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RESUMO

Os tubardes do género Rhizoprionodon que ocorrem no Brasil, Rhizoprionodon porosus
e Rhizoprionodon lalandii, sdo espécie bastante capturadas pela pesca artesanal. Estas
também sao simpatricas ¢ morfologicamente semelhantes, o que dificulta a sua correta
identificacdo. Um trabalho realizado em Pernambuco sobre distribui¢do temporal de
elasmobranquios (capturados pela pesca de emalhe de fundo) obteve dados de 113
espécimes que foram identificados como R. porosus. Um modo de conferir a correta
identidade de diversos seres vivos atualmente ¢ pela identificagdo molecular, através do
uso de marcadores moleculares. Um dos marcadores utilizados para identificagdo de
tubardes e raias ¢ o sequenciamento do gene mitocondrial NADH-2. Dentro desse
contexto, o objetivo do presente estudo foi o de identificar molecularmente individuos
dessa pescaria para confirmar ou nao sua identidade. Para isso, duas amostras vindas de
Pernambuco foram obtidas de tecido muscular e cartilaginoso e mais cinco utilizadas
como sequencias comparativas do Nordeste (quatro do Ceara e uma do Maranhao).
Estas foram amplificadas via PCR e sequenciadas para o gene NADH-2, obtendo-se
sequéncias de 1.045 pb. As sequéncias obtidas foram editadas usando-se o software
Geneious e checadas utilizando o algoritmo BLAST. Para a caracterizagdo das
sequéncias utilizou-se o software MEGA, sendo possivel visualizar cinco haploétipos
presentes nessas sequéncias com sete sitios polimoérficos. Trés tipos de substituicdes de
bases e duas modificacdes de aminoacidos forma confirmadas durante a caracterizagao.
Os resultados do BLAST foram maiores que 99% de similaridade com R. porosus ja
depositado no GenBank, confirmando a identificacdo das duas amostras de
Pernambuco. Em uma andlise filogenética baseada no método Neighbor-Joining (NJ),
R. porosus apresentou maior similaridade com R. terraenovae, pois ambos sdo
considerados espécies irmas e sdo extremamente semelhantes, com exce¢do do niumero
de vértebras, permanecendo mais longe de R. lalandii. As duas amostras sao suficientes
para sustentar as identificagdes morfoldgicas ja realizadas, visto que os mesmos
parametros de identificacdo foram aplicados para todos os exemplares.

Palavras-chave: Elasmobranchii; Carcharhinidae; DNA mitocondrial; filogenética.



ABSTRACT

The sharks of the genus Rhizoprionodon that occur in Brazil, Rhizoprionodon porosus
and Rhizoprionodon lalandii, are species very caught by artisanal fishing. These are also
sympatric and morphologically similar, which makes their correct identification
difficult. A study carried out in Pernambuco on temporal distribution of elasmobranchs
(caught by bottom-set gillnets) obtained data from 113 specimens that were identified as
R. porosus. One way to check the correct identity of many living beings today is by
molecular identification, through the use of molecular markers. One of the markers used
for identification of sharks and rays is the sequencing of the mitochondrial NADH-2
gene. Within this context, the objective of the present study was to molecularly identify
individuals from this fishery to confirm or not their identity. For this, two samples from
Pernambuco were obtained from muscle and cartilaginous tissue and five more used as
comparative sequences from the Northeast (four from Ceara and one from Maranhdo).
These were amplified via PCR and sequenced for the NADH-2 gene, yielding 1.045 bp
sequences. The sequences obtained were edited using the Geneious software and
checked using the BLAST algorithm. For the characterization of the sequences, the
MEGA software was used, and it was possible to visualize five haplotypes present in
these sequences with seven polymorphic sites. Three types of base substitutions and two
amino acid modifications were confirmed during characterization. BLAST results were
greater than 99% similarity with R. porosus already deposited in GenBank, confirming
the identification of the two Pernambuco samples. In a phylogenetic analysis based on
the Neighbor-Joining (NJ) method, R. porosus showed greater similarity with R.
terraenovae, as both are considered sister species and are extremely similar, except for
the number of vertebrae, remaining farther from R. lalandii. . Both samples are
sufficient to support the morphological identifications already made, since the same
identification parameters were applied to all specimens.

Keywords: Elasmobranchii; Carcharhinidae; mitochondrial DNA; phylogenetic .
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1. INTRODUCAO

Os tubardes do género Rhizoprionodon (Carcharhinidae) sao representados por sete
espécies que se distribuem nas regides costeiras dos oceanos Atlantico, Pacifico e
indico (SPRINGER, 1964). As espécies desse género se diferenciam de outros da
familia Carcharhinidae através da presenga de sulcos labiais bem desenvolvidos
posicionados nos cantos da boca e pela presenca de cristas pré-anais visiveis em adultos
(GADIG, 2001).

Outras caracteristicas gerais do género incluem tamanho corporal de pequeno ou
médio porte (chegando no méaximo a 150 cm de comprimento total, CT), alimentacao
baseada em moluscos, crustdceos e pequenos peixes € o fato de conseguirem habitar
aguas costeiras, estuarinas e salobras (COMPAGNO, 1984).

Trés espécies se distribuem na costa do oceano Atlantico oeste: Rhizoprionodon
terraenovae (Richardson, 1836), R. porosus (Poey, 1861) e R. lalandii (Miiller & Henle,
1839), as duas ultimas estdo presentes na costa brasileira. R. lalandii se distribui desde
o Panama até o sul do Brasil ao passo que R. porosus se distribui do Mar do Caribe até¢ a
Argentina (COMPAGNO, DANDO & FOWLER, 2005). Dessa forma, nota-se que
estas possuem distribui¢cdo simpatrica ao longo da costa do Brasil.

Embora sejam espécies distintas, as diferencas morfologicas entre R. lalandii ¢ R.
porosus sdo sutis (GADIG, 2001), o que pode levar a erros na sua identificacdo. Esse
fato ¢ agravado por distribuicdo simpatrica destas espécies. Isto é preocupante visto que
uma correta identificacdo ¢ um ponto importante para a formulacdo de uma adequada
metodologia de gestao e conservagao de diversas espécies (SHIVIJI et al., 2002), sendo
poucos os dados sobre essas espécies na IUNC, em que R. porosus ¢ considerado pouco
preocupante e R. lalandii é deficientes de dados.

As chaves de identificacdo de elasmobranquios sdo utilizadas de modo a tentar
identificar morfologicamente esses animais em locais de desembarque e em laboratorio.
Algumas caracteristicas utilizadas sao de comparacao da morfologia entre R. porosus €
R. lalandii que ocorrem no Brasil, desse modo, sendo necessario o conhecimento de
ambas para confirmar qual a espécie pertence o individuo coletado (APENDICE A).

Quando a identificacdo morfoldgica nao ¢ bem definida ou apresenta incertezas, sao
utilizados, como potenciais estratégias, técnicas de identificagdo molecular

(MENDONCA et al, 2010). Esse tipo de identificagdo também pode ser utilizado para



sustentar as identificagdes realizadas através da morfologia de diversos seres vivos
(FEITOSA et al, 2018).

Estudos com R. porosus e R. lalandii, ja foram realizados para atender as mais
variadas problematicas relacionadas a identificagdo desses tubardes (WONG, SHIVIJI &
HANNER, 2009; PINHAL, GADIG & MARTINS, 2009; MENDONCA et al, 2011c;
PINHAL et al., 2012; NAYLOR et al., 2012; PINHAL et al., 2012; FERRETE et al.,
2019). Outros aspectos também ja foram verificados utilizando evidéncias moleculares
desses peixes, como delimitacdo geografica (MENDONCA et al, 2011a) e genética
populacional (MENDONCA et al, 2011b ; MENDONCA, GADIG & FORESTI, 2013),
utilizando-se das mais variadas estruturas do DNA, como o citocromo oxidade I (COI) e
o displacement loop (D-loop).

Para se obter o resultados de separagdo entre espécies que conferindo a correta
identificacdo dos espécimes, as estratégias moleculares exigem a necessidade de se
utilizar um ou mais genes. Com relacdo a identificacdo de tubardes, o marcador
molecular NADH desidrogenase subunidade 2 (gene mitocondrial conhecido como
NADH-2 ou ND2), ja foi utilizado em trabalho realizado por Naylor e colaboradores
(2012). Este ¢ um gene codificador que tem como caracteristica uma rapida evolugao,
acaba por fornecer uma separacdo entre espécies proximas (NAYLOR et al, 2012)
sendo um dos componente da membrana interna mitocondrial e tem sua funcdo
relacionada a cadeia respiratéria, transferindo elétrons para a ubiquinona (NELSON,
2014). Os genes mitocondriais tém uma boa resolugdo para caracterizagdes em nivel de
espécies (HERBET et al.,, 2003), permitindo assim a devida identificagdo dos
espécimes.

Coletas de dados de espécimes do género Rhizoprionodon, foram realizadas ao largo
de Pernambuco, em que todos os individuos foram identificados morfologicamente
como sendo pertencentes a espécie de Rhizoprionodon porosus.

Desse modo, para confirmar a identidade desses espécimes ¢ necessario que haja
uma contribui¢do de dados de identificagdo molecular, que possam indicar que os
resultados de identificagdo morfoldgica obtido, foram corretos ou ndo. Assim, o atual
estudo teve como objetivo identificar molecularmente alguns exemplares capturados

nessa pescaria de Pernambuco.
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2. METODOLOGIA

2.1 Coleta das amostras e atividades laboratoriais

Duas amostras de cac¢des Rhizoprionodon capturados em Pernambuco utilizadas no
presente estudo foram coletadas através de uma pesquisa ja realizada pelo Dr. Kaio
Lopes de Lima e a Dra. Rosangela Paula Teixeira Lessa da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, que tem o intuito de saber a distribui¢do temporal de elasmobranquios
no estado. Os espécimes foram registrados em pontos de desembarque de peixes,
capturados pela pesca de emalhe de fundo. Essa pesca foi realizada entre 2010 - 2015,
registrando a ocorréncia de 113 espécimes pertencentes ao género Rhizoprionodon
fazendo parte da tese intitulada “Distribuicdo temporal, vulnerabilidade e uso de
habitats de duas espécies de tubardo Carcharhiniformes na costa de Pernambuco”

defendida ainda no ano de 2019 (LIMA, 2019).

As amostras foram retiradas de tecidos cartilaginoso proximos ao condocranio dos
tubardes e que foram preservadas em etanol a 96%. Estas amostras foram enviadas ao
Laboratorio de Evolucdo e Conservacao de Vertebrados Marinhos (EvolVe), localizado
no Departamento de Biologia - Bloco 909 na Universidade Federal do Ceara, para
verificar a identidade dos espécimes através do sequenciamento de DNA. Todos os 113
espécimes da pesquisa foram identificados, por Lima (2019), através da sua morfologia,
por chaves de identificagdo, como sendo pertencentes a espécie de Rhizoprionodon
porosus.

Amostras comparativas coletadas em outros dois estados da regido Nordeste
foram obtidas e sequenciadas. Todas foram coletadas pela pesca artesanal da sua
localidade com um total de quatro amostras de tecido muscular do Ceara (CE19, CE34,
CE68 e CE85) e uma do Maranhdao (MAO1). A amostra do Maranhao, foi enviada junto
com as amostras de Pernambuco, sendo também de tecido cartilaginoso retirado
proximo ao condocranio e as do Ceard ja estavam depositadas no banco de tecidos do
Laboratério EvolVe, que sdo amostras retiradas do tecido muscular, de espécimes de
desembarque do Porto do Mucuripe, Fortaleza-CE. Todos esses espécimes do Ceard e
Maranhao foram identificados como pertencentes ao género Rhizoprionodon.

Todas as amostras foram levadas a EMBRAPA, local no qual foi realizado as
etapas laboratoriais, da extragdo do DNA até a obtencao da imagem das bandas de DNA

em gel de agarose na Eletroforese. A extragdo de DNA total foi realizada utilizando o
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DNeasy Blood & Tissue Kit, seguindo as instru¢des do fabricante (QIAGEN Inc,
Valencia, CA, EUA). Apbs a extragdo, foi utilizado o espectrofotdmetro NanoDrop
2000 para avaliar a qualidade do DNA extraido das amostras.

Posteriormente, as extracoes do DNA das amostras passaram para a etapa de
amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o gene
mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 2. Os primers utilizados para as reagdes
da PCR foram: IllemMustelus 5> AAGGACCACTTTGATAGAGT 3’ e Asn-Mustelus
5" AACGCTTAGCTGTTAATTAA 3° (NAYLOR et al, 2012), utilizando um volume
total de 25 pl, contendo 50 ng DNA, 1XAmpliTaq Gold 360 Master Mix e 0,5 uM
primers. Os ciclos da PCR foram realizados no Termociclador Veriti e seguiram esta
ordem, separada por estagios:

e [Estagio 1: Desnaturacao inicial de 94 ° C por 2 minutos;
e [Estagio 2: 39 ciclos de desnaturagao a 95 © C por 30 segundos, anelamento dos
primers a 48 ° C por 30 segundos e extensdo a 72 ° C por 90 segundos;

e Estigio 3: com extensdo final 72 ° C por 7 minutos.

Os resultados da amplificagao dos produtos da PCR foram verificados através de
eletroforese, utilizando o Gel de Agarose a 1,3%. Para a composi¢cdo desse gel, foi
utilizado um composto tampao TBE (Tris-borato) e o material foi corado com brometo
de etidio. Para a calibragao dos resultados da eletroforese, foi utilizado um marcador de
peso molecular com um total de 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs). O gel foi
fotografado, visualidado por um transilumidor UV (Loccus, Cotia, Sdo Paulo), para que
fosse possivel visualizar a intensidade das bandas e realizar as etapas subsequentes de
purificagao dos produtos, utilizando o purificador da ExoSAP-IT, seguindo todas as
instrugdes do fabricante.

Apos essas etapas, os produtos dessa PCR foram enviados a Seul, na Coréia do
Sul, para serem sequenciados através da técnica de Sanger pela empresa Macrogen Inc.
Junto a esses produtos também foram enviados os iniciadores direto e reverso, ja
descritos anteriormente, com a adi¢do do primer interno ND2-batoids-IFA 5'

CACTTYTGACTWCCAGAAGT -3' (NAYLOR et al. 2012).

12



2.2 Analise de Dados

As sequéncias obtidas foram editadas através do software Geneious 7.1.5 e
alinhadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018), utilizando o Clustal W. Neste ultimo, foi
realizado a caraterizagdo do gene NADH desidrogenase 2, com o intuito de visualizar a
quantidade de hapldtipos e seus sitios polimoérficos, as modificagdes de bases do DNA e
se as mutacdes sdo ou ndo silenciosas Estudos realizados de acordo com esses
resultados foram feitos para caracterizar os tipos substituicoes de base que ocorreram ao
longo do gene.

Para a identificacdo molecular dos espécimes sequenciados, suas sequéncias
foram submetidas a analises pelo algoritmo Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (ALTSCHUL et al, 1990) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Essa
analise possibilita visualizar o percentual de similaridade da sequéncia pesquisada com
as sequéncias ja depositadas no banco de dados de sequéncias do GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Por fim, foi realizado no software Geneious uma analise filogenética baseada no
método de Neighbor-Joining (NJ) e Taruma-Nei como modelo de distancia genética,
utilizando boostrap de 1,000. Além das sequéncias obtidas no presente estudo, as
analises foram realizadas incluindo dois grupos de sequencias obtidas no GenBank: (1)
sequéncias referéncia: R. lalandii (JQ518646), R. porosus (JQ518648) e R. terraenovae
(JQ5118651) e (2) grupo externo: Carcharhinus acronotus (JQ518620.1), Carcharhinus
leiodon (JQ400110.1), Carcharhinus leucas (JQ518623.1) Carcharhinus plumbeus
(JQ518632.1), Carcharhinus porosus (JQ518614.1).
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3. RESULTADOS

No total foram obtidas sete sequéncias resultantes das capturas realizadas no
Nordeste, compostas por espécimes do género Rhizoprionodon, duas coletadas em
Pernambuco (PEO3 e PE04), quatro no Ceard (CE19, CE34, CE68 e CES85) e uma no
Maranhao (MAOI1). Desse sequenciamento, foi possivel obter a sequéncia completa do
gene ND2 total, com 1.044 pb, sendo possivel realizar as etapas de caracterizagdo desse

gene e obter a identidade desses espécimes.

A proporcdo entre as bases nitrogenadas das sequencias geradas se mostrou
muito estavel (TABELA 1). O nimero de adeninas variou de 31,6% a 31,8% do total de
bases, ja a timina foi contabilizada em 37,3% do total do gene e em apenas uma
sequencia (CE19) esta base teve um percentual de 27,4%. Houve variagdo de 32% a
32,2% do total de citosina encontradas e por fim, o percentual de bases de guanina nas
sequencias quase ndo variou, sendo que apenas uma (PE03) obteve 8,81% de guaninas,

enquanto que as demais obtiveram 8,9% bases.

Tabela 1: Percentual do nimero de bases de adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G), que
foram contabilizadas ao longo das sequencias obtidas no presente estudo.

Quantidade de Bases

Espécimes
A T C G
CE19 31,70% 27,40% 32,00% 8,90%
CE34 31,70% 27,30% 32,10% 8,90%
CE68 31,70% 27,30% 32,10% 8,90%
CE85 31,70% 27,30% 32,10% 8,90%
MAO1 31,60% 27,30% 32,20% 8,90%
PEO3 31,80% 27,30% 32,09% 8,81%
PE0O4 31,70% 27,30% 32,10% 8,90%

Ainda quanto a caracterizagdo do gene NADH desidrogenase 2, foram
encontrados cinco haplétipos, com a presenca de sete sitios polimoérficos nas sequéncias
estudadas (TABELA 2). O haplétipo H2 foi o mais comum, pois esteve representado
em trés das sete sequencias obtidas (em 42,8% dos tubardes), duas sequencias do Ceara

(CE34 e CE68) e uma de Pernambuco (PE04).
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Ja nos haploétipos H1, H3, H4 e HS, foram menos frequentes, encontrados em
apenas uma sequéncia cada, correspondendo a 14,3% dos tubardes. O haplétipo H1 €
representando por uma sequéncia do Ceara (CE19), bem como o H3 (CES85). Ja o
haploétipo H4 ¢ referente a tinica sequencia do Maranhdo (MAO1) e o HS5 da segunda

sequéncia de Pernambuco (PE03).

Tabela 2: Posi¢des de nucleotideos polimoérficos para haplotipos das sete sequéncias do gene NADH-2 (mtDNA)
obtidas de Rhizoprionodon porosus capturados pela pesca artesanal ao largo da regido Nordeste do Brasil.

Posi¢oes dos Nucleotideos

Haplotipos
147 183 527 723 742 798 1039
H1 T T G T T C A
H2
H3 . C . . C T
H4 C . . C . . T
H5 . C A : C

O haplotipo H4, chama atengdo pelo fato de apresentar trés modificagdes de
bases dentre os sete sitios polimorficos (nas posi¢des 147, 723 e 1039) sendo exclusivas

da sequencia pertencente ao Maranhao.

Ao todo, foram encontradas trés tipos de substitui¢des de bases, nesses sete
sitios polimorficos, as modificagdes do tipo: citosina/timina, adenina/guanina e
adenina/timina (TABELA 3), em que as duas primeiras sdo substituicdes do tipo
transi¢do ¢ a ultima do tipo transversao (NELSON, 2014). Na substituicdo do tipo
citosina/timina, houve uma modifica¢do na primeira posi¢cao do cddon (posicao 742) e
outras quatro encontradas na terceira posi¢do do codon (posi¢des 147, 183 e 723), sendo
todas silenciosas. Na substituicdo adenina/guanina (posi¢do 527), houve modificacao
nao silenciosa na segunda posicdo do cddon, modificando aminodcidos do tipo
arginina/glutamina. Por fim, na substituicdo do tipo adenina/timina (posicdo 1039),
houve modificacdo ndo silenciosa no 1° cédon que gerou a modificacdo de aminoacidos

do tipo treonina/serina (APENDICE B).
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Tabela 4: Caracterizacdo das sequéncias do gene NADH-2 quanto as modificacdes de bases e de
aminoécidos.

Tipos de

Tipo de modificacio

Posicoes do Cédon

substituicoes de Tipos de Mutacoes

do aminoacido

bases
Citosina / Timina Primeira (1) .
o Silenciosa -
(transicio) Terceira (4)
Adenina / Guanina

Segunda (1) Naio Silenciosa Arginina / Glutamina

(transi¢ao)

Adenina / Timina e

Primeira (1) Nao Silenciosa Treonina / Serina

(transversao)

Com relacdo a confirmagdo de identidade das amostras, através da analise
realizada no BLAST, foi possivel obter os percentuais de similaridades com as amostras
jé depositadas no Genbank (TABELA 5). A analise indicou que existe similaridade com
a espécie Rhizoprionodon porosus (99,5 — 99,9% de similaridade). Também foi possivel
visualizar a proximidade com sequéncias de outras espécies depositadas, como o R.
terraenovae (valores acima de 98% de similaridade) e o R. lalandii (valores a cima de

95% de similaridade).

Tabela 5: Resultado do percentual de similaridade das amostras do presente estudo com as de
Rhizoprionodon porosus ja depositadas no GenBank, através da analise BLAST.

Percentual de similaridade das sequencias em analise BLAST

Amostras
. . Rhizoprionodon . . ..
Rhizoprionodon porosus Rhizoprionodon lalandii
terraenovae
PEO3 99,90% 98,47% 95,59%
PEO4 99,90% 98,47% 95,40%
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CE19

CE34

CE68

CES85

MAO1

99,81%

99,90%

99,90%

99,90%

99,52%

98,37%

98,47%

98,47%

98,66%

98,28%

95,49%

95,59%

95,59%

95,59%

95,40%

O resultado obtido no BLAST corrobora com os resultados da analise

filogenética, indicando desse modo a identificacdo dos espécimes. As duas amostras de

Pernambuco se posicionaram agrupados a sequéncia referéncia de Rhizoprionodon

porosus (JQ518648) do GenBank, assim como as sequéncias comparativas do Ceara e

Maranhao, confirmando que todos os espécimes capturados pertencem a esta espécie. A

sequéncia da espécie R. terraenovae (JQ518651) encontra-se mais proxima das de R.

porosus, ficando a sequencia de R. lalandii (JQ518646) em uma posigao basal.

Figura 1: Analise Filogenética com as sequéncias obtidas no presente estudo (destacadas) e as demais obtidas no GenBank como os

100

100

100

100

respectivos valores de bootstrap.

Carcharhinus acronotus (JQ518620.1)
Carcharhinus leiodon (JQ400110.1)
Carcharhinus leucas (JQ518623.1)
Carcharhinus plumbeus (JQ518632.1)

Carcharhinus porosus (JQ518614.1)

100

0.03

50

_{

1

|

Rhizoprionodon falandii (JQ518646.1)

Rhizoprionodon terraenovae (JQ518651.1)

Rhizoprionodon porosus (JQ518648.1)

PEQ4
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4. DISCUSSAO

Foram poucas as divergéncias de bases presentes em cada uma das sequéncias e
consequentemente, foram poucos os sitios polimoérficos encontrados ao longo dos 1.044
pb obtidos. A maioria das substituicdes encontradas foi do tipo transi¢dao, sendo a
maioria vista na posi¢do do terceiro cddon, essa caracterizagdo ja foi indicada por
Naylor e colaboradores (2012) e constatadas no presente estudo.

Uma das duas modificagdes de bases encontradas foi a do tipo treonina / serina.
Esses dois aminoacidos fazem parte do mesmo grupo (R polares, ndo carregados), e
contém suas funcdes relacionadas, a treonina ¢ capaz de regular as proporcdes de serina
produzidas (NELSON, 2014). Ja a arginina/glutamina sdo de grupos diferentes, a
arginina sendo caracterizada como um aminodcido bésico e a glutamina como &cido.

Desse modo as modificacdes resultante ndo chegam a ser tao discrepante, pois
em uma delas (trenona/serina) se encontram em aminoacidos que molecularmente tem
as mesmas propriedades (APENICE B).

Dos haplotipos encontrados, o H4 (representado pela sequencia do Maranhao)
obteve trés sitios polimoérficos exclusivos. Lucena e Lessa (2019), realizaram
comparagdes morfométricas de condocranios de individuos de R. porosus (adultos e
juvenis) e tiveram como resultado a diferenga entre os exemplares coletados na costa
Norte e na costa Leste do Nordeste do Brasil. Esse resultado ¢ um indicativo de que
existe algum grau de divergéncia populacional ao largo da regido Nordeste, desse modo
¢ interessante avaliar se existes divergéncias genéticas solidas através do estudo
utilizando mais sequencias desse local em comparagdo com as demais regides do
Nordeste.

A identidade dos espécimes capturados em Pernambuco e também dos
comparativos do Ceard e Maranhdo foi confirmada, como pertencentes a espécie de
Rhizoprionodon porosus. O percentual de similaridade obtido no BLAST (maior que
99%), ja foi utilizado como base para a comprovacao de identidade, no nivel de espécie,
como no trabalho de Falcao e colaboradores (2017). Percentuais de similaridade abaixo
do percentual encontrado (até¢ 98%) também ja foram aceitos em outros trabalhos de
identificacdo realizados no BLAST (ARMANI et al, 2015; MUTTAQIN et al, 2019;
PAZARTZI et al, 2019).
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Ainda com relagdo aos resultados do BLAST, as sequéncias analisadas
obtiveram mais 98% de similaridade com a espécie de R. ferraenovae. Essa espécie
ocorre no Atlantico Norte Ocidental (GADIG, 2001) e ¢ considerada espécies irmao de
R. porosus. Suas morfologias sdo idénticas, divergindo apenas na quantidade de
vértebras encontradas em cada uma (SPRINGER, 1964; GADIG, 2001) e da sua
distribui¢do geografica distinta. Desse modo, sdo espécies geneticamente proximas,
sendo natural o resultado obtido, e por isso R. lalandii apresentou um percentual de
similaridade mais distante de R. porosus. Esses resultados de aproximagao genética de
R. porosus com R. terraenovae ¢ o distanciamento dessas duas do R. lalandii ja foi
demonstrado em trabalhos como o de Mendonga ¢ colaboradores (2011a).

A arvore filogenética confirma os resultados de similaridade obtidos através da
analise realizada no BLAST. As sequéncias do presente estudo encontram-se agrupadas
a sequéncia de R. porosus obtida no GenBank. Ligado a este grupamento esta a espécies
R. terraenovae, seguida de R. lalandii e das espécies do grupo externo do género
Carcharhinus.

Os dois espécimes coletados em Pernambuco e identificados através de analise
molecular indicam que houve a correta identificacdo desses espécimes coletados.
Desses modo a utilizagdo das chaves de identificacdo utilizando as caracteristicas
inseridas no Apéndice A, sdo eficazes para um bom parametro de indicag@o correta em
nivel de espécies do género Rhizoprionodon sustentam a identificagdo morfoldgica
realizada para os outros 113 espécimes. Estudos com esses tubardes, com mais de 100
individuos de Rhizoprionodon porosus coletados (SILVA & ALMEIDA, 2001;
MALAFAIA et al, 2018), sao publicados apenas com as relagdes de caracterizagao
morfologica, sem a contribuicdo da identificagdo molecular. Dessa forma, apesar do n
amostral de apenas dois para Pernambuco, ainda assim os resultados obtidos ajudam a
consolidar a identificacdo morfoldgica realizada em Pernambuco.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo ¢ a grande ocorréncia de R.
porosus nas regioes Norte e Nordeste do Brasil, enquanto que R. lalandii ¢ mais comum
nas regides Sudeste e Sul do pais (GADIG, 2001; BORNATOWSKI & ABILHOA,
2012). Desse modo, ¢ mais provavel a captura de R. porosus na costa de Pernambuco do

que de R. lalandii, com encontrado no presente trabalho..
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5. CONCLUSAO

Os exemplares de cagdo-frango capturados por pesca de emalhe de fundo ao largo
de Pernambuco pertencem a espécie Rhizoprionodon porosus, confirmando a
identificacao morfologica previamente realizada.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Para que ocorra a formulacdo de uma adequada metodologia de gestdo e
conservagdo das espécies de tubardes, como as do género Rhizoprionodon, € necessaria
a correta identificagao dos exemplares capturados pela pesca. Os resultados obtidos no
presente estudo reforcam a utilidade de marcadores moleculares como apoio a
identificacdo destas espécies.
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APENDICE A

Quadro 1: Caracteristicas de identificacdo morfologica das espécies do género Rhizoprionodon que ocorrem no

Brasil, compiladas das mais diversas chaves de identificacdes de peixes.

Espécies

Caracteristicas morfologicas

Fontes

Rhizoprionodon porosus

Sulco labial maior e corpo mais robusto que
do R. lalandii; tamanho maximo de 100 cm
CT e médio de 89 cm CT;  focinho
arredondado; colorag¢do cinza clara ou escura,
sem tonalidades metalicas; as vezes apresenta
pintas brancas nos flancos; margem posterior
da segunda nadadeira dorsal enegrecida;
possui nadadeiras peitorais proporcionalmente
maiores e quando disposta lateralmente
chegam ou passam a vertical da metade da

base a 1* dorsal.

Rhizopriondon lalandii

Sulco labial menor e corpo mais esguio que de
R. porosus; tamanho maximo de 85 cm CT ¢
médio de 58 cm CT; possui dentes pequenos e
levemente curvados; focinho afiado; regido
dorsal escura, com tonalidade metalica;
apresenta nadadeiras peitorais mais curtas, que
nunca vao atingir a metade da base da 1°

dorsal.

Compagno, Dando
e Fowler, 2005;
Bornatowski e
Abilhoa, 2012;
Gadig, 2001.

APENDICE B

Substituigdes do tipo Citosina/Timina:

lx|x|x|x|x|lx|x|x

Species/abbry

1. Rhizoprionedon_MO1MA_NDZ2 CCC
2. Rhizoprionodon_KM03ta_ND2 L B
3. Rhizoprionodon_M04ta_ND2 {0 e
4. Rhizoprionodon_FAR19_ND2 Lt i
5. Rhizoprionodon_FAR34 ND2 iz
&. Rhizoprionodon_FARSE_ND2 L B
7. Rhizoprionodon_FARB5_ND2 {2 e

Cc L=

00000 n
00000 n
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Substituigdes do tipo Adenina/Guanina:

EEEEEHEE

rSpecie:szhhrl.r )
. Rhizoprionodon_MO1MA_ND2
. Rhizoprionodon_M0O3ka_ND2
. Rhizoprionodon_M04ka_MNDZ2
. Rhizoprionodon_FAR1S_ND2
. Rhizoprionodon_FAR34_ND2
. Rhizoprionodon_FARGE_ND2
. Rhizoprionodon_FARB5_ND2

= Eh e (L (|

Modificagdes de aminoacidos do tipo Arginina/Glutamina:

SpeciesiAbbry
1. Rhizoprionodon_MO1MA_ND2

2. Rhizoprionoden_WM03ta_ND2
3. Rhizoprionoden_WM04tta_ND2
4. Rhizoprionoden_FAR1S_ND2
5,
5.
7.

Rhizoprienoden_FAR34_ND2
Rhizopricnoden_FARGS_ND2
Rhizoprienoden_FARE5_MD2

S Lol L -
' Rhizoprionodon_MO1MA_NDZ

. Rhizoprionodon_M03ta_ND2
. Rhizoprionodon_KM04ta_MND2
. Rhizoprioneden_FAR19_ND2
Rhizepricnodon_FAR34 ND2
. Rhizoprionodon_FARSS_ND2
. Rhizoprionodon_FARS5_ND2

e =

Modificagdes de aminoacidos do tipo Treonina/Serina:

S1EE R
1. Rhizoprionodon_MO1MA_ND2
. Rhizoprionodon_M03ka_ND2
. Rhizoprienodon_M04ka_ND2
Rhizoprionodon_FAR19_ND2
. Rhizoprionodon_FAR34_ND2
. Rhizoprionodon_FARSE_ND2
Rhizoprionodon_FARB5_ND2

MR
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