca de extingdo de acordo com a lei brasileira (Potaria
445/2014 do MMA) e autoridades internacionais (IUCN; CITES - Convengdo sobre o
Comércio Internacional de Espécies Ameacadas de Fauna e Flora Silvestres). A maioria das
espécies de TubarBes-martelo estdo sobameaca em todo o mundo e compuseram 18,7% de
amostras, com Sphyrna mokarran sendo a quarta espécie mais comum entre as amostras
encontradas (Feitosa et al., 2018).

Um dos grandes desafios ao estudo sobre o comportamento das populacdes de
elasmobranquios, frente as atividades de pesca comercial, € a falta de precisdo da
estatistica pesqueira em relacdo as espécies capturadas pelas frotas. 1sso ocorre
principalmente pela dificuldade de identificacdo das espécies, uma vez que muitas delas
apresentam caracteristicas morfologicas externas bastante semelhantes. Por exemplo, as
espécies de raias Pseudobatos horkelli (Muller & Henle, 1841), Pseudobatos percellens
(Walbaum, 1792) e Zapteryx brevirostris (Muller & Henle, 1841), todas da familia
Rhinobatidae, apresentando morfologia bastante conservada (Franco, 2010). O mesmo para
espécies do (agora) género Hypanus, (H. guttatus (Bloch & Schneider, 1801), H.
americanus (Hildebrand & Schroeder, 1928)) que aindaaparecem listadas em desembarques
na regido norte apenas como “arraias” (Gemaque et al., 2017). Estes problemas de
identificacdo muitas vezes impedem um correto conhecimento de quais espécies estao

sendo mais exploradas do que outras (Figura 3).
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Figura 3: Tubar®es e raias comercializados no norte do Brasil.

-

—

L

Fonte: Adaptado de Gemaque, (2017).

Este problema é acentuado para com relacdo as espécies de tubardes, onde o
crescente interesse na sua exploracdo comercial, principalmente para remocdo de
barbatanas vem reduzindo sistematicamente seus estoques, promovendo um
desbalanceamento do equilibrio natural no meio marinho (Tomaz et al., 2010). Os efeitos
induzidos pela remogédo desses predadores da rede de alimentos oceédnicos permanecem
imprevisiveis. No Brasil, os tubardes sdo capturados de forma intensiva, principalmente
para a comercializacdo de barbatanas e, secundariamente, para consumo da carne
(Rodrigues-Filho et al., 2009; Feitosa et al., 2018). Notadamente a sobrepesca desses
individuos causa a reducdo de suas populacdes podendo desencadear efeitos de cascata
trofica, desequilibrando todo o ecossistema (Myers et al., 2007).

Para populacdes de diferentes espécies de tubardes costeiros do noroeste do
Atlantico foram estimados declinios de 40 a 89%, onde se constatou que populacGes de
oito espécies de tubarBes nesta regido tiveram um declinio de 50% nos ultimos 15 anos,
sendo de 89% de reducdo nas populacBes de tubardo-martelo (Sphyrna sp.), 79% para o
tubardo-branco (Carcharodon carcharias Linneus, 1758) e 65% para as popula¢Ges do
tubardo-tintureiro (Galeocerdo cuvier Péron & Lesueur, 1822) (Baum et al., 2003).

Diferentemente dos tubares, ndo existe pescarias direcionadas a espécies de
arraias. Entretanto, algumas espécies sdo alvo de pesca esportiva, ou vitimas de redes de
arrasto de fundo para pesca de camardo, sendo considerada fauna acompanhante e
descartadas depois de ja estarem mortas nas redes (Lessa, 1986; Nunes et al., 2005). Nesta

vertente, algumas espéciesde raias marinhas estdo criticamente ameacadas de extincdo,
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como o peixe-serra ou espadarte (Pristis pristis Linneus, 1758), ao qual ocupa o ranking
de umas das espécies de elasmobranquios mais ameacadas devido a captura acidental e
perda de habitat, assim como o cacgdo-anjo (Squatina guggenheim) espécie que foi muito
capturada nos anos 70 e 80 no sul doBrasil (Voorren & Klippel, 2005).

Segundo a FAO, o Brasil é responsavel pela captura de cerca de 12.000 toneladas
anuaisde tubardes e 5.000 toneladas de raias (FAO, 2009) e, a partir do ano 2000, passou a
ser considerado pela IUCN como um dos seis paises que mais capturam elasmobranquios
em todoo mundo, sendo incluido na categoria “Major Shark fishing State” (Lack & Sant,
2006).

Posto isto, o desenvolvimento de acBes de conservacgdo, através da implementagéo
de um Plano de Agdo Nacional para a conservacdo de Tubardes e Raias Marinhas
ameacadas de extingdo (PAN Tubardes), ao qual tem como objetivo geral “Mitigar os
impactos sobre os elasmobranquios marinhos ameacados de extin¢do no Brasil e de seus
ambientes, para fins de conservagdo em curto prazo”, é a perspectiva de reverter a
prevalente situacdo de ameaca que paira sobre as espécies brasileiras de Chondrichthyes
(Rosa & Gagid, 2014).

1.3 Raias do género Myliobatis Cuvier, 1816

O género Myliobatis é composto por 11 espécies validas distribuidas ao redor do
mundo, a saber: Myliobatis tenuicaudatus Hector, 1877; Myliobatis hamlyni Ogilby, 1911;
Myliobatis tobijei Bleeker, 1854; Myliobatis longirostris Applegate & Fitch, 1964;
Myliobatisperuvianus Garman, 1913; Myliobatis aquila Linneus, 1758; Myliobatis
californicus Gill, 1865; Myliobatischilensis Philippi, 1892; Myliobatis freminvillei Lesueur,
1824; Myliobatis goodei Garman, 1885; Myliobatis ridens Ruocco, Lucifora, Astarloa,
Mabragafia & Delpiani, 2012 onde estas 3 ultimas ocorrem na costa do Brasil (Figura 4)
(White, 2014; Araljo, Marangoni & Velasco, 2017).
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Figura 4: Distribuicdo global das raias do género Myliobatis.

-

Fonte: Discover life (www.

r—

discoerl if.orq)

As raias do género Myliobatis sdo viviparas placentéarias, vivem em aguas costeiras
em regibes tropicais. Possuem um corpo em forma de losango e tem uma projecéo
semelhante a deum focinho na regido da cabeca (Figura 5), individuos adultos podem atingir
até 3 m de largura,apresentam cauda filiforme e alongada semelhante a um chicote, de base
estreita, muito mais longa que o disco, com a presenca de aguilhdo serrilhado, sendo
peconhentas (White & Naylor,2016). Os olhos encontram-se na porgéo lateral da cabeca, a
boca é pequena com dentes em formato de placas adaptados para a alimentacdo de
crustaceos, moluscos e outros invertebrados (Bigelow & Schroeder, 1953; Bond, 1996;
Hamlett, 1999; McEachran & Carvalho, 2002).


http://www.discoverlife.org/
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Figura 5: a) M. freminvillei; b) M. ridens; c) M. chilensis, e d) M. goodei.

Fonte: Naturalista (www.naturalista.mx/photos)

A taxonomia das raias da familia Myliobatidae permaneceu por muitas décadas
inalterada. Contudo, recentemente varios estudos vem redefinindo a validade de familias,
bemcomo a presenca de novas espécies dentro deste grupo (White et al., 2010, 2013, 2016;
Ruocco et al., 2012; White & Moore, 2013). Uma vez que os individuos desse género
possuem uma morfologia muito semelhente entre si, a separacdo de algumas espécies,
principalmente as de ocorréncia simpatrica, se torna um desafio para as pessoas menos
experientes. Para o Continente Americano, a Ultima revisdo realizada por Ruocco et al.
(2012), culminou na descri¢do de mais uma espécie do género (M. ridens), distribuida do
sul do Brasil, até a Argentina, onde esta espécie apresenta morfologia bastante similar a M.
freminvillei entrentanto, apresentando olhos menores, bem como barbatana dorsal menor,
coloracdo diferente de dorso e morfologia da cartilagem do clasper distintos além de ter
uma distancia genética maior a 6% em relacdo as outras espécies do género (Ruocco et al.,
2012). Até o presente estudo, nenhuma inferéncia morfoldgica ou molecular foi realizada
com individuos das outras regibes do Brasil, ou dentro das espécies M. freminvillei e M.


http://www.naturalista.mx/photos
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goodei fato que pode mascarar a presenca de espécies ndo descritas e novas linhagens

genéticas dentro do género.

1.4 Utilizacdo da ferramenta de DNA Barcoding para estudos de Elamobranquios

Nos ultimos anos, o avanco da técnica de identificacdo a nivel molecular das
espécies, vém auxiliando a taxonomia de grupos problematicos, permitindo a identificacdo
e descriminagdo de espécies novas de elasmobranquios (Pinhal et al., 2012; Ruocco et al.,
2012;Arlyza et al 2013; White et al 2013, 2015; Last et al., 2016).

Ao longo dos anos a descricao e a identificacdo das espécies sdo feitas com base em
tracos morfologicos e sdo restritas a uma pequena parcela de pesquisadores, 0s
taxonomistas, 0s quais muitas vezes ndo estdo presentes em numero suficiente dada a
grande diversidade de especies, bem como para regibes mega-diversas como o Atlantico
Sul Ocidental (Palmeira et al., 2013). No entanto, apenas a abordagem morfolégica muitas
vezes ndo consegue chegar a uma descricao precisa de determinada espécie, e por haverem
certas limitagdes que ocultam a real posicdo sistematica das espécies, basicamente porque
alguns grupos de animais conservamcaracteristicas morfologicas muito similares entre si, 0
que limita a acdo dos taxonomos (Hebert et al.,, 2004; Hajibabaei et al., 2007).
Adicionalmente a esta problematica, as chaves de identificacdo geralmente ndo tratam
todos os estagios de vida de uma espécie/grupo, tornando o sistema fortemente dependente
de especialistas (Hebert et al., 2003).

Mais recentemente, os métodos baseados em DNA ganharam popularidade, uma vez
queeste é relativamente estavel, e pode ser acessado de todas as etapas da vida usando
pequenas quantidades de tecido, bem como o fato das sequéncias de DNA serem altamente
reproduziveis(Ward et al., 2009). O DNA Barcoding é um sistema inovador projetado para
forneceridentificacdes rapidas, precisas e automaticas de espécies usando regides de genes
curtas e padronizadas (Hebert & Gregory, 2005). Essa pequena regido é retirada do
genoma mitocondrial, onde a regido padrdo selecionada normalmente é o gene da
subunidade | do Citocromo C oxidase (COIl), com um par de iniciadores universais para

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) amplificando aproximadamente 650 pares de base
(bp) (Figura 6).
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Figura 6: Mapa do genoma mitocondrial humano (16.569 bp) com destaque para o citocromoc oxidase
subunidade 1.
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Fonte: Modificado de Taanman, (1999).

A ferramenta de cddigo de barras de DNA tem auxiliado o ritmo da descoberta de
espécies, variando desde peixes (Pereira et al. 2010b, 2013; Nwani et al. 2011; Roucco et
al., 2012), aves (Hebert et al., 2004a), borboletas (Hebert et al., 2004b; Dasmahapatra et al.
2010), mamiferos (Agrizzi et al., 2012) e répteis (Martin et al., 2013). E importante frisar
que o cddigode barras de DNA ndo substitui a importancia dos sistematas, apenas indica
quais grupos/espécies merecem uma importancia de revisdo sistematica mais urgente do
que outras espécies, o que desta forma faz com que os sistematas concentrem esforcos em
determinados taxdns reduzindo assim o tempo investido em grupos que ndo necessitam a
priori de investigacdes mais profundas (Ebach & Holdrege, 2005).

O DNA mitocondrial dos animais possuem vantagens, como heranca
predominantemente materna, baixo polimorfismo, auséncia de recombinacdes génicas e
baixa taxa de mutacdo, dai a sua eficacia nos estudos taxonémicos, filogenéticos e de
genética de populacdes (Hebert, 2003a; Ward et al., 2005; Smith et al., 2005; Witt et al.,
2006; Silva, 2013). A partir da sequéncia obtida de uma determinada espécie, seus dados
sdo armazenados em umbanco de vida online, o Barcode of Life Data Systems (BOLD)
(Hebert et al., 2003a) ou na plataforma do GeneBank, disponivel no endereco eletrdnico
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Com esse banco de dados é possivel comparar a sequéncia da

espécie atual que esta sendo investigadacom a sua biblioteca, se caso a sequéncia tiver uma
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similaridade considerdvel podemos dizer que a espécie foi identificada, caso contrario
podemos ter uma nova espécie. A introducdo do codigo de barras de DNA é uma adicdo
natural para a era pos-gendmica, em que o gendma completo forneceu uma grande
quantidade de informacgdes de sequéncia de um numero limitado de espécies (Hajibabaei et
al.,2007).

Estudos com a utilizagcdo da ferramenta de DNA Barcoding em elasmobranquios
tem demonstrado fortes evidéncias de que muitas espécies desse grupo de organismos
possuem um risco alto de extingdo futura (Garcia et al., 2008). Pesquisas recentes
revelaram que a pescaria de espécies de elasmobranquios ameacados de extin¢do ainda
ocorrem de forma acentuada (Feitosa et al., 2018; Tavares et al., 2013; Rodrigues-Filho et
al., 2009). Também utilizam-se dados moleculares para a identificacdo de espécies de
tubarbes e raias comercializados, como em forma de filés (Palmeira et al., 2013; Lago,
Vieites & Espifieira, 2012; Barbuto et al., 2010;Marko et al., 2004). Nestes casos, analises
de DNA representam uma ferramenta util para rastrear e verificar a autencidade de
produtos derivados de elasmobranquios (carne e barbatanas) comercializados em
determinadas regides ou exportados para outros paises e eventualmente identificar espéecies
ameacadas (Palmeira et al., 2013).

O uso do cddigo de barras de DNA utilizado nos condrictes € um potencial aliado
dos sistematas na elucidacdo de espécies cripticas, ajudando a resolver a nomenclatura do
grupo/espécie em questdo (White et al., 2010 a; White & Moore, 2013; White, Furumitsu
& Yamaguchi, 2013; White & Naylor, 2016; Ball et al., 2016; Silveira, 2017). Bem como
na descoberta de novas espécies (Bickford et al., 2007; Richards et al., 2009; Pinhal et al.,
2012; Roucco et al., 2012; White et al., 2015).

Com a reorganizacao taxonémica de varias espécies de elasmobranquios, incluindo
espécies de raias do género Myliobatis, 0 presente estudo, através da ferramenta de DNA
barcoding, pretende testar a utilizacdo da mesma na identificacdo de quais espécies do
género Myliobatis ocorrem em outras regides do litoral brasileiro, permitindo assim, a
deteccdo de possiveis espécies ainda ndo descritas, bem como ter indicios de quais sdo as

espécies maiscapturadas e comercializadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma filogenia molecular do género Myliobatis, testando a eficiéncia do DNA

barcode na resolucdo do posicionamento filogenético das espécies do género.

2.2 Objetivos especificos

v' Testar a eficacia do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |, como ferramenta de
Identificacdo molecular para identificacdo de raias do genero Myliobatis;

v Testar a possivel presenca de espécies cripticas do género Myliobatis no Atlantico Sul
Ocidental.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostragem, extracdo de DNA e PCR

Para o presente estudo, foram coletados 5 individuos previamente identificados
como Myliobatis freminvillei nas cidades de Braganca, no estado do Para, S&o Paulo, Sdo

Sebastido,Praia Grande e Itanhaém no estado de Sao Paulo (Figura 7).

Figura 7: Locais de amostragem das espécies utilizadas no presente estudo: 1-Braganca, 2-1tanhaém, 3-Praia
Grande, 4-Séo Paulo, 5- Sdo Sebastido.

Fonte: Elaborado pelo autor (a)
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De cada individuo amostrado, um pequeno pedaco de tecido muscular foi retirado e
acondicionado em tubo eppendorf de 1,5ml contendo etanol absoluto. Os individuos
voucher, foram depositados na colecdo zooldgica da Universidade Santa Cecilia em
Santos. Os tecidos musculares foram acondicionados em freezer a -4°C até o momento da
extracdo de DNA.

O DNA gendémico total foi obtido utilizando-se o Kit Wizard Genomics DNA
Purification (Promega Corporation, Madison, USA), seguindo-se o protocolo Mouse Tail.
Paraas reacdes em cadeia da polimerase, os PCR’s foram realizados com uma concentragao
final de25 ul contendo: 0.5 pl de cada primer, 2 pul de MgCly, 4 pl de dNTP (1.25mM), 5.0
il de 5x buffer, 0.2 pl de Taq polimerase (5U/ul) e o restante completado com agua
ultra pura.Inicialmente, o gene COI foi amplificado com o par de marcadores Fish F1 e R1
(Ward et al., 2005). Adicionalmente, a amostra proveniente de Braganca ndo conseguiu ser
amplificada com os primers de COI, entdo utilizamos um par do gene nuclear RAG1
(Aschliman et al., 2012) (Tabela 2).

Tabela 2: Genes utilizados, sequéncias dos primers, referéncias e condi¢fes de amplificacdo dos
marcadores utilizados no presente estudo.

GENE INICIADORE REFERENCIA CONDICAO DE
S AMPLIFICACAO
Desnaturacdo inicial a 94°C
Fish F1: 5°- por 1°, 35 ciclos a
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC- Ward et al., 94°C por 40
col 3’ Fish R1: 5°- (2005) (desnaturagdo), 52°C por40”’
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA (hibridizacdo) e 72°C por 1°, ¢
-3’ extensdo final a 72°C por 10’

Desnaturacéo inicial a 94°C

RAGFOR61: 5°- por 3°, 35 ciclos a
CAGYTATGACATGAARTACCCAGTC- Aschliman et 94°C por 40’
RAG1 3’ RAGIREV12: 5°- al.,, (2012)  (desnaturagéo), 60°C por1°30”
CTGGCTTCAGCCCTGATCCATG-3’ (hibridizag8o) e 72°C por 2’, e

extensdo final a 72°C por 5’

Fonte: Elaborado pelo Autor (a).

Para 0 sequenciamento dos fragmentos obtidos, as PCR’s serdo previamente
purificadascom a enzima ExoSAP-IT (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), e as reacoes de
sequenciamento realizadas com os reagentes do Kit BigDye (AppliedBiosystems) e entdo

sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3500 (AppliedBiosystems).
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3.2 Analises moleculares

As sequéncias obtidas foram alinhadas através da ferramenta de alinhamento
automéatico CLUSTALW (Thompson et al., 1997) implementada no programa BioEdit v.
7.0.4 (Hall, 1999).Com o intuito de verificar e comparar as sequéncias obtidas no presente
estudo, sequéncias de individuos do género Myliobatis disponiveis dos dois marcadores
utilizados no presente estudo foram baixadas no site Genebank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
implementadas no nosso banco de dados. Sequéncias de Rhinoptera bonasus, Aetobatus
narinari e Manta birostris foram utilizados como grupo externo para ajudar no
direcionamento das espécies do género Myliobatis nas analises filogenéticas do presente
estudo. Desta forma, dois bancos de dados finais foram montados para o presente estudo:
1-Banco do gene COlI, contendo praticamente todas as especies validas do género; 2-Banco
do gene RAGL, contendo a sequéncia de Braganca do presente estudo e mais alguns

individuos disponiveis (Tabela 3).

Tabela 3: Lista de amostras utilizadas no presente estudo contendo cddigo, local de amostagem e
referéncia do Genebank.
Espécie Codigo Local Origem

Myliobatis freminvillei 100 Intanhaém-SP Presente estudo
Myliobatis freminvillei 84 Praia Grande-SP Presente estudo
Myliobatis freminvillei 79 S&o Sebastido-SP Presente estudo
Myliobatis freminvillei 48 S&o Paulo Presente estudo
Myliobatis freminvillei 2 Braganca-PA Presente estudo
Myliobatis freminvillei 1 USA KT075326
Myliobatis freminvillei 2 Oceano Atlantico KF930155
Myliobatis ridens 528 Argentina JQ305821
Myliobatis ridens 514 Argentina JQ305824
Myliobatis ridens 513 Argentina JQ305825
Myliobatis ridens 516 Argentina JQ305822
Myliobatis peruvianus 3 Chile KU737878
Myliobatis peruvianus 1 Chile KU737877
Myliobatis peruvianus 29 Chile KU737880
Myliobatis peruvianus 27 Chile KU737879
Myliobatis goodei 1 Argentina JQ305803
Myliobatis goodei 2 Argentina JQ305809
Myliobatis goodei 3 Argentina JQ305808
Myliobatis goodei 4 Argentina JQ305807
Myliobatis chilensis 17 Chile KU737864
Myliobatis chilensis 10 Chile KU737859
Myliobatis chilensis 7 Chile KU737876
Myliobatis chilensis 5 Chile KU737875
Myliobatis chilensis 4 Chile KU737874
Myliobatis chilensis 26 Chile KU737873
Myliobatis aquila 8 Africa do Sul JF493930
Myliobatis aquila 7 Africa do Sul JF493929
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Myliobatis aquila 9 Africa do Sul JF493928
Myliobatis aquila 10 Africa do Sul JF493927
Myliobatis tobijei 256 China KP267630
Myliobatis tobijei 2 Indonésia EU398924
Myliobatis californica 1 Califdrnia EU489721
Myliobatis californica 2 Meéxico (Pacifico) KM364885
Myliobatis californica 3 USA KF317725
Myliobatis australis 35 Austrélia EU398923
Myliobatis australis 36 Australia EU398922
Myliobatis australis 37 Austrélia EU398921
Myliobatis australis 38 Austrélia EU398920
Aetobatus narinari 693 Braganca Presente estudo
Rhinoptera bonasus 910 Braganca Presente estudo
Manta birostris Africa do Sul JF493866

Fonte: Elaborado pelo Autor (a).

Inferéncia bayesiana (IB) e Méaxima Verossimilhanga (MV), foram estimados nos
programas Mr. Bayes v.3.2 (Ronquist et al., 2012) e PhyML v.3.0 (Guidon et al., 2010)
respectivamente. Para estas duas metodologias filogenéticas diferentes, os bancos de dados
foram analisados com um unico modelo de substituicdo (ndo particionado), e particionado
por posicao de codon (os modelos de substituicdo foram selecionados para cada uma das
trés posigcdes). Os modelos evolutivos mais adequados para cada banco de dados foram
estimados no programa jModeltest 2 (Darriba et al., 2012).

Para as analises de MV, o indice de confiabilidade dos ramos foi estimado através
de 1000 replicas de bootstrap ndo paramétrico (Felsenstein, 1985). No caso das Inferéncias
Bayesianas, foram baseadas em amostragens de MCMC in quatro corridas simultaneas,
cada uma consistindo de quatro cadeias (uma quente e trés aquecidas) com uma corrida
total de 10 milhGes de geracdes. Probabilidades bayesianas foram selecionadas com um
consenso de 60%. Conservativamente, 25% das arvores iniciais foram descartadas como
burn-in. Os scores de log-likelihood foram plotados no programa Tracer v.1.5 (Rambaut &
Drummond, 2009) para confirmar a validade do periodo inicial de burn-in usado no Mr.
Bayes. As amostras pds Burn in foram usados para construir as arvores utilizadas no

presente estudo.

4 RESULTADOS

Todas as inferéncias genéticas realizadas com o banco de dados do presente estudo,
revelam resultados interessantes sobre o posicionalmento filogenético das espécies do

género Myliobatis. Tanto as arvores de Inferéncia Bayesiana quanto Maxima
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Verossimilhanga demonstraram basicamente as mesmas topologias, principalmente em
relacdo ao posicionamento filogenético das amostras do presente estudo, e desta forma,
apenas a arvore de Inferéncia Bayesiana é mostrada, contendo os valores de suporte dos
mesmos ramos da arvore de Mé&xima verossimilhanca.

Para o presente estudo, o banco de dados do gene COI das 11 espécies validas do
género,0 nosso estudo utilizou sequéncias de 9 dessas espécies, desta forma, realizando a
filogenia molecular do género Myliobatis mais completa até o momento. Destas nove
espécies, sete (7) foram recuperadas de forma monofilética em todas as inferéncias
realizadas (Figura 8). As excessdes foram M. freminvillei e M. chilensis.

Figura 8: Arvore filogenética contendo valores de suporte para IB e ML respectivamente. Apenas valores acima
de 75% de suporte (0.75 de probabilidades a posteriori) sdo mostrados. A espécie M. australis atualmente é
classificada como M. tenuicaudatus.
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Mylichatis_goodei_4

Myliohatis_chilensis_17

Myliohatis_australis_35
Mylichatis_australis_36

Myliobatis_australis_38

Myliohatis_australis_37

910

i 693

0.4

Fonte: Autoria propria.
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No caso da primeira (M. freminvillei), as amostras obtidas do sudeste do Brasil, se
mostraram geneticamente distintas em relagdo as sequéncias de individuos provenientes
dos EUA, formando um clado com altos valores de suporte (99% e 0.98 para MV e IB

respectivamente) (Figura 9).

Figura 9: Formacdo de dois clados com espécies de M. freminvillei.

Myliobatis_fremimillei 108

99/8.98 Mylisharis_frembmillel 79
Myliobaris_frembimillel 84

— Myliobatis_fremimvillei 48

Mliobatis fre Dei 1

l v
e Mylishatis fremimilie 2

Fonte: Autoria Propria.

Para 0 caso de M. chilensis, dois clados foram formados: O primeiro contendo as
sequéncias de codigo 10 e 17 (87% e 1 para ML e IB respectivamente), o segundo formado

pelas outras sequéncias (98% e 0.97 para ML e IB respectivamente) (Figura 10).

Figura 10: Formacdo de dois clados com espécies de M. chilensis.

11 Myliobacls_chilensis 17

S Myliobatis_chilensiz_10

Myliobaris_chilenvis §
Myliobarls_chilensis 7
o0 —:
—
Myliobarls chilensis 26
liobatis_chilensis 4

Fonte: Autoria prépria.

Outro resultado interessante com relacdo as espécies sul americanas é o fato de que
emnenhuma das inferéncias filogenéticas realizadas, estas foram recuperadas como espécies
irmas. As linhagens de M. fremenvillei foram recuperadas mais proximamente relacionadas
a M. californicus, espécie restrita a regido do Oceano Pacifico (México e California),
enquanto M. goodei foi recuperada como espécie irma de M. chilensis e finalmente, a Ultima
espécie descritado género (M. ridens) foi recuperada mais proxima a M. peruvianus.

A arvore filogenética do gene nuclear RAG1, contendo as amostras provenientes de
Braganca-PA do presente estudo agrupou esta com sequéncias de M. freminvillei dos EUA
e uma sequéncia de M. californica com suporte elevado de bootstrap (99% para ML)
(Figura 11). Houve a formacdo de um segundo clado contendo uma sequéncia de M.

tenuicaudatus e outra sequéncia de M. californica dos EUA.
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Figura 11: Arvore filogenética de ML referentes a sequéncias do gene RAG1 das amostras de Myliobatis.
Myliobatis freminvillei 02 Bragan a

KX485397.1 Myliobatis freminvillei USA
99

JN184250.1 Myliobatis freminvillii USA2

JN184249 .1 Myliobatis californica USA2

KX485396.1 Myliobatis australis

JN184123.1 Myliobatis californica USA

0.0005

Fonte: Autoria prdpria.

5 DISCUSSAO

O presente estudo € o primeiro a realizar inferéncias filogenéticas em raias do género
Myliobatis contendo individuos do Brasil. Os dados combinados do sequenciamento do
gene mitocondrial COIl, revelaram a existéncia de uma nova linhagem genética de M.
freminvillei no Brasil para o gene COIl. Roucco et al., (2012) através de uma analise
morfologica e genética descreveram uma espécie nova (M. ridens) na regido sudoeste do
Oceano Atlantico. A analise de sequéncias COI desse estudo mostraram uma divergéncia
de sequéncia congénita maior que 6%, apoiando a diferenciacdo de espécies, uma vez que
esses individuos apresentam similaridade morfologica com as outras espécies do género,
principalmente com M. goodei, aoqual ja havia sido nomeada por Cruz, (1983) como sendo
Myliobatis goodei tipo 2.

Nos resultados do presente estudo para o gene nuclear RAG1 foi possivel observar
queas amostra de M. freminvillei proveniente da Costa Norte (Braganca-PA), se mostrou
geneticamente similar a amostras proveninetes dos EUA. Este resultado pode indicar 2
caminhos distintos: 1-A divergéncia genética encontrada para o gene COI dos individuos
da Costa Sudeste é devido a taxa de mutacdo maior do marcador mitocondrial; 2-Existe ao
longo da Costa Nordeste/Sudeste uma barreira fisica que impede o fluxo génico entre os
individuos desta regido, e os da Costa Norte/Atlantico Norte. Para a verificacdo destas duas
hipdteses, mais individuos devem ser coletados e sequenciados para a verificacdo de um
possivel ponto de quebra de distribuicdo de M. freminvillei (Borges et al. em preparacao).

Entretanto, devido ao histérico recente de linhagens cripticas dentro de espécies de

elasmobranquios, provavelmente a segunda hipotese pode ser a mais precisa. Silveira,
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(2017) em um estudo molecular, utilizando tanto o gene COI quanto o gene RAG1, com as
raias do género Gymnura constatou a existéncia de uma espécie geneticamente distinta de
Gymnura micrura (Bloch & Shneider, 1801) provenientes da regido do Caribe Mexicano,
além da possivel presenca de uma populacdo simpatrica ao longo do Atlantico Sul
Ocidental. Adicionalmente, em todas as simulagdes realizadas, Aetoplatea zonura ndo foi
recuperada como uma espécie pertencendo a um género valido, sendo sempre recuperado
préximo a espécies do género Gymnura do Pacifico, apontando Aetoplatea como sendo um
género ndo valido.

A existéntia de linhagem criptica em condrictes é relatada no trabalho de Pinhal et
al (2012), cuja pesquisa que utilizou sequéncias de DNA nuclear e mitocondrial revelaram
que a espécie Sphyrna sp. (simpatrica de Sphyrna lewini) também ocorre no Atlantico Sul,
esses individuos tiveram uma divergéncia de 1,6 (ITS2) e 5,8% em relagdo a S. lewini,
assim como, com cada uma das oito espécies de tubarfes-martelo taxonomicamente
descritos variaram da linhagem Sphyrna sp. entre 1,6 a 6,9%. O referido estudo tambem
gerou uma estimativa de divergéncia de »4,5 milhdes de anos entre S. lewini e a linhagem
criptica.

White e Last, (2012) afirmam que espécies consideradas com distribuicdo
circunglobaldevem ser cuidadosamente reavaliadas com base nas descobertas recentes de
complexos de espécies para um nimero de grupos. E o caso do complexo de espécies de
Aetobatus narinari (Euphrasen, 1790), Richards et al., (2009) usaram técnicas moleculares
para mostrar que o cosmopolita A. narinari € um complexo de espécies, com um clado do
Pacifico Indo- Oeste/Central e um clado do Atlantico Ocidental. Posteriormente, White et
al., (2010) utilizaram dados morfologicos, parasitoldgicos e moleculares para ressuscitar A.
ocellatus (Kuhl, 1823) como espécies do Pacifico Indo-Oeste e Central neste complexo.
White e Moore,(2013) redescreveram A. flagellum (Bloch & Schneider, 1801) e afirmaram
que as populacdes do Noroeste do Pacifico, anteriormente referidas como esta espécie, sdo
na verdade uma espéciendo descrita. Sendo esta formalmente chamado e descrito como A.
narutobiei por White, Furumitsu & Yamaguchi, (2013).

White, (2014) em um estudo sobre as raias da familia Myliobatidae apresentou as
seguintes definicdes: O género Pteromylaeus (Garman, 1913) foi desiguinado como sendo
sinbnimo de Aetomylaeus (Garman, 1908), restando apenas trés géneros validos para essa
familia, Aetobatus, Aetomylaeus e Myliobatis. Contudo, as divergéncias existentes nessa
familia foram relatadas recentemente por White e Naylor, (2016) que apoiados a dados

moleculares realocaram as raias pelagicas do género Aetobatus para uma propria familia,
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denominada Aetobatidae, restando & familia Myliobatidae apenas os géneros Aetomylaeus
e Myliobatis.

O fato adicional de nenhuma das espécies do género Myliobatis presentes no
Atlantico Sul Ociental ndo terem sido recuperadas como espécies irmas também merece
uma atencdo diferenciada. Possivelmente, pelo padrdo filogenético obtido para o
posicionamento das espécies do género Myliobatis, ha indicativo de uma origem Asiatica
com posterior diversificacdo ao continente Americano, via Pacifico, o que justificaria uma
maior diversidade de espécies presentes nesta regido em detrimento ao Atlantico. Para
espécies de raias, este resultado vem sendo obtido em estudos realizados nos Gltimos anos
para o género Aetobatus (Richards et al., 2009; White et al., 2010; White et al., 2013) e
Gymnura (Silveira, 2017) ondeo surgimento do Istmo do Panama esta ligado a uma maior
proximidade entre espécies do Pacifico-Atlantico ao menos para espécies do género
Aetobatus (Sales et al em preparacdo). A inclusdo de mais marcadores, bem como
ampliagdo do numero de espécimes de mais localidades, podem revelar mais dados a
respeito da importéancia e acdo de eventos geologicosna espéciacdo do género Myliobatis

ao longo do seu gradiente de ocorréncia.

6 CONCLUSAO

O presente estudo confirma a eficacia da ferramenta de DNA barcode em
discriminar espécies morfologicamente similares e desta forma demonstra mais um
provavel caso de espécie ndo descrita dentro de um grupo de elasmobranquios no Litoral
Brasileiro. A presencade uma nova linhagem de Myliobatis confirma a necessidade de
estudos mais apurados em relacdo a fauna de elasmobranquios que ocorrem no Atlantico
Sul Ocidental. Uma amostragem mais robusta, bem como inferéncias sistematicas irdo

auxiliar na delimitacdo de ocorréncia desta nova linhagem no Litoral Brasileiro.
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