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RESUMO

Os elasmobranquios (peixes cartilaginosos) estéo inseridos no grupo dos vertebrados viventes
mais antigos que existem, com registro fossil datado entre 350-400 milhdes de anos atras,
inserido dentro da classe Chondrichthyes, a qual se divide em duas subclasses:
Elasmobranchii (Tubardes e Arraias) e Holocephalii (Quimeras). Apresentam atualmente
cerca de 1.100 espécies. O género Aetobatus é composto por pelo menos quatro espécies
nominais das quais A. narinari é a mais importante dentro do género devido ao fato de possuir
distribuicdo global. Estudos realizados nos ultimos anos tem confirmado a presenca de
espécies cripticas dentro de A. narinari, entretanto, a fauna do Atlantico Sul Ocidental ainda
ndo foi alvo de investigacGes morfologicas ou moleculares. O presente estudo pretende testar
a eficiéncia da ferramenta de DNA barcoding na identificacdo de A. narinari vendida e
processada em mercados de Braganca-PA e Valenca-BA, identificadas como arraia pintada.
Os resultados indicam que as amostras provenientes de Braganca e Valenca, sao
geneticamente idénticas a individuos provenientes da Florida, Belize e Cayman, havendo
ainda a formacao de varios subgrupos ao longo das sequencias utilizadas no presente estudo.
Adicionalmente, os resultados também indicam que sequéncias provenientes de individuos do
estado de S&o Paulo, sdo geneticamente muito distantes de todas as outras sequéncias
utilizadas no presente estudo, indicando a presenca de possiveis espécies cripticas dentro de
A. narinari no Atlantico Sul Ocidental. Novos estudos moleculares e morfolégicos sédo
necessarios para tentar elucidar quantas espécies realmente existem dentro de A. narinari,
bem como se existem ainda subpopulacdo ao longo de sua area de ocorréncia na regido do
Atlantico Sul Ocidental.

Palavras-chave: Elasmobranquios, Aetobatus narinari, DNA barcoding, Espécie Criptica,

Arraia Pintada



ABSTRACT

Elasmobranch (cartilaginous fish) are included in the group of the oldest vertebrates that exist
in the fossil record dating of 350-400 million years ago, inserted into the class
Chondrichthyes, which is divided into two subclasses: Elasmobranchii (Sharks and Skates)
and Holocephalii (Chimera), currently have about 1,100 species. The genus Aetobatus its
composed of at least four nominal species including Aetobatus narinari is the most important
within the genus due to the fact that it have a global distribution around the world. In recent
years, molecular and morphological studies have confirmed the presence of cryptic species
within the genus Aetobatus is composed of at least four nominal species including Aetobatus
narinari witch is the most important species given the fact of your worldwide distribution.
Recent studies confirms the presence of cryptic genetic species inside the Aetobatus narinari
however, the fauna of the Southwestern Atlantic Ocean has not been yet subject of
morphological or molecular investigations. This study aims to test the efficiency of DNA
barcoding tool in identifying A. narinari specimens sold processed in fish markets in
Braganca, and Valenca city, popular knowning as spotted rays. The results indicate that
samples from Braganca and Valencia, are genetically identical from individuals belonging to
Florida, Belize and Cayman, and confirms the formation of various subgroups along the
sequences used in this study. In addition, the results also indicate that sequences from
individuals in the state of S&o Paulo, are genetically very distant from all other sequences
used in this study, indicating the possible presence of cryptic species within A. narinari in the
Southwestern Atlantic Ocean. More molecular and morphological studies are needed to try to
elucidate how many species actually exist within A. narinari and if there are still sub-

population throughout its range in the region of the southwestern Atlantic.

Keywords: Elasmobranch, Aetobatus narinari, DNA barcoding, Cryptic Species, Spotted
Rays.
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1 INTRODUCAO

1.1 Elasmobranquios

Os elasmobranquios (peixes cartilaginosos) estdo inseridos no grupo dos vertebrados
viventes mais antigos, com registro fossil datado entre 350-400 milhdes de anos atras
(Palmeira, 2009 apud; Cappetta et al., 1993). Este grupo estd inserido dentro da classe
Chondrichthyes, a qual se divide em duas subclasses: Elasmobranchii (Tubarfes e Raias) e
Holocephalii (Quimeras) (Nelson, 1994). Apresentam atualmente cerca de 1.100 espécies
(Campagno, 2005), possuindo uma estratégia de vida diferente da maioria das espécies de
peixes 0sseos, devido a apresentarem longo desenvolvimento com maturagdo sexual tardia e
baixa fecundidade (Lessa et al., 1999).

Elasmobranquios s@o geneticamente distantes dos teleosteos, e sendo assim,
desenvolveram adaptagfes independentes no ambiente marinho (Moyle & Cech, 2000).
Entretanto, a diferenca mais importante entre 0s peixes 0sseos e 0s cartilaginosos é a
estratégia reprodutiva. Os teledsteos contam, em sua grande maioria, com fecundacgéo externa,
tendo uma alta fecundidade, enquanto que os condricties apresentam fecundacao interna,
sendo gque os machos possuem um apéndice sustentado por cartilagens, denominado clasper,
que se desenvolve na margem interna de cada nadadeira pélvica, e por ocasido da copula, é
introduzido na abertura genital da fémea, garantindo a passagem do esperma e a fecundacéo
(Figueiredo, 1977).

No caso dos tubardes, a maioria das espécies sdo carnivoras e pelagicas, e em sua
quase totalidade, habitando aguas costeiras e oceanicas, da superficie ao fundo, em todos 0s
mares (Rodrigues-Filho, 2008). Sdo peixes altamente adaptéaveis, ocupando diversos nichos
ecolégicos, dos mares tropicais aos oceanos Artico e Antartico. Ao redor do planeta sio
conhecidas cerca de 400 espécies (88 delas no Brasil), cujos tamanhos podem variar de 0,16
m (tubardo vagalume — Etmopterus perryi) a 18 m de comprimento (tubardo baleia —
Rhiniodon typus) (Benson et al., 2001; Szpilman, 2004).

Tal diversidade ndo fica restrita apenas ao tamanho das espécies, mas a Vvarios outros
aspectos, tais como a distribuicdo geografica, a forma e até os aspectos alimentares, onde
estes organismos sdo encontrados no topo da rede tréfica (tubardo branco — Carcharodon
carcharias; tubardo tigre — Galeocerdo cuvier) ou mesmo planctivoros (tubardo peregrino —
Cetorhinus maximus) (Moyle & Cech, 2000). Tais caracteristicas conferem a estes peixes uma

importancia significativa na preservagdo e na manutencdo da chamada “satde da vida
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marinha”, pois como predadores no topo da rede alimentar, mantém um controle populacional
de suas presas habituais, exercendo assim, um importante papel na sele¢cdo natural ao predar
0s mais lentos e os mais fracos, assim como, ao comerem 0s animais doentes, feridos ou
mortos (Camhi et al., 1998; Szpilman, 2004).

1.2 Raias

O grupo de elasmobranquios conhecidos como raias ou arraias, Sa0 recursos
pesqueiros com distribuicdo mundiais, predominantemente marinhos e habitantes de &guas
tropicais (Nelson, 1994), possuindo atualmente 20 familias, 72 géneros e 513 espécies
descritas (Palmeira, 2009). Séo caracterizados por corpo achatado dorso-ventralmente e
nadadeiras peitorais fundidas a cabeca formando um contorno unico, apresentando entre cinco
a seis pares de fendas braquiais situadas na parte ventral anterior do corpo (Gadig, 2001).
Neste grupo de elasmobranquios também estdo presentes os espiraculos, que sdo fendas
situadas atras de cada olho, conectadas a camara branquial e que tem funcdo no processo
respiratorio. Adicionalmente, boca e fendas braquiais estdo dispostas na regido ventral,
nadadeiras dorsais e caudais normalmente sdo reduzidas ou ausentes e nadadeira anal
inexistente (Bigelow & Schoroeder, 1953; Nelson, 1994).

Diferentemente das espécies de tubarbes, a grande maioria das espécies de arraias
apresenta habito bentdnico e sedentario, sendo encontradas associadas a fundos marinhos e
oceanicos onde, na presenca de areia, podem se enterrar, comportamento que auxilia na
captura de presas (Gadig, 2001). Algumas espécies também apresentam habitos pelagicos, ou
seja, mais ativos, utilizando a boca aberta durante a natacdo para entrada de grande
quantidade de &gua que passa pelas branquias (Szpilman 2004). Para o litoral brasileiro, séo
reportadas 15 espécies pertencentes a 10 familias (McEachran & Carvalho, 2002) (Tabela 1).
Para o litoral paraense, sdo registradas seis espécies principais: Aetobatus narinari, Dasyatis
guttata, D. geijskesi, Gymnura micrura, Narcine brailiensis e Rhinoptera bonasus (Pinheiro
& Frédou, 2004).
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Tabela 1: Principais familias de arraias marinhas com géneros e espécies com ocorréncia no litoral brasileiro. Modificado de McEachran & Carvalho, 2002.

Familia

Torpedinidae Bonaparte, 1838
Narcinidae T. N. Gill, 1862
Pristidae Bonaparte, 1838
Dasyatidae Jordan, 1888

Urotrygonidae McEachran, Dunn & Miayake, 1996
Gymnuridae Fowler, 1934

Myliobatidae Bonaparte, 1838

Rhinopteridae Jordan & Evermann, 1896

Fonte: Autoria prépria

Género

Torpedo Houttuyn, 1764
Narcine Henle, 1834
Pristis Linck, 1790
Dasyatis Rafinesque, 1810

Urotrygon T. N. 1863
Gymnura Van Hasselt, 1823
Aetobatus Blainville, 1816
Rhinoptera Van Hasselt, 1824

Espécie

nobiliana Bonaparte, 1835
brasiliensis Olfers, 1831

perotetti Muller & Henle, 1841
americana Hildebrand & Schroeder,1928
geijskesi Boeseman, 1948
guttata Block & Schneider, 1801
say Lesueur, 1817
microphthalmum Delsman, 1941
micrura Block & Schneider, 1801
narinari Euphrasen, 1790
bonasus Mitchill, 1815
brasiliensis Muller, 1836
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1.3 O Género Aetobatus Blainville 1816 e a espécie alvo de estudo Aetobatus

Narinari Euphrasen, 1790.

O género Aetobatus é composto por pelo menos cinco espécies nominais: Aetobatus
flagellum Block & Schneider 1801, Aetobatus laticeps Gill 1865 Aetobatus narinari Euphrasen
1790 e Aetobatus ocellatus Khul 1823 e Aetobatus narutobiei White, Yamagichi & Furumitsu,
2013 (White et al., 2013). Estas Gltimas trés pertencem ao complexo de espécies dentro de A.
narinari conhecido como complexo de raias marinhas de manchas brancas, os quais nos
ultimos anos tem atraido a necessidade de revisfes taxondmicas extensivas para determinar
quantas espécies realmente existem dentro deste complexo.

Um dos exemplos mais recentes da problematica taxondmica dentro deste complexo foi
a recente descricdo de mais uma espécie para a regido nordeste do Pacifico, chamada de
Aetobatus narutobiei, previamente identificada como A. flagellum (White et al., 2013). Um dos
principais problemas associados a presenca de espécies cripticas dentro de Aetobatus narinari é
o fato de esta espécie ser considerada cosmopolita, ou seja, presente em todas as regides
marinhas do globo (Richards et al., 2009). Assim como muitas outras espécies de
elasmobranquios, A. narinari (figura 1) apresenta crescimento e maturacdo lentos, além da
geracdo de poucos individuos por evento reprodutivo (Schluessel, 2008; Schluessel, et al.,
2010).

Figura 1: Aetobatus narinari. Individuo capturada na cidade de Braganca, PA.

Fonte: Carmona et al, (2008).
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Desta forma, a espécie pode ser bastante afetada por fatores como a sobrepesca, uma
das maiores ameacas as populacdes de peixes teledsteos (Bonfil, 1994). Aetobatus narinari esta
listada na Lista vermelha da Unido de Conservacdo Mundial como Criticamente Ameacada
(Kyne et al.,, 1996). Por volta de 1914, pesquisadores reconheceram uma quantidade
consideravel de plasticidade fenotipica entre individuos de diferentes areas geogréficas, dentre
elas, o padrdo de coloracGes de dorso (Gudger, 1914). Atualmente a espécie é considerada
cosmopolita ao longo de &guas mornas a temperadas (Campagno & Last, 1999), sendo
reconhecida atualmente como um complexo de espécies (White et al., 2013);

Estudos realizados nos ultimos anos tem confirmado a presenca de espécies cripticas
dentro de A. narinari, desde a proposicdo de pelo menos duas espécies (Richards et al., 2009),
até mais de trés (Schluessel et al., 2010). Fato interessante é que ate 0 momento, as populagcdes
de A. narinari do Atlantico Sul Ocidental, regido onde a espécie é frequentemente encontrada,
desde a regido norte do Brasil (Carmona et al., 2008) passando pela regido nordeste (Nunes et
al., 2005) e regido sudeste do Atlantico Sul Ocidental (Monteiro-Neto, 2008) ndo foram alvo de
investigacOes taxondmicas ou moleculares as quais poderiam elucidar se nesta regido, existe a
presenca ou ndo de espécies cripticas dentro das populaces de A. narinari na regido Sul do
Atlantico Ocidental. Nestas regides, a presenca de A. narinari se da apenas por capturas
acidentais em currais de peixe, entretanto, a carne desta espécie é bastante apreciada pelos
pescadores, sendo popularmente conhecida como arraia pintada ou chita (Pinheiro & Frédou,
2004; Nunes et al., 2005; Carmona, 2008).

Devido a toda a problematica a qual esta espécie possuiu, assim como outras
populacdes de elasmobranguios, como baixo indice de neonatos, alto tempo de maturacdo
sexual e crescimento esta espécie estd incluida na lista vermelha de espécies ameacadas da
IUCN de extin¢do tendo atualmente o status de criticamente ameacada, ou seja, estando a
apenas uma classificacdo de ser considerada extinta em seu ambiente natural pela IUCN (IUCN
2006; 2007).
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1.4 As principais ameagas a conservacao e diversidade das espécies de elasmobranquios.

No Brasil, a producdo pesqueira anual de elasmobranquios estabilizou-se em torno de
30.000 toneladas anuais nas décadas de 80 e 90 pesca (Boeckmann, 1996) onde a regido norte
do Brasil concentra uma grande parte dos desembarques de elasmobranquios. Para o ano de
2005, um total de 6.590 toneladas foram desembarcadas na regido, onde mais de 90% destas
capturas foram realizadas por pequenas embarcagdes artesanais (MMA-IBAMA, 2004).
Entretanto, a estimativa de quais espécies sdo as espécies mais exploradas comercialmente
ainda permanece ndo elucidada, devido a alguns fatores.

Inicialmente, os elasmobranquios ndo sdo o alvo direto da pesca, sendo capturados
como fauna acompanhante, principalmente das pescarias de atum (Thunnus albacares), serra
(Scomberomorus brasiliensis) e o pargo vermelho (Lutjanus purpureos) (Elias, 2004).
Adicionalmente, a identificacdo das espécies capturadas néo € realizada. No caso dos tubardes,
os individuos sdo processados logo apds a captura, tendo suas barbatanas removidas ainda
vivos, onde estas tem como principal destino mercados asiaticos (Szpilman, 2004). Neste
contexto, tubarfes e arraias tém interesses diferentes dentro das pescarias tanto nos mercados
mundiais quanto nos mercados regionais como na regido norte do Brasil.

Raias sdo recursos pesqueiros com distribuicdo mundial, predominantemente marinho e
habitante de aguas tropicais. McEachran & Carvalho (2002), reportam para o Atlantico
Ocidental 11 familias de raias, divididas em 31 géneros e 74 espécies. Para o0 estado do Para,
foram desembarcadas 1.242 toneladas de arraias marinhas e estuarinas no ano de 2005, sendo
nove toneladas oriundas da pesca industrial e 1.233 da pesca artesanal, coompreendendo varias
espécies das familias Rajidae, Rhinobatidae, Myliobatidae, Gymnuridae, Narcinidae e
Dasyatidae (ESTATPESCA, 2006). Esta falta de detalhamento taxonémico decorre
possivelmente do fato destes peixes chegarem aos portos de desembarque ja processados, sem
cabeca e cauda, dificultando assim uma identificacdo precisa.

Diferentemente dos tubardes, ndo existe pescarias direcionadas a espécies de arraias.
Entretanto, mesmo assim, 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 espécies de raias marinhas estdo criticamente ameagadas de extingdo como o peixe
serra ou espadarte (Pristis perotteti), a qual ocupa o ranking de umas das espécies de

elasmobrénquios mais ameacgadas devido a captura acidental e perda de habitat (Burgess et
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al., 2009), sendo listada pela ITUCN como criticamente ameagada (CR) A2abcd (Charvet-
Almeida et al., 2007).

Sua captura e comercializacdo € proibida em varios paises ao redor do mundo, onde no
Brasil, esta proibicdo ocorre desde 2004. Entretanto, esta espécie continua sendo
comercializada de diferentes formas, seja apenas o rostrum, vendido como troféu
principalmente para 0s mercados asiaticos, ou tendo suas barbatanas secas e salgadas também
vendidas aos mercados asiaticos, atingindo altos valores de mercado (Feldheim et al., 2010).
Ao longo da costa norte do Brasil, a carne de Pristis é rotineiramente vendida fresca ou salgada
na forma de files, sendo vendida sobre 0 nome genérico de cacdo, nome utilizado para se referir
ao nome de vérias espécies de elasmobranquios (Palmeira et al., 2013).

Todas estas espécies sdo capturadas facilmente por vérias artes de pesca ao redor do
mundo (Vooren et al., 2005; Costa & Chaves, 2006). No Brasil estas espécies sdo filetadas e
vendidas em feiras, muitas vezes sendo referidas apenas como ‘“raias ou arraias” ou vendidas
sobre a alcunha de nomes extremamente regionais, que mudam de acordo com a regido do

litoral brasileiro (Carmona et al., 2008).

1.5 O codigo de barras de DNA (DNA Barcoding).

Apesar de o Brasil possuir um numero significativo de taxonomistas, ainda existem
grupos de espécies pouco estudadas, as quais podem apresentar espécies que ndo foram
descritas e que precisam de identificacdo, o qual requer tempo, recursos e pessoas capacitadas
para tal atividade. Por isso, a ampliacdo de estudos integrados com dados moleculares que
possam facilitar o processo de identificacdo de espécies e resolver os problemas taxondmicos
vem se intensificando ao longo do tempo (Silva, 2013).

Dentre as principais técnicas de identificacdo utilizadas neste sentido, estd a
identificacdo morfoldgica, principalmente usando caracteres meristicos. Entretanto muitas
vezes um grupo especifico pode apresentar auséncia de caracteres morfolégicos informativos
para correta classificacdo das espécies, desta forma outras técnicas sdo necessarias para tal
(Rocha, 2014). Pensando nisto a utilizacdo de dados moleculares esta sendo essencial para
facilitar a identificacdo de espécies (Herbert et al., 2003). O DNA barcoding é um método
rapido, eficiente e acessivel globalmente para delimitar e identificar novas espécies (Herbert et
al., 2003; Ribeiro, 2006). O beneficio da técnica de DNA barcoding abrange ndo somente

estudos taxonémicos, mas também filogenéticos e de genética de populacdes (Silva, 2013).
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A técnica de DNA barcoding utiliza o gene mitocondrial citocromo c oxidase
subunidade 1 (COI), com um par de iniciadores universais para reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) amplificando aproximadamente 650 pares de base (bp) do gene COI (Figura 2). Depois
de sequenciada, esta regido do espécime em questdo pode ser comparada com outras

sequéncias, como um codigo de barras de DNA, para se obtiver a identificacdo da mesma.

Figura 2: Mapa do genoma mitocondrial humano (16.569 bp) com destaque para o citocromo ¢ oxidase
subunidade I (Modificado de Taanman, 1999).
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Fonte: Rocha (2014).

A sequéncia obtida de uma determinada espécie é armazenada em um banco de dados
de vida online, o Barcode of Life Data Systems (BOLD) (Herbert et al., 2003) ou entdo a
plataforma GenBank disponivel no endereco eletrdnico (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para reunir
em uma biblioteca online todas as sequéncias de peixes obtidas com o DNA barcoding, criou-
se 0 Fish Barcode of Life Initiative (FISH-BOL), um banco de dados que armazena as
sequéncias, imagens, coordenadas geogréaficas e informacdes importantes dos espécimes
analisados, facilitando a identificacdo de espécies para os usuarios do mesmo (Rocha, 2014).
Este banco de dados compara a sequéncia atual com a sua biblioteca, se caso a sequéncia tiver
uma similaridade consideravel podemos dizer que a espécie foi identificada, caso contrario
podemos ter uma nova espécie. E importante destacar que o DNA barcoding emprega o

conceito filogenético de espécies (Rocha, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Atualmente, existem varias ameacas as populacdes de elasmobranquios, especialmente
raias como A. narinari, devido a sua captura como fauna acompanhante nas pescarias de
camardo ou outras espécies que utilizam redes de arrasto de fundo. Adicionalmente, a
comercializacdo de individuos processados em feiras e mercados, muitas vezes impossibilita a
correta identificacdo da espécie e consequentemente, a quantificacdo do esforco de pesca sobre
a mesma, 0 que a médio longo prazo pode acarretar na extingdo desta espécie em ambiente
natural. Desta forma, o uso de uma ferramenta molecular se torna de suma importancia para a
correta identificacdo de individuos processados em feiras e mercados na regido Sul do Atlantico
Ocidental, regido esta, a qual os estoques de A. narinari ainda ndo foram realizados uma
investigacdo molecular, o que pode evidenciar tanto uma reducdo na variabilidade genética,
como a presenca de espécies cripticas ainda ndo descritas, fato ocorrido para outras regides do

mundo.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Testar a efetividade da ferramenta de DNA barcoding, para identificacdo de individuos
comercializados como raia pintada provenientes dos mercados da regido norte e nordeste do

Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

a) Identificar geneticamente os individuos vendidos como raia pintada
comercializados em mercados do norte e nordeste do Brasil;

b) Inferir a existéncia de possiveis espécies cripticas de Aetobatus narinari no
Atlantico Sul Ocidental;

c) Verificar se existem mais de um estoque genético de A. narinari ao longo de sua

area de ocorréncia, baseado em dados moleculares.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Amostras de tecido muscular de Aetobatus narinari comercializadas como arraia

pintada foram coletadas nas cidades de Braganca, estado do Pard e no municipio de Valenga,
Bahia (Figura 3).

Figura 3: Amostra de A. narinari coletada em Braganca-PA, vendida como arraia pintada.

-

Fonte: Autoria prpria.
Adicionalmente, uma amostra coletada na cidade de Mazatlan, México foi adicionada

ao banco de dados tanto no intuito da verificacdo da presenca possivel de espécies cripticas
bem como de estoques genéticos diferentes na regido do Atlantico Sul Ocidental em relacdo a
outras localidades onde esta espécie esta presente (Figura 4). Na cidade de Braganca também
foi coletado um individuo inteiro da espécie, contendo todas as caracteristicas morfoldgicas
desta espécie, tendo tecido muscular retirado e incorporado no presente estudo. Este individuo
servirg para comparacao entre as sequéncias obtidas de individuos processados, utilizados no
presente estudo. Também foi incorporado ao banco de dados, sequéncias disponiveis no
Genbank, de espécies do género Aetobatus sequenciadas com o mesmo marcador do presente

estudo.
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Figura 4: Mapa de amostragem de A. narinari do presente estudo, com o respectivo nimero de individuos por
localidade. Vermelho corresponde a Cidade de Braganca-PA, Azul a Cidade de Valenca-BA e Verde a Cidade de
Mazatlan-MX

Fonte: Autoria prépria.

3.2 Extracao de DNA, PCR e sequenciamento

O DNA foi isolado com a utilizacdo do Kit Wizard Genomics DNA Purification
(Promega Corporation, Madison, USA), seguindo-se o protocolo Mouse Tail. A partir da
extracdo, foram realizadas as amplificacdes, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
do gene Citocromo oxidase subunidade I — COI, utilizando os seguintes pares de primers:
FishFl1, 5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ e FishR1, 5’-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3* (Ward et al, 2005). Os PCR’s foram

realizados com uma concentracdo final de 25 ul contendo: 0.5 pl de cada primer, 2 pl
de MgClo, 4 ul de dNTP (1.25mM), 5.0 pl de 5x buffer, 0.2 pl de Taq polimerase (5U/ul) e o
restante completado com agua ultra pura.

As condigoes de amplificacdo dos PCR’s foram as seguintes: 35 ciclos de desnaturagéo
a 92°C por 1 minuto; anelamento de 52°C por 35 segundos; extensdo a 72°C por 90 segundos e

uma extensédo final foi realizada a 72°C por 5 minutos. Para o sequenciamento dos fragmentos
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obtidos, as PCR’s foram previamente purificadas com a enzima ExoSAP-IT (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.), e as reacfes de sequenciamento realizadas com os reagentes do Kit
BigDye (AppliedBiosystems) e entdo sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3500

(AppliedBiosystems).

3.3 Alinhamento de DNA e anéalises moleculares

As sequéncias obtidas foram alinhadas no programa BioEdit v.5.0.6 (Hall, 1999),
através da ferramenta Clustal X (Thompson et al., 1997). A divergéncia genética foi calculada
através do modelo de substituicdo Kimura 2 parametros (K2P) (Kimura, 1980), no programa
MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). O critério de identificacdo foi estabelecido através da
similaridade genética de pelo menos 95% de comparacdo entre as sequéncias obtidas e 0s
bancos de dados utilizados. Uma arvore de agrupamento de vizinhos (NJ) (Saitou & Nei, 1987)
foi construida no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011) com o intuito de fornecer uma
representacdo das divergéncias entre as amostras analisadas. O suporte para nos foi verificado
através de 1.000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985). Distancias geneéticas foram

calculadas no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011), usando distancias p ndo corrigidas.

4 RESULTADOS

Foram obtidos 658 pares de base do gene mitocondrial COl de todos os 15 individuos.
Quando as sequéncias do presente estudo foram comparadas com as sequéncias presentes no
site Genebank, o banco de dados resultante foi montado com 41 individuos, entre sequéncias no
presente estudo + sequéncias de outras espécies do género Aetobatus. Inicialmente, todas as
amostras coletadas no presente estudo comercializadas sobre o nome de “arraia pintada” foram
identificadas geneticamente como Aetobatus narinari (Figura 5). As amostras coletadas no
presente estudo foram agrupadas com sequéncias baixadas no Genebank provenientes da
Florida, Belize e Ilhas Cayman, todos provenientes do Oceano Atlantico, formando um grande
clado com alto valor de suporte (99 de bootstrap). Curiosamente, dentre deste clado, um
subclado foi formando com as amostras de Mazatlan do presente estudo e mais sequéncia
proveniente do México, ambas provenientes do lado do Oceano Pacifico (Figura 5).

Adicionalmente ao agrupamento encontrado com as amostras do presente estudo, é

possivel perceber que, ao longo de sua distribuicdo mundial, A. narinari forma clados
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diferenciados em outras regides do mundo como Africa do Sul (100 de valor de suporte), e
regido asiatica (India + Hawaii 2) Japdo, Indonésia e Hawaii 1 (Figura 5). Curiosamente,
Aetobatus ocellatus, foi recuperada na arvore filogenética dentro do grande clado formado por

A. narinari fazendo com que, tanto A. narinari quanto A. ocellatus, ndo sejam
monofiléticas.

A. narutobiei, a espécie mais nova do género recentemente descrita foi recuperada como
espécie irmd da clado formado por A. narinari + A. ocellatus. Outro fato que chama atencdo é a
posicdo das sequéncias de A. narinari provenientes de Sao Paulo. Elas foram geneticamente
diferentes das sequéncias do presente estudo e das outras sequéncias da espécie retirados do
Genebank. E possivel perceber a formagdo ainda de dois subgrupos dentro das sequéncias de
Sé&o Paulo, ambos fortemente suportados pelos valores de bootstrap (Figura 5).

Figura 5: Arvore filogenética de Agrupamento de vizinhos (NJ), baseado no modelo de Kimura 2
parametros. Valores da arvore representam as pseudo-réplicas de bootstrap
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As distancias genéticas calculadas para os individuos do presente estudo confirmam o
padrdo observado na &rvore filogenética de agrupamentos de vizinhos. A distancia genética
variou entre 0% ou seja, geneticamente idénticos, em relacdo aos individuos da Florida até
27.9% em relacdo a uma sequéncia de Aetobatus proveniente do estado de Séo Paulo (Tabela
2). A divergéncia nucleotidica entre A. narinari (S&o Paulo) com relacdo as outras duas
espécies do género variou bastante, onde entre A. narinari X A. ocellatus os niveis foram de

1.4 -3.6% enquanto que entre A. narinari X A. narutobiei os indices foram entre 12.4 —
13.8%. O destaque fica quando comparamos o0s valores interespecificos de A. narinari. Como
um todo, todas as sequéncias utilizadas no presente estudo foram muito diferentes
geneticamente de individuos de S&o Paulo, tendo valores entre 25.5% (Indonésia X Séo Paulo
1, 2 e 4) até 27.9% (Cayman x S&o Paulo 3) (Tabela 2).



Tabela 2: Distancia genéticas baseadas no modelo de Kimura 2 parametros dos individuos do género Aetobatus utilizados no presente estudo. Valores sdo

demonstrados em porcentagem.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1-Norte/Nordeste - - - - - - - - - - - -
2-Flérida 0.0 - - - - - - - - - - -
3-Belize 0.2 0.2 - - - - - - - - - -
4-Cayman 0.2 0.2 0.2 - - - - - - - - -
5-Africa do Sul 2.6 2.6 2.6 2.8 - - - - - - - -
6-Hawai_2 2.6 2.6 2.6 2.8 2.0 - - - - - - -
7-India 24 24 24 2.6 1.8 0.2 - - - - - -
8-Japdo 2.8 2.8 2.8 3.0 2.2 1.0 0.8 - - - - -
9-Hawai_1 3.0 3.0 3.0 3.2 24 1.2 1.0 1.0 - - - -
10-Indonésia 3.6 3.6 3.6 3.8 3.0 1.8 1.0 1.6 1.0 - - -
11-Aetobatus ocellatus 34 34 34 3.6 2.8 1.6 1.6 1.8 1.6 1.4 - -
12-Aetobatus narutobiei 13.6 13.6 13.6 13.8 12.0 13.0 13.0 12.4 12.8 12.8 13.0 -
13-Séo Paulo (1,2 e 4) 26.7 26.7 26.7 26.9 26.9 25.9 25.6 255 25.9 25.5 25.5 24.4
14-S80 Paulo 3 21.7 21.7 21.7 27.9 27.9 27.6 26.3 25.6 25.9 25.6 26.3 24.7

Fonte: Autoria propria.
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5 DISCUSSAO

Com a ajuda do DNA Barcoding, foi confirmada a identificagdo da espécie A. narinari
conhecida popularmente como arraia pintada. Os dados combinados do sequenciamento do
gene mitocondrial COI, nos mostram uma relagdo interessante dentro do género Aetobatus.
Inicialmente, todas as amostras coletadas no presente estudo foram geneticamente idénticas a
sequéncias de individuos provenientes da Florida, Cayman e Belize na regido do Caribe, ou
seja, todas no Atlantico Ocidental. Richards et al, (2009) realizando uma analise filogeografica
de A. narinari coletadas ao redor do mundo, encontrou 3 linhagens genéticas para esta espécie.
Pacifico Oeste/Central, Leste do Pacifico e Atlantico Central. As amostras do presente estudo,
desta forma, se enquadram a linhagem do Atléantico Central.

Entretanto, este mesmo autor recomenda que a linhagem do Pacifico Oeste/Central seja
considerada como uma espécie diferente das outras duas linhagens (Richards et al., 2009). No
presente estudo, tanto os valores de suporte de bootstrap obtidos pela arvore de NJ (100% de
separacdo em relacdo aos individuos do Indo/Oeste Pacifico) quanto os niveis de divergéncia
nucleotidica (minimo de 2.6%) apoiam o resultado propostos por Richards et al, (2009),
indicando que as maiores divergéncias moleculares das amostras do presente estudo sdo em
sequéncias destas regides.

Schluessel et al, (2010) realizaram uma inferéncia populacional com individuos de A.
narinari da regido Indo-Oeste do Pacifico para testar as teorias propostas por Richards et al,
(2009). Os autores encontraram ndo sO, indicios que sustentaram os achados prévios como
também novas sub-estruturacdes nesta regiao, indicando que provavelmente, existam mais de
duas espécies cripticas dentro de A. narinari nesta regido. Adicionalmente, estes padrdes de alta
diversidade genética indicam que possivelmente, o ancestral de A. narinari surgiu nesta regido
e posteriormente irradiou o Atlantico e Leste do Pacifico via Africa do Sul. Infelizmente os
marcadores genéticos utilizados por Schluessel et al, (2010) sdo diferentes do utilizado no
presente estudo ndo podendo ser utilizadas a nivel de comparacdo. Posteriormente, estes
marcadores também poderdo ser testados nas nossas amostras.

Outro fato interessante mostrado em nossos resultados foi a presenca de A. ocellatus
dentro dos clados formados pelas sequéncias de A. narinari do Oeste do Pacifico. Tendo em
mente que esta espécie faz parte do complexo de espécies juntamente com, A. narinari e A.
latticeps duas suposicdes sdo possiveis: a) provavelmente as sequéncias depositadas no
Genbank como A. ocellatus foram identificadas erroneamente; b) As sequéncias do trabalho de

Richards et al, (2009) s&o na verdade A. ocellatus. Levando em considera¢do os valores de
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suporte de bootstrap e divergéncias nucleotidicas, os dois cenarios sdo possiveis. Entretanto,
caso as sequéncias realmente pertengcam a A. ocellatus, esta espécie juntamente com A. narinari
ndo sdo espécies geneticamente monofiléticas de acordo com os resultados do presente estudo.
Mais marcadores moleculares, além de revisdes taxondmicas detalhadas sdo necessarias para a
resolucéo destes resultados.

Todos estes indicativos da presenca de espécies cripticas dentro do complexo de
espécies de A. narinari levaram a recentes investigagdes dentro do grupo. Inicialmente, White
& Moore, (2013) reescreveram A. flagellum, espécie que anteriormente apresentava uma ampla
distribuicdo, ao longo do Indo-Oeste do Pacifico, do Golfo Pérsico até o Sul do Japdo, teve
distribuicdo limitando sua distribuicdo a regides do Golfo Pérsico (Kuwait), Indonésia e
Malésia. Levando em consideracdo dados morfoldgicos e moleculares, White et al, (2013)
descreveram uma nova espécie chamada Aetobatus narutobiei, sendo esta distribuida na porcéao
mais asiatica do Pacifico, tendo sido encontrada no Vietnd, Hong Kong, China, Coreia e Sul do
Japdo. As sequéncias depositadas no Genbank como A. flagellum séo na verdade A. narutobiei
e devido a isso, foram ja identificadas desta forma no presente estudo (White comunicacéo
pessoal). Este caso apenas reforca a presenca de espécies cripticas dentro do complexo A.
narinari.

No presente estudo, as sequéncias de A. narinari provenientes do litoral de S&o Paulo
(Ribeiro et al., 2012) depositadas no Genbank apresentaram niveis de divergéncias
nucleotidicas muito superiores a média de divergéncia a nivel de espécie (entre 24.4-27.9%
contra 2.8-13.6% do restante das amostras). Segundo os autores, os 4 individuos foram
coletadas na regido do Guaruja, litoral do Séo Paulo, onde todas as caracteristicas morfologicas
foram condizentes com A. narinari. Infelizmente, segundo 0s mesmo, ndo existe mais tecido
muscular que possa ser sequenciado novamente para obter mais informacdes a cerca dessa
variacao.

Das 4 amostras disponiveis no Genbank, houve a subdivisdo molecular em 2 grupos, um
composto pelas sequéncias 1, 2 e 4 e outro pela sequéncia 3 (Figura 1, tabela 2). Pelo nivel de
variacdo observado, aparentemente se tratam de uma espécie diferente de A. narinari que
possui duas subpopulacbes na regido. Este nivel de divergéncia muito grande em relacéo as
outras sequéncias também indica na arvore filogenética que esta espécie de Sao Paulo seria a
mais ancestral dentro do género Aetobatus, com base nas sequéncias utilizadas no presente
estudo. Novas coletas estdo em andamento na regido para obtengdo de novas amostras (Sales,

comunicagdo pessoal).
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De acordo com Carmona (2005), em Braganca a espécie Aetobatus narinari € conhecida
vulgarmente na regido como arraia pintada ou xita. Sua identificacdo é muito facil e a
concordancia entre a informacdo dos comerciantes e a analise de DNA é de 100%, € a Unica
espécie descrita para a costa atlantica da América do Sul até o momento. Interessante € que
tanto os individuos amostrados em Braganca, Valenca e Mazatlan sdo prontamente conhecidos
pelos pescadores pelo mesmo nome vulgar (Arraia Pintada) fato este incomum quando se trata
de espécies de elasmobranquios (Carmona, 2005; Rodrigues-Filho, 2008).

6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo a ferramenta de DNA barcoding, se mostrou eficiente na
identificacdo da espécie conhecida como arraia pintada na regido norte e nordeste do Brasil. A
mesma foi identificada como a espécie Aetobatus narinari (Euphrasen, 1790), pertencente ao
género Aetobatus, onde este espécie é a espécie tipo do género. Nossos dados também
indicaram a possivel presenca de ao menos uma espécie criptica dentro de A. narinari na regido
do Atlantico Sul Ocidental, além de confirmar os resultados de estudos prévios da existéncia de
mais de um estoque populacional desta especie ao redor do mundo, onde 0Ss espécimes
coletados no presente estudo fazem parte da populacdo do Atlantico Central. Novos esfor¢os
morfologicos e genéticos devem ser realizados na tentativa de elucidar os resultados

preliminares revelados pelo presente estudo.
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