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Resumo

O objetivo do presente estudo foi investigar a estratégia nutricional neonatal das raias
Rhinoptera bonasus e Rhinoptera brasiliensis, analisando suas interagdes troficas e
dependéncia do recurso materno durante as fases iniciais da vida. Lipidios, acidos graxos
(FA) e is6topos estaveis (SI) foram analisados em diferentes tecidos, como ferramentas para
avaliar as alteragdes durante o crescimento em raias jovens-de-ano (YOY), divididas em dois
grupos, YOY I (<50 cm largura de disco, LD) e YOY II (50-70 cm LD). O registro de YOY
em trés anos consecutivos (2015, 2016 e 2017) e a permanéncia dos filhotes durante o ano,
confirmam que a regido de Bertioga ¢ uma area de bergario para as espécies R. bonasus e
possivelmente para R. brasiliensis. N0ssos resultados do perfil de FA teciduais suportam a
hipétese de que a estratégia histotrofica lipidica, juntamente com maiores periodos de
gestacdo e o grande tamanho ao nascimento da raia R. bonasus confere um maior
investimento energético aos filhotes. Filhotes de R. bonasus nascem enriquecidos em DHA
(4cido docosahexaenoico), ARA (4cido araquidonico) e §!°N e demonstram perda gradual do
sinal isotopico e de FA materno, assim como uma diminuicéo do fator de condicao, colesterol
e R-hidroxibutirato (-HB) com o crescimento, provavelmente como resultado do uso dos
estoques energéticos provisionados pela mde durante a gestagdo e reducdo das taxas de
crescimento. O perfil de FA essenciais (EFA) teciduais e plasmatico encontrado sugere que
os filhotes ndo apresentaram deficiéncia destes FA, como é observado em tubarbes
placentarios, indicando grande demanda de EFA durante o inicio do crescimento. Além disso,
YOY Il parecem ter melhores habilidades de forrageio, demonstrado pelo aumento de EFA e
diminuicdo de FA saturados (SFA) plasmatico, assim como diminui¢do nas concentracdes de
B-HB. Comparando-se as duas espécies, foram encontradas diferengas na composi¢do de FA
do figado e musculo, principalmente na somatéria de SFA, FA monoinsaturados (MUFA) e
FA polinsaturados (PUFA), sugerindo que as espécies apresentam diferentes dietas ou
diferentes periodos de nascimento. Estes resultados corroboram com as diferencas
encontradas nos valores de 8'°N e §'°C entre as duas espécies, revelando que as duas espécies
partilham recursos alimentares, uma estratégia que ¢ geralmente adotada pelas espécies que
utilizam a mesma area como berc¢ario. Deste modo, a combinag@o de biomarcadores permitiu
analisar os aspectos nutricionais e interagdes tréficas de YOY em uma area de bergario,
demonstrando que estas raias investem significativamente nos jovens e, consequentemente,

em melhores condigdes nutricionais no nascimento. Foi possivel assim, compreender como o
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maior investimento materno afeta tais aspectos durante o inicio da histéria de vida das raias

R. bonasus e R. brasiliensis.
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the neonatal nutritional strategy adopted by
species Rhinoptera bonasus and R. brasiliensis, related to its trophic interactions and
maternal resource dependency during the early stages of life. Lipids, fatty acids (FA) and
stable isotope (SI) were assessed in different tissues, as tools to evaluate biomarkers changes
during growth in young-of-the-year (YOY) rays, divided into two stages, YOY I (< 50 cm
disc width, DW) and YOY Il (50 - 70 cm DW). The registration of YOY in three consecutive
years (2015, 2016 and 2017) and the permanence of the YOY during the year, confirms that
the region of Bertioga is a nursery area for R. bonasus and possibly to R. brasiliensis. Our FA
profile results support the hypothesis that the lipid histotrophic strategy, along with greater
periods of pregnancy and the large size at birth of R. bonasus confers a greater energy
investment to the pups. R. bonasus pups born enriched in DHA (docosahexaenoic acid), ARA
(arachidonic acid) and 8*°N, and showed gradual loss of isotopic signal and FA, as well as a
decrease in condition factor, cholesterol and BR-hydroxybutyrate (B-HB) with the growth,
probably as a result of the use of energy stocks provided by the mother during pregnancy and
reduction of growth rates. The plasma and tissues essential FA (EFA) profile found suggests
that the pups did not show EFA deficiency, as is observed in placental sharks, indicating high
demand for EFA during early growth. In addition, data indicate larger animals have improved
foraging skills, demonstrated by increased plasma levels of EFA and a decrease of saturated
FA (SFA) and plasma B-HB in YOY Il rays. Comparing the two species, differences were
found in the FA composition of liver and muscle, especially in the SFA, monounsaturated FA
(MUFA) and polyunsaturated FA (PUFA), suggesting that the species have different diets or
different periods of birth. These results corroborate with differences in the §'°N and §'*C
values between the two species, revealing that the two species partition food resources, a
strategy that is usually adopted by the species that use the same area as nursery. Thus, the
combination of biomarkers has allowed analyzing the nutritional aspects and trophic
interactions of YOY in a nursery area, demonstrating that these rays investing significantly in
young and, consequently, in better conditions nutritional facts at birth. It was possible
understand how the greater maternal investment affects such aspects during the early life

history of R. bonasus and R. brasiliensis.
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1. Introducao

Os elasmobranquios (tubardes e raias) juntamente com as quimeras, formam a classe
monofilética dos Chondrichthyes, que compde uma das mais antigas e diversificadas
radiacdes existentes de vertebrados (Dulvy et al., 2017). Muitas espécies apresentam uma
complexa historia de vida, com crescimento lento, maturidade tardia, expectativas de vida
relativamente longa, baixa fecundidade e frequéncia reprodutiva, além de exibirem os mais
longos periodos de gestacdo e alguns dos mais altos niveis de investimento materno entre os
vertebrados (Cortés, 2004). Tais aspectos bioldgicos atrelados a sobrepesca, poluicdo, a
degradacdo do habitat e alteracdes climaticas (Chin et al., 2010), torna-os mais sensiveis a
mortalidade elevada, com estimados 24% das 1041 espécies sob algum grau de risco de
extincao (Frisk et al., 2001; Dulvy et al., 2014).

Ecologicamente, os elasmobranquios participam da transferéncia de energia através de
interacOes ecoldgicas diretas, como predacéo, e indiretas como competicdo e modificacdo do
comportamento de niveis troficos inferiores (Heithaus et al., 2008). A maioria das espécies,
sendo elas predadores ou mesopredadores, desempenha destacado papel funcional na
dindmica dos ecossistemas marinhos, estuarinos e dulcicolas (Ferretti et al., 2010; Heithaus et
al., 2012). Nesse sentido, redu¢des populacionais, podem levar a efeitos de cascata trofica e
consequente modificacdo da comunidade (Ferretti et al., 2010). Além disso, o0s
elasmobranquios contam com uma histéria evolutiva de mais de 400 milhdes de anos, e sdo
particularmente interessantes do ponto de vista fisiolégico, principalmente devido a sua
estratégia osmorregulatoria por meio da retencdo de ureia e organizacdo do metabolismo
energético incomum dentre os vertebrados, caracterizada por uma grande dependéncia de
corpos cetonicos e aminoacidos como combustiveis energéticos (Speers-Roesch e Treberg,

2010), que sera abordada melhor a seguir.

1.1. Lipidios e aspectos do metabolismo energético em elasmobréanquios

Os vertebrados apresentam diferentes estratégias para armazenamento e utilizacdo dos
estoques lipidicos, que podem variar com a historia de vida de cada espécie (Sheridan, 1994;
Speake e Thompson, 2000). Em mamiferos, os lipidios sdo estocados no tecido adiposo,
principalmente nas cavidades toracica e abdominal. No entanto, os animais ectotérmicos

apresentam maior variacdo nos padrdes de armazenamento, como em teleosteos e anfibios,
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por exemplo, que dividem o estoque de gordura entre o figado, musculo e gordura
mesentérica (Birsoy et al., 2013), e elasmobrénquios que utilizam o figado como local
principal de estoque de lipidios (Ballantyne, 2016).

Estes estoques energéticos sao geralmente avaliados através de indices de condicdo
corporea (CF), que estimam quantitativamente os depdsitos de gordura e indiretamente um
indice de ‘satde’ ou estado energético do animal (Stevenson e Woods, 2006). Estes indices
normalmente sdo calculados a partir de medidas morfologicas (por exemplo, comprimento e
massa do animal) e medidas bioquimicas plasmaticas ou teciduais (por exemplo, conteido de
proteinas e lipidios) (Stevenson e Woods, 2006; Sardenne et al., 2016). Em tubardes, a
relacdo entre a massa corpoOrea e 0 comprimento total ou comprimento pré-caudal, sdo mais
utilizadas, e tem sido positivamente relacionada com a concentracdo de metabdlitos
energéticos (Hussey et al., 2009; Gallagher et al., 2014). No entanto, poucos estudos tém
explorado o CF em raias (utilizando a largura de disco e a massa corpérea) (Oddone et al.,
2007).

Os lipidios constituem um grupo diverso de compostos ricos em carbono, e sao a
forma mais concentrada de energia nos animais, funcionando como moléculas de
armazenamento de energia e como componentes estruturais das células, principalmente
devido as suas caracteristicas bioquimicas de serem combustiveis quimicamente reduzidos, de
maior rendimento energético (~38 kJ g~') quando comparados aos carboidratos e proteinas
(~18 kJ g7'), e armazenados sem a necessidade de agua (Nelson e Cox, 2014). Estas
caracteristicas permitem que os lipidios sejam bons indicadores para estudar as alteragcdes na
qualidade do alimento e fluxo de energia através das teias alimentares (Pethybridge et al.,
2018).

Elasmobranquios de forma geral apresentam uma organiza¢do metabdlica incomum
dentre os vertebrados, caracterizada pela limitada ou ausente oxidacdo de &cidos graxos no
musculo esquelético e cardiaco e uma grande dependéncia de corpos cetbnicos,
principalmente o R-hidroxibutirato (B-HB), e aminoacidos como combustiveis oxidativos
nestes tecidos (Speers-Roesch et al., 2006). A auséncia de albumina nestes animais, impede o
transporte rapido de &cidos graxos ndo-esterificados, e consequentemente, altos niveis
plasmaticos de corpos cetdnicos sdo encontrados (Speers-Roesch et al., 2006; Ballantyne,
2016). Além de serem considerados como a principal fonte de energia metabdlica, os lipidios
estdo estreitamente ligados as condi¢Ges ambientais, como quantidade e qualidade de presas,
ciclos biologicos da reproducao e migracdo (Speers-Roesch e Treberg, 2010; Pethybridge et
al., 2014; Valls et al., 2016; Gallagher et al., 2017).
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Dentre as classes de lipidios neutros, os triacilglicerdis (TAG), compostos formados
por trés cadeias de &cidos graxos (FA, do inglés fatty acids), ligados a uma molécula de
glicerol, séo a principal fonte de energia metabdlica e o0 componente principal de estoques
energéticos. Estudos tem revelado a positiva correlacdo entre as concentraces de TAG e a
deposicdo de gordura em vertebrados (Williams et al., 1999; Gallagher et al., 2014), e
acumulo deste substrato durante o preparo para eventos energeticamente desgastantes, tais
como migracdo e reproducdo (Jenni-Eiermann et al., 2002; McWilliams et al., 2004). Em
tubarGes, o TAG plasmatico tem sido positivamente associado com a condicdo corpdrea
(Gallagher et al., 2014) e parecem seguir padrdes sazonais, com maiores valores encontrados
em tubardes durante a primavera e verdo (Gallagher et al., 2017). Além disso, foi observado,
neste mesmo estudo, que os tubarbes com dieta generalista, tais como Carcharhinus leucas e
Galeocerdo cuvier, apresentaram menores concentracbes de TAG do que tubarbes
Ginglymostoma cirratum e C. limbatus que sdo mais especialistas.

O colesterol (CHOL, do inglés cholesterol), o principal esterol sintetizado pelos
animais, é um alcool policiclico de cadeia longa, essencial na composi¢do das membranas
celulares, além de atuar como precursor na biossintese de horménios esteroides, sais biliares e
vitamina D (Nelson e Cox, 2014). A concentragdo do CHOL em animais tem sido relacionada
com a dieta, estado nutricional e crescimento, e também com fatores ambientais como
salinidade e temperatura (Larsson e Fange, 1977). Em tubardes, as concentragdes de CHOL
foram positivamente correlacionadas ao tamanho corporal, indicando que animais maiores
aumentam 0 acesso a presas maiores, comparado a animais menores (Gallagher et al., 2017).
Além disso, maiores valores de CHOL durante o verdo tem sido relacionado a maior
disponibilidade de alimento durante esta estacdo (Valls et al., 2016).

Cerca de 65% de todos os lipidios sdo constituidos por FA, que sdo &cidos
carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas, que contem de 4 a 36 atomos de carbonos. Os FA
sdo classificados de acordo com o nimero de carbonos na cadeia, 0 grau de insaturacdo e a
posicdo da primeira insaturacdo (Nelson e Cox, 2014). Os FA podem apresentar a cadeia de
carbonos saturada (acidos graxos saturados, SFA), podem apresentar uma insaturacao (&cidos
graxos monoinsaturados, MUFA), duas ou mais insaturacdes (acidos graxos polinsaturados,
PUFA) ou ainda FA com cadeias entre 20 e 22 carbonos contendo mais de trés insaturagoes
(&cidos graxos altamente insaturados, HUFA) (Arts et al., 2009; Nelson e Cox, 2014). Os FA
sdo comumente apresentados usando-se a seguinte notacdo abreviada: A:Bn-X, onde A indica
0 numero de atomos de carbono, B é o numero de insaturacdes e X indica a posi¢do da

primeira dupla ligacdo em relacdo ao grupo metil terminal (Nelson e Cox, 2014).
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O perfil de FA de um consumidor pode refletir, em grande parte, os FAs obtidos da
dieta, desta forma permitindo o uso destas moléculas como biomarcador dietético, refletindo
o status fisioldgico do animal e, portanto, indices de saude da populacdo (Budge et al., 2006;
Arts et al., 2009; Iverson, 2009). Embora capazes de sintetizar os SFA e MUFA de fontes nao
lipidicas, ou modificados através do encurtamento da cadeia (por exemplo, C20:1n—9 para
C18:1n—9) ou alongados (por exemplo, C16:1n7 para C18:1n—7), os vertebrados sdo
incapazes de sintetizar de novo os acidos graxos polinsaturados (PUFA) com 18 carbonos da
série n3 (bmega 3) e n6 (dmega 6) (Hulbert e Abbott, 2011), precursores de PUFA de cadeia
longa fisiologicamente importantes. Nos sistemas aquéaticos marinho, os PUFA com 20-22
carbonos sédo sintetizados por produtores primarios, tais como diatomaceas e dinoflagelados e
macroalgas, os quais produzem altas quantias do acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5n3),
acido docosahexaenoico (DHA; C22:6n3), respectivamente (Parrish 2013). Estes FA
essenciais (EFA) e outros, tais como o acido araquiddnico (ARA; C20:4n6), estdo envolvidos
diretamente na manutencdo da estrutura e fluidez das membranas celulares, funcao
neuroldgica, cardiovascular, acuidade visual, crescimento, reproducéo e sistema imunoldgico
(Dalsgaard et al., 2003; Parrish, 2009; Colombo et al., 2016).

Estudos com elasmobranquios incluem analises comparativas entre o perfil de FA em
diferentes tecidos e nas presas, detectando relacdes tréficas, diferencas interespecificas nos
padroes de uso de recursos geral (dieta e habitat) e graus de especializagdo alimentar
(Pethybridge et al., 2011a). No tubardo da Groenlandia (Somniosus microcephalus) o perfil
de FAs do musculo e do plasma correspondia ao das presas, destacando-se os FAs C18:1n7
para gordura de foca e C22:1nll para o peixe alabote (McMeans et al., 2012). Em
combinacdo com os isotopos estaveis (Sl, do inglés stable isotope), o perfil de FA também
tem sido utilizado para delinear as diferencas espaciais e temporais de dieta em tubarGes
simpatricos (Every et al., 2017), mudangas ontogenéticas e dependéncia do recurso materno
durante o inicio da vida em filhotes (Belicka et al., 2012). No tubardo cabeca-chata
(Carcharhinus leucas) foi observado que filhotes mudam gradualmente o perfil de FA e Si
com o crescimento, e tornam-se independentes do recurso materno quanto atingem > 100 cm

de comprimento total (Belicka et al., 2012).
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1.2. Isétopos estaveis e aplicagcdo em estudos troficos

Tradicionalmente, estudos de dieta de elasmobranquios tém utilizado a analise do
conteddo estomacal por meio de dissecacdo letal, que fornece um dado quantitativo e
instantaneo da dieta (Cortes, 1999; Bornatowski et al., 2014). Devido as limitacdes deste
método, como a necessidade de grande nimero de individuos e a rapida digestdo do alimento,
métodos alternativos através do rastreamento bioquimico por marcadores troficos,
principalmente por Sl, tém sido bem estabelecidos para investigar a ecologia tréfica dos
consumidores (Budge et al., 2006; Iverson, 2009; Hussey et al., 2012).

A assinatura de SI em tecidos animais pode ser empregada como uma técnica
minimamente invasiva, ndo-letal, que fornece informagdes sobre a dieta, interacGes troficas,
origem nutricional e local de forrageamento, permitindo diferenciar padrdes populacionais e
comportamentos migratérios (Shiffman et al., 2012; Hussey et al., 2017). A Analise de Sl é
baseada no principio de que os is6topos de nitrogénio (**N/**N) e carbono (**C/*2C) sdo
transferidos da fonte ao consumidor de forma previsivel (Shiffman et al., 2012). Valores de
isotopos de nitrogénio (8'°N), por exemplo, demonstram enriquecimento gradual na média de
~3,4%o por nivel trofico, através do consumo de proteinas (presa > predador), indicando a
posicao e as relagdes troficas do consumidor dentro da cadeia alimentar (Hussey et al., 2012).
Estudos com estes marcadores sdo particularmente interessantes na detecgdo da partilha de
recursos entre espécies simpatricas e mudancas ontogenéticas (Kinney et al., 2011).

Os isGtopos de carbono (5'3C), por sua vez, fornecem uma medida da localizagdo de
forrageio, uma vez que sdo influenciados diretamente pelos processos bioquimicos durante a
fixagdo em plantas, permitindo a determinagdo da origem do carbono no consumidor e
distingdo dos produtores primérios da base da cadeia alimentar (Hobson, 1999; Rubenstein e
Hobson 2004). Por exemplo, valores mais enriquecidos sdo utilizados como marcadores de
ambientes costeiros, enquanto 0os menores valores de §*3C sdo encontrados em ambientes
pelagicos (Shiffman et al., 2012). Mudangas no uso do habitat em decorréncia de variagdes
ontogenéticas foram detectadas por alteragcBes na assinatura de &*C em tubarBes-baleia
Rhincodon typus (Borrell et al., 2011) e em grandes tubardes brancos Carcharodon
carcharias (Carlisle et al., 2012). Hussey et al. (2017), utilizando is6topos de §*3C e enxofre
(834S) verificaram que o uso diferenciado de habitats para forrageamento em filhotes de uma
mesma populagdo de Negaprion brevirostris esta relacionada com a taxa de crescimento dos
individuos, revelando uma sele¢&o direcional no sentido de favorecer o menor tamanho e uma

taxa de crescimento mais lenta.
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Além disso, analisando a composicao isotopica em diferentes tecidos, é possivel obter
informacdes sobre as variagdes temporais na dieta e no local de forrageio, isso porque a taxa
de turnover dos Sl varia em funcdo do turnover metabdlico, ou seja, o equilibrio entre o
catabolismo e o0 anabolismo e as taxas de crescimento (Fry e Arnold, 1982). Por exemplo, a
composicéo isotdpica em tecidos metabolicamente mais ativos, tais como o figado e sangue,
tendem a ter maiores taxas de turnover, refletindo a dieta de dias a semanas, enquanto que
tecidos como musculo e dérmico, apresentam taxas de turnover menores, refletindo a dieta de
longos periodos (meses a anos) (MacNeil et al., 2005; Kinney et al., 2011; Matich et al.,
2011).

1.3. Fase neonatal em elasmobranquios

InformacBes da historia de vida mostram que alguns organismos apresentam
investimento parental e energético de forma a aumentar o sucesso reprodutivo e
sobrevivéncia da prole (Kolliker, 2012). Para muitos organismos, incluindo os
elasmobranquios (tubardes e raias), os machos ndo contribuem no cuidado parental,
consequentemente o tamanho, crescimento e aptiddo dos filhotes sdo determinados pela
alocagéo de recursos maternos (Hamlett et al., 2005; Hussey et al., 2010).

Ao longo do processo evolutivo, estes animais desenvolveram uma série de estratégias
de histéria de vida, que inclui uma grande variedade de especializacbes morfoldgicas e
fisiolégicas nos modos reprodutivos e investimento energético materno-fetal (Hamlett et al.,
2005). A estratégia reprodutiva € classificada quanto ao desenvolvimento (viviparo ou
oviparo) e tipo de nutricdo do embrido (lecitotrofica ou matrotrofica) (Figura 1). A
viviparidade é uma caracteristica plesiomdrfica no grupo, sendo as formas mais ancestrais a
lecitotrofica saco-vitelino e a oofagica, enquanto as formas mais derivadas sdo a
placentotrofica e a histotrofica, na qual as relagbes materno-fetais sdo maiores (Hamlett et al.,
2005; Awruch, 2016).
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Desenvolvimento Modo reprodutivo Nutri¢iao do embriio
Oviparo

Ov1al‘1dade > (estendida ou retida)

—_————— P -------------- 4 Ovos sdo colocados e embrides se

desenvolvem fora a fémea

Saco vitelino
r Nutrientes fornecidos apenas
através do saco vitelino

Histotrofia
(incipiente, minima ou lipidica)
Provisionamento materno adicional ™)

via secregoes de leite uterino

Oofagia/Adelfofagia ..........................
Ingestdo de ovos inférteis/Ingestao
de ovos e embrides menores

\ Oofagia/Adelfofagia
Nutri¢do através de uma placenta -/
saco vitelino

Figura 1- Classificagdo dos modos reprodutivos em fémeas de elasmobrénquios quanto ao
desenvolvimento e nutrigdo do embrido. Modificado de Awruch (2016) e Adams et al. (2017).

Os elasmobranquios ndo apresentam cuidado parental ap6s 0 nascimento como visto
em outros vertebrados, contudo, ao nascerem os filhotes contam com reservas energéticas de
fontes de investimento materno pré-natal, que sdo estocadas na forma de saco vitelinico
interno ou no figado (Hussey et al., 2010). Tais aspectos nutricionais tém sido investigados de
forma mais ampla, considerando as diferentes estratégias e possiveis consequéncias em
estudos ecoldgicos (Hussey et al., 2010; 2017; Belicka et al., 2012). Tubardes placentarios
mostram um declinio na massa total do figado, no indice hepatossomatico e no CF com o
crescimento corporal (verificado muitas vezes através da cicatrizagcdo umbilical; Figura 2a),
decorrentes do uso do estoque energeético, provisionado pela mée durante a fase pre-natal
(Hussey et al., 2009; 2010). Antes destes estudos, o declinio no CF de filhotes de tubarGes-
martelo Sphyrna lewini era considerado como um estado nutricional deficiente, devido a
reducdo de presas ou pouca habilidade de forrageamento, e atribuido como causa da alta taxa
de mortalidade dentro do bercario (Figura 2b; Duncan e Holanda, 2006). No entanto, esta

parece ser a estratégia adotada pelos tubardes placentarios (Hussey et al., 2010).
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Figura 2- Relagdes entre biometrias e indices de condicdo corporal. (a) entre os indices e massa do
estdbmago com o estagio de cicatrizagcdo umbilical em filhotes de tubarGes Carcharhinus obscurus,
modificado de Hussey et al. (2010). (b) entre indice de condi¢do corporea ao longo do tempo em
tubar@es Sphyrna lewini, modificado de Duncan e Holanda (2006).

Filhotes de tubarBes, assim como outros vertebrados, passam por mudancas
significativas na utilizacdo dos recursos energéticos durante seus primeiros meses de vida,
desde a transicdo da dependéncia do recurso materno até a alimentacao independente, seguida
de algumas mudancas na dieta em decorréncia de variacfes ontogenéticas (Hussey et al.
2010; Olin et al., 2011; Matich et al., 2015). Nas fases neonatais iniciais, os tecidos dos
filhotes refletem o sinal materno, que pode variar com a estratégia reprodutiva. Em espécies
viviparas lecitotrdficas os filhotes tém valores isotdpicos semelhantes ao materno (Bourg et
al., 2014), ja em espécies placentarias os SI podem ser mais enriquecidos (McMeans et al.,
2009; Vaudo et al., 2010; Olin et al., 2011) ou entdo como em espécies lecitotroficas, ndo
mostrar enriquecimento (Olin et al., 2018).

Desta forma, entender as estratégias nutricionais utilizadas pelos filhotes ao nascerem
e quais as energéticas que necessitam durante essa fase inicial, ¢ fundamental para
compreender a escala temporal necessaria para o desenvolvimento de habilidades de
forrageamento (Belicka et al., 2012; Matich et al., 2015). Além disso, estas informacdes
permitem avaliar o grau de investimento, que sdo aspectos importantes na dindmica
populacional da espécie, e a utilizacdo de recursos em area de bercario (Hussey et al., 2010).
As raias Myliobatiformes representam um modelo interessante para tais estudos,
principalmente por apresentarem distintas historias de vida e alto grau de investimento
materno (Hamlett et al., 2005; Fisher et al., 2013). Apesar de tais caracteristicas e de sua
posicao trofica em sistemas marinhos como importantes mesopredadores onivoros, as raias

tém recebido pouca atencdo em tais estudos (Tilley et al., 2013).
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1.4. Aspectos gerais das raias Rhinoptera bonasus e R. brasiliensis

As raias do género Rhinoptera (Myliobatiformes; Rhinopteridae) estdo distribuidas
em areas costeiras nas regides temperadas e tropicais, geralmente habitando em
profundidades entre 1 e 22 m (McEachran e Carvalho, 2002). Sao raias bentopelagicas,
passando grande parte do tempo na superficie, geralmente em grandes agregac¢des (< 10.000
raias), mas alimentam-se no fundo (Blaylock 1993; Ajemian e Powers, 2016). No Brasil, s&o
registradas duas espécies, a R. bonasus e R. brasiliensis, popularmente conhecidas como raias
ticonha (Gomes et al., 2010).

Rhinoptera bonasus (Mitchill, 1815) apresenta distribuicdo desde a Nova Inglaterra
(EUA) até o norte da Argentina, incluindo Golfo do México e Cuba (Bigelow e Schroeder
1953; McEachran e Carvalho, 2002; Palacios-Barreto et al., 2017). Esta espécie é altamente
migratoria, com formacdo de agregacdes sexuais e particionamento ontogenético de habitat
(Smith e Merriner, 1985; Schwartz, 1990; Ajemian e Powers, 2016). Na costa leste dos
Estados Unidos, onde sdo mais estudadas, habitam estuérios sazonalmente, com uma parcela
das populacdes migrando para a Baia de Chesapeake durante o final da primavera e verdo,
para acasalamento e uso da area como bercario (Smith e Merriner 1987; Fisher 2010). Séo
eurialinas, podendo ser encontradas em aguas salobras com salinidades de 17 a 37 %o (Neer et
al., 2007). Atualmente esta classificada como "Quase Ameacgada” na Lista Vermelha de
espécies ameacadas da IUCN (do inglés, International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources) (Barker, 2015) e listada no apéndice Il da lista de espécies ameacadas da
fauna selvagem no estado de Sdo Paulo, como uma espécie que requer cuidado na gestdo da
pesca e conservagdo (ALESP, 2014).

Rhinoptera brasiliensis apresenta uma distribuicdo um pouco mais restrita, com
individuos observados desde a Carolina do Norte (EUA), Golfo do México, Colémbia (Costa
do Caribe), Venezuela, até o sul do Brasil (Grijalba-Bendeck et al., 2007; Palacios-Barreto et
al., 2017; Jones et al., 2017). Alguns relatos sugerem que R. brasiliensis tem uma historia de
vida semelhante a de R. bonasus (Vooren et al.,, 2005; McEachran e Carvalho, 2002;
Domingues et al., 2009) e esta classificada como “Em Perigo” pela IUCN (Vooren e
Lamoénaca 2004) e “Criticamente em Perigo” pelo ICMBio (ICMBio, 2016).

A morfologia externa de ambas as espécies € muito similar e de dificil distin¢éo
visual, sendo a conformacéo dentaria e a contagem dos dentes pavimentosos, 0 meio de
identificacdo mais utilizado para diferenciar as formas existentes (Gomes et al., 2010). O
conhecimento atual sobre o género Rhinoptera em aguas brasileiras esta restrito a poucos
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estudos realizados na regido Sudeste/Sul do pais, que tiveram como foco a sua ocorréncia na
pesca (VVooren et al., 2005; Domingues et al., 2009; Gomes et al., 2010; Rangel et al., 2017).

As Rhinopteridae apresentam a viviparidade histotrofica lipidica, uma estratégia
reprodutiva altamente especializada, caracterizada pela producdo e secrecdo do histotrofo
("leite uterino™) no lamen uterino, substancia rica em lipidios, proteinas e carboidratos,
ingeridos e/ou absorvidos pelo embrido (Wourms, 1977; Hamlett et al., 1996; 2005). Durante
a gestacao, o Utero desenvolve projecdes vilosas, os trofonemas, responsaveis pelo aumento
da superficie de secrecdo do histotrofo e relacionadas a demandas nutricionais do embrido e
trocas gasosas (Hamlett et al., 1985; 1996; 2005).

A nutricdo do embrido nesta estratégia ocorre de 2 formas: (1) dependente da reserva
vitelinica e (2) do suprimento do histotrofo (fase de Utero-lactacdo) (Wourms, 1981; Hamlett
et al., 2005). Filogeneticamente, dentre as Myliobatiformes (Figura 3), as espécies mais
basais possuem o histotrofo consideravelmente mais diluido e com menor concentracdo de
lipidios e proteinas do que o encontrado em espécies derivadas (Hamlett et al., 2005). Tal
estratégia confere um alto grau de investimento materno nas raias Rhinopteridae. O termo
utero-lactacdo foi introduzido para referir-se as similaridades estruturais da lactacdo em
mamiferos (Hamlett et al., 1996), presumindo que a producdo de histotrofo rico em lipidios
tenha evoluido em resposta as pressdes seletivas que favoreceram o aumento do investimento

parental em sua prole (Oftedal, 2002).
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Figura 3- Filogenia de Myliobatiformes. (A) relac6es filogenéticas baseadas em evidéncias genéticas
e (B) morfologicas. Retirado de Adnet et al. (2012).

Durante o ciclo de vida, a R. bonasus usa diferentes areas para bercério, reproducéo e
alimentacdo. As fémeas, quando gravidas, acessam areas de bercario para o parto, com o
acasalamento ocorrendo na sequéncia (Figura 4). Apos entrarem em fase reprodutiva, as
fémeas apresentam ciclos anuais continuos e sdo mais suscetiveis a pressdo da pesca durante

a residéncia nos bercéarios, que sdo geralmente em areas estuarinas ou costeiras (Omori e
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Fisher, 2017; Rangel et al., 2018). Estudos sobre a migracdo de R. bonasus no hemisfério
norte, revelam que as fémeas migraram no inicio do outono da Baia de Chesapeake (&rea de
bercario e reproducdo) para o sul da Florida (area de alimentacdo), diferentes dos machos,
que migraram para o norte e para o sul da Nova Inglaterra, EUA (Omori e Fisher, 2017).
Observagdes durante o desenvolvimento embrionario sugerem que ocorre 0 Processo
denominado diapausa embriondria para esta espécie (Figura 4), uma vez que, quando as
fémeas migram, elas estdo na primeira fase da gestacdo, na qual sdo observados embrides
com media de 21.4 cm largura de disco (LD), e quando retornam, 7 meses depois, 0S
embrides estdo com média de 28.3 cm LD (Fisher, 2010). No entanto, ndo se sabe sobre a rota

migratoria ou aspectos reprodutivos destas raias na costa do Brasil.
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Figura 4- Diagrama do ciclo reprodutivo proposto para R. bonasus, para ilustrar a estratégia
reprodutiva de raias da ordem Myliobatiformes. InformacGes retiradas de: Fisher (2010); Goodman et
al. (2010); Fisher et al. (2013); Ajemian e Powers (2016). Retirado de Rangel et al. (2018).

Devido principalmente ao longo periodo de gestacdo (11-12 meses) e baixo potencial
reprodutivo (1 embrido/fémea/ano), R. bonasus é classificada como a espécie com a menor
taxa de fertilidade (< 14) entre os elasmobranquios (Neer e Thompson, 2005; Fisher et al.,
2013; Poulakis, 2013; Grubbs et al., 2016). Tais caracteristicas indicam que o investimento
materno na nutricdo dos embrides destas raias é ainda maior do que o observado em espécies
de tubarBes placentarios (Wourms, 1981). As vantagens evolutivas da producdo de um
nimero reduzido de filhotes, mas de maior tamanho, incluem maiores chances de
sobrevivéncia, obtencdo de presas e menor susceptibilidade aos predadores no nascimento.
Além disso, permite o desenvolvimento mais complexo de estruturas neurais e cognicao
(Elliot e Crespi 2008). No entanto, requer da fémea a obtencdo de grande quantidade de

energia do ambiente, para nutrir os embrides (Wourms, 1981; Castro et al., 2016).
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Considerando-se a importancia do conhecimento da dindmica nutricional neonatal nos
elasmobranquios, o presente estudo investigou o metabolismo energético neonatal e as
interacdes troficas de R. bonasus e R. brasiliensis, utilizando lipidios, FA e SI. Foram
testadas as seguinte hipoteses: (1) Rhinoptera bonasus utiliza a regido de Bertioga como area
de bercario durante as fases iniciais da vida; (2) o grande tamanho ao nascimento (1/3 da
mae), maiores periodos de gestacdo (11-12 meses) e transferéncia de nutrientes ricos em
lipidios e proteinas através do histotrofo, confere a R. bonasus um alto grau de investimento
energético aos filhotes; (3) jovens do ano | (YOY I, do inglés young-of-the-year) serdo mais
enriquecidos em EFA e 8"°N que YOY Il (mais velhos), refletindo o sinal materno; (4) em
YOY 11, os FA e Sl vao refletir a composicdo da dieta, mudando progressivamente com o
aumento do tamanho corporal; (5) TAG em YOY | sera menor que em YOY Il, enquanto que
CHOL serd maior em YOY II; sendo que os EFA e TAG serdo positivamente correlacionados

com a condigdo corporea (Fulton).
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2. Objetivos

O objetivo do presente estudo foi investigar a estratégia nutricional neonatal adotada
pelas espécies R. bonasus e R. brasiliensis, relacionando suas interacfes troficas e a
dependéncia do recurso materno durante as fases iniciais da vida, utilizando marcadores

nutricionais e tréficos.

2.1. Objetivos especificos

1) Avaliar o uso da area de bercéario pelas raias R. bonasus e R. brasiliensis durante as
fases iniciais de vida, através da captura incidental na pesca de arrasto de praia na regido

costeira de Bertioga, Séo Paulo;

2) ldentificar a estratégia nutricional neonatal adotada pelas raias R. bonasus e R.
brasiliensis comparando os filhotes recém nascidos com filhotes de até 1 ano de idade por

meio de mudangas ontogenéticas nos biomarcadores nutricionais e troficos;

3) Comparar o perfil dos biomarcadores nutricionais e tréficos entre as espécies
simpatricas R. bonasus e R. brasiliensis, avaliando as diferencas na dieta e na particdo de

recursos na area de bercario;

4) Verificar quais biomarcadores melhor respondem as mudancgas ontogenéticas na
dieta e condicédo nutricional dos individuos.
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3. Materiais e Métodos

Foram obtidas amostras de ambas as espécies de raias na localidade de Bertioga-SP
(23°49° S, 46°5° W), Setor Guaibe da Area de Protecdo Ambiental Marinha Litoral Centro
(Figura 5) mediante autorizacdo de pesquisa n° 48572-1 (IBAMA - SISBIO). Foram
acompanhadas despescas do arrasto-de-praia durante o periodo de dezembro de 2015 a maio
de 2017. A pesca de arrasto-de-praia utilizou uma rede de 350 x 11 m, com malha de 70 mm
entre malhas ¢ 80 mm no ensacador, lancada entre 400 e 600 m da praia e recolhida por
tragdo manual. Devido a baixa frequéncia de pesca durante o outono e o inverno, ndo foram

realizadas coletas nestas estagdes, em decorréncia de frequentes variaces no clima.

Oceano Atlantico

area das capturas

Figura 5- Areas em que foram realizados os arrastos-de-praia.

Os critérios propostos por Heupel et al. (2007) para definicdo de area de bercério de
tubar@es foram utilizados no presente estudo, sendo eles: (1) ter maior abundancia de filhotes
na area considerada como bercario, comparando-se as regifes vizinhas; (2) filhotes tendem a
permanecer por longos periodos no lugar e (3) o habitat é usado varias vezes ao longo dos

anos pela mesma populacéo.

3.1. Amostragem dos animais

Logo na chegada da rede a praia (Figura 6a), as raias obtidas através da captura
incidental foram retiradas da rede e mantidas em bacias de 50 L até o momento das
amostragens (Figura 6b). A espécie foi identificada por meio das caracteristicas morfol6gicas

dentérias (Figura 6¢) (McEachran e Carvalho, 2002), os dados biométricos (largura do disco)



27

e a massa corpdrea (Figura 6d) foram registrados. Em seguida, foram coletados fragmentos da

nadadeira dorsal (Figuras 6e e 7), amostras de musculo (usando punch para bidpsia de 6 mm)

(Figuras 6f e 7) e sangue (Figura 6g). Posteriormente, os animais foram liberados (Figura 6h).
\‘\‘I \ V ,~.~.": '

Figura 6- Procedimento de coleta de filhotes da raia R. bonasus. (a) Chegada da rede do arrasto-de-
praia. (b) Apo6s retirada das raias da rede, as mesmas foram colocadas em bacias com agua. (c)
Verificacdo da espécie pela contagem de dentes. (d) Registro dos dados biométricos com fita métrica
(seta). (e) Retirada de um fragmento da nadadeira dorsal. (f) Procedimento de bidpsia na regido
ventral da nadadeira peitoral para coleta de amostras de musculo. (g) Coleta de sangue por punc¢éo da
vasculatura caudal. (h) Soltura.
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As amostras de sangue (Figura 7) foram obtidas por puncdo da vasculatura caudal (~1
ml), utilizando seringas descartaveis e heparinizadas (Heparina Sodica Liquemine-5000 Ul).
O sangue foi mantido em microtubos em gelo por um periodo de no maximo 3h, sendo, em
seguida, centrifugado (2000 rpm) por 10 minutos em temperatura ambiente para separacdo do
plasma. Os animais que eventualmente morreram durante a pesca, foram congelados, e
posteriormente foram coletadas amostras de musculo e figado (ainda congelados). Todas as
amostras de tecido e plasma foram colocadas em tubos criogénicos, congeladas, até serem
acondicionadas em ultrafreezer (-80°C), onde permaneceram até a realizacdo das analises
(Tabela 1). O presente projeto teve aprovacdo do Comité de Etica no. 258/2016 (Proc.
16.1.318.41.5) do IB/USP.

Amostragem nao-letal

MUSCULO @ @
SFA ‘\ &n
\MUFA

?zw &u, v Isétopos

o Lipidios Aados Braxos . iiueis

Animais que morreram

PLASMA

PUFA
\Mum {)

NADADEIRA

CELULAS DO SANGUE @ @

FIGADO

Figura 7- Diagrama mostrando as amostras coletas dos individuos e as respectivas analises realizadas.
Lipidios (lipidios totais, TAG e CHOL), 4cidos graxos e isotopos estaveis (§'°N e 31°C).

Tabela 1- Andlises que foram realizadas no figado, musculo, plasma, heméacias (RBC) e nadadeira de
YOY I e YOY Il de R. bonasus e YOY | de R. brasiliensis.

R. bonasus R. brasiliensis
Analises YOY | YOY Il YOY |
Figado Mdusculo Plasma Figado Musculo Plasma Figado Musculo Plasma
Lipidio total X X - - - - X X -
Triacilglicerol X X X - - X X X -
Colesterol X X X - - - X X -
Acidos graxos X X X X X X X X -
YOY | YOY Il YOY |

Isbtopos RBC Nadadeira RBC Nadadeira RBC Nadadeira
estaveis X X X X X X
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3.2. Classificagéo dos filhotes e fator de condic¢éo

Para classificacdo dos filhotes e métricas do CF foram considerados apenas os filhotes
de R. bonasus, devido ao baixo numero amostral para R. brasiliensis. Exemplares de R.
bonasus foram separados em dois grupos de jovens-do-ano (YOY; < 1 ano de idade),
classificados quanto ao tamanho corporeo (largura de disco), seguindo um estudo de idade e
crescimento de Fisher et al. (2013). Individuos com tamanho corpéreo < 50 cm LD foram
considerados YQOY I, enquanto individuos > 50 e < 70 cm LD foram considerados YOY II.
Os YQOY de R. brasiliensis foram considerados como YOY |I. Para o CF foi utilizada a largura
de disco (LD; cm) e massa (W em g) de raias amostradas nos meses de margo e dezembro de
2016 e fevereiro de 2017. O CF de Fulton foi calculado através da formula CF = 100 x (W x
LD) (Froese, 2006).

As porcentagens de EFAs (DHA, EPA e ARA) foram utilizadas como indices
descritivos da condicdo nutricional e disponibilidade na dieta (Pethybridge et al., 2014;
Parrish et al., 2015). Para a avaliacdo das interacdes troficas, foram utilizados alguns FA:
para diatomaceas incluem como marcadores C14:0, C16:1n7, C18:1n7 e EPA como
biomarcadores de diatomaceas; DHA, C18:4n3 e C22:5n3 como biomarcadores de
dinoflagelados (Dalsgaard et al., 2003, Parrish, 2013). As razes C18:1n9/C18:1n7 e
DHA/EPA sdo geralmente usadas como indices de carnivoria (Dalsgaard et al., 2003;
Pethybridge et al., 2014; Parrish et al., 2015), e tém sido significativamente correlacionadas
com isétopos estaveis de 8'°N (e, portanto, posigdo trofica) e de 5°C (El Sabaawi et al.,
2009; Parrish et al., 2015). As relagdes de C16:1n7/C16:0 > 2 sdo consideradas para
representar uma forte presenca de diatoméaceas, considerando que < 0.3 sugerem
dinoflagelados (Dalsgaard et al., 2003).

3.3. Analises metabdlicas

Os lipidios totais do figado e musculo (apenas de YOY | das duas espécies) foram
extraidos com cloroférmio: metanol: 4gua (2:1:0.5) de acordo com o método de Folch et al.
(1957), adaptado por Parrish (1999) para organismos aquaticos, e as concentragdes
plasmaticas e teciduais foram quantificadas pelo método colorimétrico de Frings et al. (1972),
utilizando como padréo oleo de figado de bacalhau (Sigma). A quantificacdo da concentracdo
de TAG e CHOL total dos tecidos apenas de YOY | das duas espécies, foi realizada por meio

do analisador bioguimico automatico para analises clinicas (LABMAX 240, versao 2.0), ap0s
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a extragdo previa realizada com hexano: isopropanol (3:2) de acordo com o método de Hara e
Radin (1978). TAG, CHOL e os corpos cetonicos (B-hidroxibutirato- -HB) foram medidos
em amostras de plasma utilizando kits comerciais (TAG e CHOL: Labtest ®; p-HB: Cayman
®) e métodos colorimétricos correspondentes, utilizando-se um espectrofotémetro ELISA
(Spectra Max 250, Molecular Devices).

O extrato lipidico tecidual (proveniente do método de Folch et al.,1957) e plasma foram
posteriormente metilados com cloreto de acetila (5% de HCL em metanol) (Christie, 2003), e
a composicao de FA foi determinada como metil ésteres (FAME) utilizando um cromatégrafo
a gas (Varian modelo 3900, Walnut Creek, CA, EUA) acoplado a um ionizador de chama
(FID) e auto injetor (Varian modelo CP-8410). Os acidos graxos foram analisados em uma
coluna capilar (CP Wax 52 CB, 0,25 um de espessura, 0,25 mm de diametro interno e 30 m
de comprimento). O hidrogénio foi utilizado como géas carreador a uma velocidade linear de
22 cm/s. A coluna foi programada a 170 ° C por 1 minuto, seguido por uma rampa de 2,5 °
C/minuto até 240 °C e um tempo de espera final de 5 minutos. No injetor e FID as
temperaturas foram 250 e 260 °C, respectivamente. Os FAME foram identificados com base
no tempo de retencao, utilizando-se padrées conhecidos (Supelco, 37 components — Sigma —
Aldrich; Mixture, Me93, Larodan and Qualmix, PUFA fish M, Menhaden Oil, Larodan).

3.4. Anélise de isétopos estaveis

As amostras de nadadeiras, células do sangue (RBC) e musculos foram liofilizadas,
posteriormente queimadas por combustdo a 1800°C em capsula de estanho em um
espectrOmetro de massa de razdo isotopica (IR-MS ThermoQuest-Finnigan, Delta Plus
Finnigan-MAT, San Jose, CA) com um analisador elementar (Modelo 1110; Carlo Erba,
Mildo, Italia), no laboratério CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura - USP-
Piracicaba). O CO2 (g) e N2 (g) resultantes foram analisados pela razdo entre os isétopos
estdveis de carbono e nitrogénio, respectivamente, seguindo padrfes internacionais
reconhecidos.

A razdo isotdpica de C e N foi expressa em & como parte por milhdo (%o) baseado no
calculo: X=[(Ramostra/Rpadrao)-1]x1000, onde X é *C ou *N; R é correspondente a razéo
13C/A2C ou 1°N/*N e § é a proporgio de luz emitida pelo isdtopo na amostra. Os resultados da
composicdo isotopica foram expressos em %o, referentes aos padrdes utilizados para C*3

(carbonato PDB-Viena) e N*® (N, atmosférico).
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3.5. Analise estatistica

Foram comparados os valores médios dos metabolitos, FA e Sl entre YOY | e YOY Il
da espécie R. bonasus e para comparagOes interespecificas, os valores médios de FA foram
comparadas entre YOY | de R. bonasus e YOY 1 de R. brasiliensis, e entre YOY | e YOY Il
de R. bonasus e YOY | de R. brasiliensis para os Sl, atraves de Andlise de Variancia (one-
way ANOVA) (Sigma Stat verséo 3.1). Para dados paramétricos, foi aplicado o teste post-hoc
Student-Newmann-Keuls. Para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Tukey. Foi
considerada diferenca estatisticamente significativa quando p < 0.05. Os graficos foram
realizados utilizando-se o software SigmaPlot 10.0. Foi utilizado ponto (.) para separagdo dos
decimais.

Para as analises de correlacbes, os dados foram transformados logaritmicamente para
atender os pressupostos paramétricos das andlises estatisticas. Foi calculado o grau de
associacao entre medidas morfométricas, CF e cada variavel fisiolégica por meio da andlise
de correlacdo de Pearson. Os valores positivos e negativos entre 0.1-0.29 indicam correlagdo
fraca; 0.3-0.49: indicam correlacdo moderada e 0.5-0.1: indicam correlacdo forte (Cohen,
1988).
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4. Resultados

4.1. Dados morfométricos e de captura

Durante as coletas, grandes cardumes foram frequentemente capturados com a
presenca de até 55 raias com média de 34.0 £ 12.07 cm LD, entre os meses de dezembro e
fevereiro. Na captura de grandes cardumes ndo foi possivel a identificacdo da espécie. As
maiores capturas foram registradas no final da primavera e durante todo o verdo. A
sazonalidade das capturas parece ser, portanto, em decorréncia da baixa frequéncia de pesca
durante o outono e inverno, devido as frequentes variagdes climaticas neste periodo. Todas as
raias capturadas foram imediatamente liberadas apds amostragens com raras observacdes de
mortalidade (1.2 %; n= 15). A mortalidade foi observada principalmente durante os arrastos
noturnos e em arrasto com captura de grande quantidade de peixes, o que dificultou a
localizacdo das raias durante a despesca. Destes, 9 eram da espécie R. bonasus (31.5 — 48 cm)
e 6 eram R. brasiliensis (35.5 — 54 ¢cm). R. bonasus apresentou 0 maior numero total de
individuos capturados (n= 61) com amplitude de 31.5 — 75 cm LD e a massa corpdrea variou
de 320 — 4010 g. Em R. brasiliensis (n= 16) a amplitude foi de 35.5 — 58.5 cm LD (Figura 8)
e a massa corpdrea de 1360 — 2620 g.

20 -
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allll,

30-35 35-40 40-45 45-50 50-55 55-60 60-65 65-70 70-75

Numero de individuos

ON MO ®

Largura de disco (cm)

M R. bonasus M R. brasiliensis

Figura 8- Numero de individuos capturados entre os anos de 2015 a 2017 por espécie (R. bonsus e R.
brasiliensis) e largura do disco.

Poucos individuos analisados apresentaram a marca de corddo umbilical (Figura 9),

sendo que alguns dos menores individuos (35.8 + 6.01 cm LD, n=3) foram capturados sem



33

quaisquer indicios de marca do corddao umbilical. Os menores individuos capturados (alguns
com a marca do corddo umbilical) foram registrados em dezembro (2015 e 2016) e fevereiro
(2017). A unica captura de individuos adultos ocorreu em fevereiro (2017), juntamente com
neonatos no mesmo arrasto, sugerindo que o local de forrageio dessa classe de idade seja
diferente da area dos YOY.

Figura 9- Marca do corddo umbilical (seta) em neonatos de R. bonasus capturados em (A) janeiro de
2016 e (B) em fevereiro de 2017.

Ao considerar o LD e massa corporea de R. bonasus observou-se uma forte correlacéo
positiva entre as duas variaveis (r = 0.969; p < 0.0001; Figura 10a). Utilizando-se o critério
do tamanho corporal para classificacdo das classes de idade (n=72), o tamanho corporal de
YOY I de R. bonasus foi entre 43.7 £ 4.34 cm LD (n=38) e YOY Il entre 57.3 £ 4.68 cm LD
(n=34) (p < 0.001; Figura 10b). A massa corporea variou entre 1335.3 + 363.85 g nos YOY |
e 2804.7 £ 623.9 g entre os YOY Il (p < 0.001).

De acordo com o tamanho corporal, foram encontrados YOY | em dezembro (43.3 £
2.71 cm, LD), fevereiro (43.9 £ 4.79 cm, LD), margo (45.8 + 1.94 cm, LD) e maio (46.0 +
4.24 cm, LD; Figura 10b). Os YOY Il encontrados em dezembro (60.5 £ 3.97 cm, LD) foram
maiores que os encontrados em marco (53.7 = 2.10 cm, LD) e maio (54.3 £ 0.57 cm, LD; p <
0.05), e aqueles coletados em fevereiro (58.7 = 7.78 cm LD) ndo apresentaram diferenga

estatistica significativa em relacdo aos outros meses.
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Figura 10- (a) Relacdo da largura de disco (cm) e massa corporea (g) de R. bonasus. (b) Largura de
disco (cm) de YOY 1 e Il durante os meses de amostragem. 2 indicam diferenca significativa entre
YOY | e YOY Il ao longo dos meses (dezembro, fevereiro, marco e maio) (ANOVA seguido pelo
teste de Tukey, p < 0.05).

Analisando CF de Fulton (Apéndice 1), observou-se uma fraca correlacdo negativa em
relacdo a LD (r = -0.237; p = 0.0687; Figura 11a). Separando os grupos, o CF foi maior em
YOY I (1.6 £ 0.18) quando comparados a YOY Il (1.7 £ 0.19; p = 0.048; Figura 11b).
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Figura 11- (a) Correlacdo de Pearson entre fator de condi¢do (CF) e largura do disco (LD, cm). (b)
Fator de condicdo de YOY I e YOY Il de Rhinoptera bonasus. * indicam diferenca estatistica
significativa (ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0.05).

O tamanho corporal de exemplares de R. brasiliensis coletados no més de marco (54.0

+ 2.57 cm, LD; n = 8) foi maior do que os animais coletados em dezembro (44.8 = 1.13 cm,
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LD; p =0.003; n = 2), janeiro (48.0 £ 4.91 cm, LD; p = 0.034; n = 4) e maio (35.5cm, LD; n
=1). A massa corpérea de R. brasiliensis foi medida apenas em marco (2346.7 + 464.27 g).

4.2. Lipidios plasméticos e teciduais

N&o houve diferenca estatistica na concentracdo plasmatica de TAG entre YOY |
(145.5 + 59.49 mg dL; n=19) e YOY Il (130.6 + 63.25 mg dL*; p = 0.465; n=18) (Figura
12a). Uma baixa correlagdo positiva foi encontrada entre TAG e LD (r = 0.123; p = 0.302;
Figura 12d), e nenhuma correlacéo entre TAG e CF (r = -0.051; p = 0.786; Figura 12g). A
concentragdo de CHOL foi maior em YOY | (98.89 + 40.24 mg dL?) quando comparados
com YOY Il (66.7 + 30.55 mg dL!; p = 0.009) (Figura 12b), e mostrou uma correlacéo
negativa significativa com LD (r = -0.417; p = 0.016; Figura 12e). A concentracdo plasmatica
de CHOL ndo mostrou correlacdo com CF (r =0.091; p = 0.613; Figura 12h).

A concentracéo de B-HB nio diferiu entre YOY 1 (0.27 + 0.17 mg dL?; n=12) e YOY
11 (0.21 + 0.04 mg dL; p = 0.316; n=10) (Figura 12c). Uma correlacdo negativa significativa
foi encontrada entre B-HB e LD (r = -0.52; p = 0.019; Figura 12f) e uma fraca correlagéo
positiva entre B-HB e CF (r = 0.12; p = 0.605; Figura 12i). As andlises de lipidios totais,
TAG e CHOL no musculo e figado em R. bonasus (Figura 13a e b) e R. brasiliensis (Figura

13c e d) foram realizadas apenas em YOY do grupo I.
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Figura 11- (a-c) Concentracéo plasmatica de triacilglicerol, colesterol e p-hidroxibutirato (mg dLt)
de YOY I e YOY Il de R. bonasus, respectivamente. (d-f) Correlacdo entre logaritmos triacilglicerol,
colesterol e B-hidroxibutirato e largura do disco (LD). (g-i) Correlacéo entre logaritmos triacilglicerol,
colesterol e B-hidroxibutirato e fator de condicdo de Fulton. * indicam diferenca estatistica
significativa pelo ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 13- (a) Concentracdo de lipidios totais, triglicérides (TAG) e colesterol (CHOL) (mg g*) no
figado e (b) no musculo de YOY I de R. bonasus. (c) Concentragdo de lipidios totais, TAG e CHOL
no figado e (d) no musculo de R. brasiliensis.

4.3. Acidos graxos plasmaticos e teciduais

Foram analisados o perfil de FA do figado (n= 6) dos animais que eventualmente
morreram durante a captura, do plasma (n= 20) e musculo (n= 48) de R. bonasus e figado (n=
5) e musculo (n= 8) de R. brasiliensis. Foi observada uma variacdo no perfil dos FA entre
YOY I e Il de R. bonasus e entre R. bonasus e R. brasiliensis (p < 0.05), como descrito mais
detalhadamente abaixo.

O figado de R. bonasus apresentou maior porcentagem de PUFA, seguido dos SFA e
MUFA. Em ordem de abundancia encontra-se o0 DHA seguido de C16:0, ARA, C18:0 e
C22:5n6 (Figura 14, Apéndice 2). O figado de R. brasiliensis também apresentou maior
porcentagem de PUFA, seguido de SFA e MUFA, e em ordem de abundancia estdo o C16:0,
DHA e C18:0 seguidos de ARA e EPA (Apéndice 2).

Comparando-se os FA do figado entre YOY | das duas espécies (Figura 14, Apéndice
2), encontramos que R. bonasus apresentou valores mais elevados de PUFA (p < 0.001),
PUFA n3 (p = 0,011) e PUFA n6 (p = 0,009) quando comparado a R. brasiliensis que
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apresentou valores mais elevados de SFA (p < 0,001). R. bonasus apresentou maiores
porcentagens de DHA (p = 0,019) e C22:4n6 (p = 0,012), e menores de C16:0 (p = 0,003),
C18:0 (p = 0,015), C16:1n7 (p = 0,005), C18:1n7 (p = 0,024) e C14:0 (p = 0,010)
indices troficos C16:1n7/C16:0, DHA/EPA e

C18:1n9/C18:1n7 ndo mostraram diferencas estatisticas significativas. Dos indices de

comparando a R. brasiliensis. Os

condig&o nutricional, o n3/n6 e ARA/EPA n&o mostraram diferenca entre os YOY (Apéndice

2).
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Figura 14- Perfil de &cidos graxos do figado de R. bonasus (Rbon) e R. brasiliensis (Rbras) agrupados
em 4acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA), e alguns
acidos graxos individuais. * indicam diferenca estatistica significativa entre as espécies (ANOVA
seguido pelo teste de Tukey; p < 0.05).

O musculo de R. bonasus (Figura 15; Apéndice 3) também apresentou predominio de
PUFA, seguido dos SFA e MUFA. Em ordem de abundancia encontra-se 0 DHA e C16:0,
seguidos de C18:0, ARA e C18:1n9 (Apéndice 3). Observando-se 0s grupos, a porcentagem
de MUFA total foi menor em YOY I que em YOY Il (p = 0.003). Dos FA individuais, YOY |
apresentaram maiores porcentagens de DHA (p = 0.004) e ARA (p < 0.001) e menores de
EPA (p < 0.001) e C18:1n9 (p < 0.001) quando comparados aos YOY Il (Figura 15). Os
demais FA ndao mostraram diferenca entre YOY | e YOY Il. Uma forte correlacdo positiva foi

encontrada entre LD e EPA, forte negativa entre LD e ARA e moderada positiva entre LD e
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MUFA e C18:1n9 (Tabela 1). Uma moderada correlacdo positiva foi encontrada entre CF e
DHA e C18:1n7, e moderada negativa entre CF e EPA (Tabela 1).
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Figura 15- Perfil de &cidos graxos do musculo de YOY | e YOY Il de R. bonasus. * indicam
diferenca estatistica significativa (ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0.05).

O indice tréfico C16:1n7/C16:0 ndo apresentou diferenca entre YOY I e Il (p = 0.107;
Figura 15), nem correlagcdo com LD e CF. O marcador de nivel tr6fico DHA/EPA foi maior
em YOY | que YOY Il (p < 0.001; Figura 15) e mostrou uma forte correlacdo negativa com
LD e positiva com CF (Tabela 1). O C18:1n9/C18:1n7 foi maior em YOY Il que em YOY |
(p = 0.011; Figura 15) e mostrou moderada correlacdo negativa com CF (Tabela 1). Dos
indices de condicdo nutricional, o0 n3/n6 ndo mostrou diferenca entre os YOY (p = 0.605;
Figura 15), nem correlagdo com LD, mas mostrou moderada correlacdo positiva com CF
(Tabela 1). O ARA/EPA foi maior em YOY | que em YOY Il (p < 0.001; Figura 15) e
mostrou uma forte correlagcdo negativa com LD (Tabela 1) e baixa correlacdo com CF.
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Tabela 1- Coeficientes de correlagdo de Pearson entre largura de disco (LD) e fator de condicéo (CF)
e 0s principais &cidos graxos no plasma e musculo de R. bonasus. Letras em negrito representam
diferencas estatisticas.

Musculo Plasma

Acidos graxos LD CE LD CE

r p r P r p r p
SFA - - - - -0.48  0.027 - -
MUFA 030  0.040 - - -0.48  0.026 - -
PUFA - - - - 053  0.014 - -
PUFA n3 - - - - 058  0.005 - -
BFA/OFA - - - - -0.62  0.003 - -
C16:0 - - - - -0.54  0.012 - -
C18:1n7 - - 043 0.006 -034 0.137 - -
C18:1n9 0.32 0.024 - - - - - -
DHA - - 042 0.007 057 0.007 - -
EPA 052 <0.0001 -0.31 0.064 052 0.016 -0.36 0.122
ARA -0.54 <0.0001 - - - - - -
C18:1n9/C18:1n7 - - -0.47  0.002 - - - -
DHA/EPA -0.64 <0.0001 0.50 0.001 0.34 0.168 - -
ARA/EPA -0.77  <0.0001 - - -0.80 <0.0001  0.42 0.065
n3/n6 - - 045 0.003 063 0.002 - -

Diferentemente, o mudsculo de R. brasiliensis foi denominado por SFA, seguido dos
PUFA e MUFA, e em ordem de abundancia estdo o C16:0, C18:0, DHA seguidos de
C18:1n9, C18:1n7 (Apéndice 3). Comparando-se os acidos graxos do musculo de YOY |
entre as duas espécies, encontramos valores mais elevados de SFA em YOY | de R.
brasiliensis (p = 0.009) e MUFA (p = 0.041) quando comparado a R. bonasus que apresentou
valores mais elevados de PUFA (p = 0.006), PUFA n3 (p = 0.030) e PUFA n6 (p = 0.002)
(Apéndice 3). Além destes, a R. bonasus apresentou maiores porcentagens de DHA (p =
0.029) e ARA (p < 0.001) que R. brasiliensis, que apresentou maiores porcentagens de C16:0
(p = 0.021) e C18:1n7 (p = 0.001). Dos marcadores tréficos, R. bonasus apresentou maiores
valores de DHA/EPA (p = 0.003) e menores de C16:1n7/C16:0 (p = 0.019) que R.
brasiliensis. Dos indices de condicdo, R. bonasus apresentou maiores porcentagens de
ARA/EPA (p <0.001) que R. brasiliensis (Apéndice 3).

A composicdo de FA plasmatico de R. bonasus (Figura 16; Apéndice 4) mostrou uma
predominancia total de PUFA, com maiores propor¢des de PUFA n3 que PUFA n6, seguido
de SFA. O grupo YOY I apresentou maior abundancia dos FA C16:0, C18:0, DHA, ARA e
EPA e o grupo YOY Il dos FA DHA, C16:0, C18:0, EPA e ARA. Comparando-se 0s dois
grupos, YOY Il apresentou maiores porcentagens PUFA (p = 0.0010) e PUFA n3 (p = 0.002)
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que YOY I. Contrariamente o SFA foi maior em YOY | que em YOY Il (p = 0.016). Dos FA
individuais, YOY Il apresentou maiores porcentagens de DHA (p = 0.004) e EPA (p = 0.047)
e menores de C16:0 (p = 0.005) e C18:1n7 (p < 0.001) quando comparados com YOY |
(Figura 16). Os demais FA ndo mostraram diferenca entre YOY | e YOY Il (Apéndice 4).
Uma forte correlagdo positiva foi encontrada entre LD e PUFA, PUFA n3, DHA e
EPA e uma forte correlacdo negativa entre LD e C16:0 e FA impar - ramificados (BFA -
OFA) (Tabela 1). Além disso, foi encontrada uma moderada correlagdo negativa entre LD e
SFA, MUFA (Tabela 1). Os demais apresentaram uma fraca correlagdo. Analisando-se o FC,

nenhum FA mostrou correlagdo forte ou moderada.
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Figura 16- Perfil de &cidos graxos do plasma de YOY | e YOY Il de R. bonasus, * indicam diferenca
estatistica significativa (ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0.05).

A razdo tréfica C16:1n7/C16:0 ndo apresentou diferenca entre YOY | e Il (p = 0.830)
(Apéndice 4) nem correlacdo com LD e CF. O marcador de nivel tréfico DHA/EPA foi
maior em YOY Il que YOY I (p = 0.015; Figura 16) e mostra moderada correlacdo com LD
(Tabela 1) e baixa com CF. A razdo C18:1n9/C18:1n7 ndo mostrou diferenca entre os YOY
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(p = 0.323; Figura 16) nem correlacdo com LD e CF (Apéndice 4). Dos indices de condi¢do
nutricional, o n3/n6 foi maior em YOY Il que em YOY | (p < 0.001; Figura 16), mostrando
uma forte correlagdo positiva com LD (Tabela 1) e baixa correlacdo negativa com CF. O
ARA/EPA foi maior em YOY | do que em YOY Il (p < 0.001) e mostrou uma forte

correlagé@o negativa com LD e moderada positiva com CF (Tabela 1).

4.4. 1sétopos estaveis

Foram analisadas hemacias (RBC; n = 50) e fragmentos da nadadeira dorsal (n = 84) de
R. bonasus e RBC (n = 8) e nadadeira dorsal (n = 13) de R. brasiliensis. YOY | de R. bonasus
apresentaram altos valores de §'°N nas RBC (10.8 * 0.94%o) quando comparados a YOY I
(10.3 £ 0.54%0) (ANOVA, p = 0.029), e maiores na nadadeira (11.42 + 0.84%o), comparado a
YOY Il (10.7 + 0.42%o0) (p < 0.001) (Figuras 17c e 18). Em YOY I, o °N da nadadeira foi
mais enriquecido que das RBC (p = 0.005), no entanto em YOY Il ndo ha diferenga entre os
valores (p = 0.093). O §'°N apresentou forte correlagio negativa com LD nas RBC (r= -0.55;
p < 0.0001; Figura 17c) e moderada negativa na nadadeira com LD (r= -0.48; p < 0.0001;
Figura 17b). O 8°N das RBC mostrou forte correlagdo positiva com o marcador tréfico de
FA DHA/EPA muscular (r= 0.60; p = 0.0003) e moderada positiva entre 0 3°N da nadadeira
e DHA/EPA (r=0.49; p = 0.0007).

Para o 83C ndo ha diferencas na nadadeira de YOY | (-14.8 + 0.61%o0) e YOY 1I (-14.9
+ 0.69%o) (p = 0.374), no entanto nas RBC o §*3C foi maior em YOY 1 (-16.1 + 0.63%o) que
em YOY Il (-16.6 + 0.47%o (p = 0.012). O §*3C da nadadeira foi mais enriquecido que das
RBC para YOY | e YOY Il (p < 0.001) (Figura 17d e 18). O §'*C apresentou moderada
correlag@o negativa com LD nas RBC (r= -0.48; p = 0.0002; Figura 17f) e fraca negativa na
nadadeira (r= -0.21; p = 0.041; Figura 17e). A relacdo de carbono e nitrogénio (C:N) em
amostras das RBC foi de 2.5 + 0.19%o, para YOY I e 2.5 £ 0.14%o para YOY II, evidenciando
que nao foram significativamente diferentes (p = 0.137). Em amostras da nadadeira a razdo
foi maior em YOY | (2.6 £ 0.12%0) que para YOY 1I (2.5 £ 0.15%o) (p <0.001).
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Figura 17- Valores de Isétopos estaveis de °N e 5*3C de R. bonasus expressos em %o. (@) valores de
5N das hemécias (RBC) e nadadeira (N) para YOY 1 e YOY Il e correlacdes ente largura de disco
(LD) com (b) 6°N da nadadeira e (c) 5°N das hemacias (RBC). (d) valores de 6*C das hemacias
(RBC) e nadadeira (N) para YOY | e YOY Il e correlacdes ente largura de disco (LD) com (e) 6**C da
nadadeira e (c) 8*3C das hemacias (RBC). ¢ indicam diferenca estatistica significativa entre os tecidos
e entre YOY |l e YOY Il (ANOVA seguida pelo teste de Tukey; p < 0.05).

Da mesma forma que encontrado em R. bonasus, em YOY | de R. brasiliensis, a
nadadeira apresentou valores mais enriquecidos de 3'°N (10.5 + 0.66%0) e 8'°C (-14.8 +
0.47%o) quando comparados as RBC (9.5 £ 0.20%o e -16.7 + 0.28%o, respectivamente) (p
<0.001) (Figura 18). A relacéo de carbono e nitrogénio (C:N) em amostras de RBC foi de 2.4
+ 0.06%o e na nadadeira de 2.5 + 0.11%.. Comparando-se as duas espécies, R. brasiliensis
apresentou menores valores de 5'°N (menores niveis troficos) e *C nas RBC que YOY | e
YOY Il de R. bonasus (p <0.001). No entanto, ndo foram encontradas diferengas estatisticas

no tecido da nadadeira entre as duas espécies.
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Figura 18- Valores de isétopos estaveis de 5'°N e 3'3C expressos em %o nas células do sangue (RBC)
e nadadeira (N) de jovens do ano YOY | e YOY Il de R. bonasus e para YOY | de R. brasiliensis
(Rbras). Maiores valores de 8*°N indicam maiores posi¢des troficas na cadeia alimentar, revelando um
nivel trofico superior para R. bonasus em comparacéo a R. brasiliensis.
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5. Discussao

Este ¢ o primeiro trabalho que descreve a estratégia nutricional no inicio do ciclo de
vida em raias com alto grau de investimento materno e sobre o uso de area de bergario por
filhotes de R. bonasus ¢ R. brasiliensis no sudeste do Brasil. Estas informagdes sao
importantes para a compreensao de processos ligados ao investimento energético dos filhotes
e, consequentemente, os padroes de alocagdo de energia e implicagdes na alimenta¢ao nesta
fase inicial da vida. O presente trabalho traz uma contribuicdo para a area da fisiologia de
elasmobranquios, interagdes troficas em drea de bergdrio e sobre a estratégia reprodutiva
histotrofia lipidica, uma vez que, apesar de algumas raias apresentarem um notavel e
complexo ciclo de vida, os processos fisiologicos ligados a dinamica reprodutiva e as
adaptagdes associadas a relagdo trofica materno-fetal e fase neonatal ndo tem sido
investigados. De forma geral, recém-nascidos parecem apresentar biomarcadores especificos,
que nos permite ndo somente a separacio entre os grupos de YOY, mas também qualificar o
investimento materno durante o periodo pré-natal, identificar as mudancas na qualidade da
dieta e a perda do sinal materno (isotopico e de FA). A escassez das informagdes sobre
parametros nutricionais de raias encaminhou a discussdo dos dados aqui obtidos com aqueles

disponiveis para outro grupo dentro dos elasmobranquios, os tubardes.

5.1. Uso da area de bercario

Em espécies migratdrias, a area usada como bercario é geograficamente separada da
area de alimentacdo utilizada pelos adultos (Springer, 1967). Estas areas sdo localizadas
geralmente em regiBes costeiras ou estuarinas, onde ha protecao contra predadores e alimento
abundante, permitindo a permanéncia do filhote durante os primeiros meses ou até anos de
vida (Castro, 1993; Heupel et al., 2007). O registro dos recém-nascidos em trés anos
consecutivos (2015, 2016 e 2017) e a permanéncia dos filhotes durante o ano, confirmam os
critérios proposto por Heupel et al. (2007) para classificacdo de &rea de bercario de
elasmobranquios. Deste modo, podemos concluir que a regido de Bertioga, local de estudo do
presente trabalho, funciona como area de bercario para as espécies R. bonasus e
possivelmente para R. brasiliensis.

Ainda ndo se conhece o ciclo reprodutivo de R. bonasus na regido de estudo, no

entanto, o registro de YOY | somente durante o final da primavera e verdo sugerem que 0
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ciclo seja anual. Estas informagfes indicam ainda que as fémeas gravidas migram para
proximo a esta regido na primavera, e o parto ocorre no final da primavera e inicio do verdo,
como visto em outros estudos (Smith e Merriner; 1986; Fisher et al., 2013). Informac6es
sobre a biologia e captura de R. bonasus sdo raras no Brasil. A presenca de neonatos e YOY
foi pontualmente registrada apenas no Parané (Bornatowski et al., 2014) e no Rio Grande do
Norte (Yokota e Lessa, 2006; Lessa et al., 2016).

Dados de capturas de R. brasiliensis foram registrados no Rio Grande do Sul, durante
0 verdo, entre os anos de 1982 — 1985 (Vooren e Lamonaca, 2004). Nao ha registros de
capturas de recém-nascidos no Rio Grande do Sul, sugerindo que o parto e a area de bergario
ocorram em alguma regido mais ao norte (Vooren e Lamonaca, 2004). Fémeas gravidas
foram esporadicamente capturadas no Guaruja, Sdo Paulo (Domingues et al., 2009), regido
préxima a area de estudo. No entanto, o registro de neonatos e YOY para a espécie € raro,
com registros apenas no presente estudo no sudeste, e de 26 individuos capturados
recentemente em Santa Catarina (Moraes et al., em reviséo).

No presente estudo foram capturados filhotes de R. brasiliensis medindo 35.5 — 58.5
cm de LD. O menor filhote registrado foi capturado no més de maio/2016. Estes dados, em
conjunto com a informacédo da captura de uma fémea gravida no més de marco e um neonato
no més de outubro (Domingues et al., 2009), assim como fémeas gravidas em meio de
gestacdo, no més de janeiro no Rio Grande do Sul (Vooren e Lamdnaca, 2004) indicam que a
época do parto e ciclo reprodutivo possa ser diferente do encontrado para R. bonasus. No
entanto, mais estudos com a espécie sdo necessarios, em todo ciclo reprodutivo.

Estas raias apresentam grande diferenga no tamanho no nascimento, de 27-48 cm LD
(McEachran e Carvalho, 2002; Domingos et al., 2009; Fisher et al.,, 2010), e
consequentemente diferentes taxas de crescimento, o que dificulta a classificacdo da idade
apenas utilizando o tamanho corporal como variavel. Além disso, 0 uso da marca do cordao
umbilical para identificar neonatos, como € utilizado para tubardes (Duncan e Holland, 2006;
Hussey et al., 2010; Olin et al., 2011; Belicka et al., 2012), mostrou-se ineficiente. O modo
reprodutivo de Rhinoptera spp. é caracterizado pelo consumo total de vitelo pelo embrido
ainda no meio do desenvolvimento (Fisher, 2010), ou seja, quando os filhotes nascem, a
marca do corddo umbilical j& esta cicatrizada, e na maioria dos individuos ndo sdo mais
visiveis.

Um estudo de idade e crescimento para R. bonasus verificou que animais medindo
41.9 + 4.05 cm LD foram classificados com idade entre 0 e 1 més, os com 50.5 + 3.8 cm LD

com 4 meses, e entre 64.5 £ 5.9 cm LD com 1 ano (Fisher et al., 2013). Esta mesma
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classificacdo parece ser viavel e de acordo com o que foi observado no presente estudo.
Animais com idade entre 0 e 1 més (de acordo com a classificagdo morfométrica) foram
observados com maior frequéncia nos meses de dezembro e fevereiro; animais com
aproximadamente 4 meses foram coletados em mar¢o e maio; e aqueles com idade de 1 ano,
coletados em dezembro e fevereiro. No entanto, como ndo foram realizadas analises de idade
e crescimento, foi utilizada a separacéo entre os grupos YOY | e YOY Il para considerar 0s
filhotes mais novos e mais velhos, independente da época do ano em que foram coletados.

Devido as dificuldades de gerenciamento de populacdes de tubarbes e raias por
estratégias convencionais utilizadas para teledsteos, como limites de tamanho (por classe de
idade), regulamentos de artes de pesca e cotas (Heithaus, 2007), a gestdo de areas utilizadas
durante fases criticas do ciclo de vida destes animais é atraente para a conservacao destas
populacdes. O uso repetido desta area pela R. bonasus sugere que ela é potencialmente
importante para a historia de vida desta espécie. Pequenos aumentos na mortalidade por
aumento da pesca oOu outros estressores antropogénicos podem ter um efeito
desproporcionalmente grande sobre a viabilidade de populacdes (Walters e Martell, 2004),
especialmente em fases importantes do ciclo de vida (Hussey et al., 2010).

Por ser uma regido com alto impacto antropogénico (Gongalves et al., 2013), estudos
sobre os contaminantes e o impacto das mudancas climaticas sdo necessarios nestes locais,
visto que o abandono prematuro de jovens do bercéario pode prejudicar a sobrevivéncia,
expondo estes animais a uma pressao de predacdo mais severa (Springer, 1967), bem como
desafios energéticos dos quais ainda ndo estdo preparados para enfrentar. Adicionalmente, a
permanéncia por mais tempo nas areas de bercéario pode desencadear competicdo entre 0s
jovens (> 1 ano de idade) e os recém-nascidos.

5.2. Lipidios e indice de condi¢éo corpdrea

Ao contrario dos mamiferos e muitos teleosteos, o tecido adiposo esta ausente em
elasmobranquios e o figado € o principal local de estoque, bem como um importante local de
sintese de lipidios (Ballantyne, 1997). As raias do presente estudo claramente apresentaram
um maior actimulo de lipidios no figado (79 - 321 mg g*) do que no masculo (2.2-5.7mg g
1, e foram semelhantes entre as duas espécies. O duplo papel do figado de elasmobranquios
no armazenamento e auxilio na flutuabilidade pode influenciar a mobilizacdo e padrbes de
lipidios (Speers-Roesch e Treberg, 2010). Atrelado a isto, raias bentopelagicas podem
apresentar regulacdes de flutuabilidade mais complexas que podem ndo ser muito claras, e
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dependentes de uma série de fatores que possam influenciar a quantidade e composicéo de
lipidios no figado e variabilidade entre os individuos.

O declinio do CF com o aumento do tamanho corporal, entre YOY | e Il de R.
bonasus no presente estudo, presume os filhotes nascem com reservas hepaticas
provisionadas pela mae durante o periodo pré-natal, e que possivelmente sdo consumidas até
que os filhotes iniciem o forrageamento, assim como j& visto para tubarGes Carcharhinus
obscurus e Sphyrna lewini (Duncan e Holland, 2006; Hussey et al., 2010). Em tubardes, esta
reserva € usada durante as primeiras semanas até alguns meses de vida, uma vantagem
materna que permite aos animais se adequarem até que tenham desenvolvido habilidades de
forrageio (Hussey et al., 2010; Belicka et al., 2012). Apesar do CF seguir a mesma tendéncia
do indice hepatossomatico (Hoffmayer et al., 2006), estudos analisando ambos indices
biométricos nesta fase de crescimento dos filhotes ajudariam a confirmar tal observacéo.

O estoque energético adicional, provindo da alocacdo de recursos maternos pré-natais,
parece auxiliar no rapido crescimento observado nesta raia. R. bonasus cresce mais
rapidamente no inicio da vida, até 10 cm LD nos primeiros 4 meses e mais de 20 cm LD em
um ano, considerando que chegam aos 92.4 + 2.2 cm LD aos aproximados 8 anos de idade
(Fisher et al., 2013). O répido crescimento inicial parece ainda estar associado ao fato dos
individuos ingerirem maiores quantidades de alimentos em relacdo ao peso corporal no
primeiro ano de vida (Ajemian e Powers, 2012), que juntamente com reservas enddgenas,
parecem suportar o rapido crescimento. Observacfes em cativeiro confirmaram que 0s
filhotes comecam a se alimentar ap6s 6 a 9 dias do nascimento, com perda de peso de 6.4%
da massa nestes primeiros dias (Fisher et al., 2014).

Corroborando estas informacdes de rapido crescimento, maiores concentracfes de
CHOL foram observadas no plasma de YOY | quando comparadas aos YOY Il, podendo ser
um indicador de maior mobilizacdo entre os tecidos, visto que o CHOL é essencial na
composigdo das membranas celulares, ou entdo que YOY I ingerem alimentos com contendo
mais CHOL. A fraca correlagdo do CHOL com o CF indica que este composto parece néo ter
muita relacdo com a condigdo corporal dos filhotes, mas talvez tenha relagdo com a
alimentacdo intrauterina do histotrofo (rico em lipidios) (Hamlett et al., 2005), ou mesmo
adquirido da dieta, indicando uma maior ingestao de alimentos na fase inicial da vida. Apesar
de elasmobranquios apresentarem uma baixa quantidade de CHOL plasmaético, comparado
aos teledsteos (Larsson e Fange, 1977), ele tem sido relacionado & mudangas na dieta,

tamanho corporal e maior atividade em tubardes (Valls et al., 2016; Gallagher et al., 2017).
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Em contraste, o0 TAG ndo mostrou diferenca entre os YOY de R. bonasus, e
apresentou baixa correlacdo positiva com o tamanho corporal, indicando que passada a fase
inicial de crescimento, 0s animais comeg¢am a aumentar sua capacidade de armazenamento de
energia, diminuindo o catabolismo e possivelmente melhoram suas habilidades de forrageio.
O TAG plasmético corresponde a mobilizagdo de FA esterificados provenientes da dieta e/ou
de outros tecidos, no entanto, 0 TAG também pode ser exportado do figado como FA ndo
esterificados ou seguir a B-oxidacao hepatica e cetogénese, como corpos cetonicos (Treberg et
al., 2006; Speers-Roesch e Treberg, 2010). Diferentemente do que foi encontrado em
tubardes (Gallagher et al., 2014), o TAG plasmatico em filhotes de R. bonasus ndo mostrou
correlacdo com CF, e isso pode ser devido a pouca quantidade de animais analisados, ou ao
fato deste metabdlito ndo ter relacdo com o CF na fase neonatal destas raias. Por ser adquirido
de fontes exodgenas (ingestdo de alimentos) e enddgenas (catabolismo de estoques
energéticos) (Nelson e Cox, 2014), o CHOL e TAG plasmatico refletem o estado metabolico
momentaneo do individuo, e precisam ser interpretados com cautela. Porém mesmo com estas
limitacdes, a andlise destes metabdlitos no plasma de YOY mostrou-se um método
interessante e rapido para visualizar as variagdes no metabolismo energético ao longo do
crescimento.

A concentracdo plasmatica de B-HB mostrou correlacdo negativa com tamanho
corporal em R. bonasus, podendo indicar que raias menores estejam mobilizando reservas do
figado e ndo estejam se alimentando com tanta eficiéncia como YOY Il. Em
elasmobrénquios, o p-HB € o principal combustivel de alta energia, produzido a partir do
acetil-CoA, por mitocondrias de figado e posteriormente exportados para tecidos periféricos
para a oxidacdo (Ballantyne, 1997; Speers-Roesch e Treberg, 2010). Aumentos plasmaticos
de B-HB em elasmobréanquios foram encontrados em animais em jejum, assim como visto em
mamiferos, durante o catabolismo lipidico (Treberg et al., 2006; Kajimura et al., 2008; Wood
et al., 2010), e relacionados com variagOes sazonais na dieta (Valls et al., 2016). No entanto,
assim como encontrado para os outros metabolitos, o f-HB ndo mostrou relagdo com o CF. O
B-HB, incluindo os outros corpos cetbnicos, como acetoacetato e acetona, sdo substancias
solUveis em agua que sdo produzidos no figado, principalmente a partir da oxidacéo de &cidos
graxos e sdo exportados para os tecidos periféricos para uso como fonte de energia (Nelson e
Cox, 2014).
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5.3. Perfil de acidos graxos e mudancas ontogenéticas

A anélise de FA revelou uma diferenca significativa entre os YOY da R. bonasus,
mostrando uma mudanca ontogenética na dieta e uso do recurso materno transferido durante o
periodo pré-natal. Filhotes menores (YOY 1) apresentaram uma melhor condicao nutricional
que os maiores, devido a maior porcentagem de DHA e ARA, assim como observado para o
indice de condicdo corpdrea. Além disso, foram também observadas diferengas no perfil de
FA entre as espécies R. bonasus e R. brasiliensis.

Dada a variedade estrutural e diferencas metabdlicas, a deposicdo de FAs especificos
pode variar entre os tecidos (Beckmann et al., 2014b). Assim, a andlise do perfil de FA em
diferentes tecidos pode ajudar a elucidar padrdes de mobilizagdo e explorar mudangas na
dieta ao longo do tempo (Every et al., 2016). Estudos com elasmobranquios tém demonstrado
gue MUFA sao armazenados preferencialmente no figado, e PUFA e SFA no musculo
(Davidson e CIiff 2002; Pethybridge et al., 2010). No presente estudo, foram encontradas
proporcdes semelhantes dos FA totais no figado, plasma e mudsculo de R. bonasus, que
apresentou maiores proporcdes de PUFA (40 — 61 %), seguido de STA (28 — 37 %) e
menores propor¢ées de MUFA (10 — 20%), indicando que os FAs sdo retidos da dieta em
proporcoes semelhantes nestes tecidos.

No figado e musculo de YOY 1| de R. bonasus verificou-se uma predominancia dos
mesmos FA descritos para o histotrofo (Luer et al., 1994), sendo eles DHA, C18:0, ARA e
C16:0, assim, ao nascer, o perfil de FA parece refletir aquele da dieta intrauterina. Embrifes
alimentam-se do histotrofo durante a maior parte da gestacdo, com aumento de massa de até
3000 % (da massa inicial do ovo) (Wourms, 1981; Hamlett et al., 1985), e possivelmente
incorporam estes FA nestes tecidos para o uso em processos metabolicos nas fases finais da
gestacdo. Um Unico estudo comparativo de transferéncia materno-fetal do substrato
energético verificou que os FA sdo transferidos de forma conservada do vitelo para YOY de
Heterodontus portusjacksoni, tendo pouca influéncia da dieta durante os 185 dias de
experimento (Beckmann et al., 2014a).

Diferencas na composi¢do de FA do figado entre R. bonasus e R. brasiliensis foram
encontradas em todas as porgOes totais, em destaque para os PUFA, que foi maior em R.
bonasus e apresentou 20% a mais que R. brasiliensis. Estes dados sugerem que, diferentes FA
transferidos da mae para os filhotes durante a fase pré-natal diferenciam entre as especies,
possivelmente porque a dieta das mées seja diferente ou a necessidade dos filhotes em relagéo
aos FA seja diferente dependendo da espécie. Além disso, esta diferenga pode indicar que as
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duas espécies apresentam um metabolismo diferenciado, apesar de sua proximidade
filogenética (Palacios-Barreto et al., 2017), ou que R. brasiliensis tenha nascido hd mais
tempo, e seu perfil de FA hepatico reflita a incorporacdo da dieta. Um acompanhamento em
outros estagios do desenvolvimento e com mais individuos é necessario, visto que 0 para 0
figado, poucos YOY | foram analisados.

O perfil de FA de YOY de R. bonasus revelou uma distinta estratégia nutricional
neonatal adotada por estas raias, comparado ao que foi descrito em tubares. Altas
porcentagens de PUFA de cadeia longa (LC-PUFA, no inglés long chain polynsatureted fatty
acid) encontrados em YOY | confirmam o alto investimento materno de FA transferidos
durante a gestacdo. Em contraste, filhotes de tubarbes placentarios nascem com baixa
porcentagem de LC-PUFA, principalmente o ARA, DHA e EPA, indicando que durante a
gestacdo, sdo fornecidos lipidios com baixos niveis de LC-PUFA ou entdo que os filhotes
utilizam grande parte destes FA para o desenvolvimento intrauterino (Wai et al., 2011,
Belicka et al., 2012). Tal estratégia reprodutiva contribui para que a mae produza um ndmero
maior de filhotes, porém, minimizando o investimento de EFA em cada filhote (Musick e
Ellis 2005; Wai et al.,, 2011). O fato destas raias investirem em apenas um filhote e
produzirem histotrofo rico em lipidios, pode permitir a mobilizacdo seletiva de FA das
reservas maternas, como visto em mamiferos marinhos (lverson et al., 1995).

O mausculo tem sido descrito como melhor tecido para avaliar mudangas na dieta.
Estudos com o tubardo da Groelandia (Somniosus microcephalus) encontraram que o perfil de
FA do musculo foi proporcional ao encontrado nas presas, sugerindo uma incorporacao de
FA com pequenas modificacdes neste tecido (McMeans et al., 2012). O mesmo foi
encontrado em estudos experimentais com alimentacdo controlada por Beckmann et al.
(2013), em que os FA da dieta foram preferencialmente utilizados e acumulados no tecido
muscular do tubardo H. portusjacksoni. Quando crescem, os YOY de R. bonasus apresentam
uma reducdo de DHA, ARA e PUFA n6, e um aumento de MUFA, C18:1n9 e EPA
musculares. Contrariamente, nos tubarfes placentarios Scoliodon laticaudus e Carcharhinus
leucas, é observado um aumento de PUFA, entre eles DHA e ARA com o0 aumento do
tamanho corporal, juntamente com uma reducdo de MUFA total e C18:1n9, sugerindo que
estes PUFA séo obtidos da dieta apds o nascimento (Wai et al., 2011; Belicka et al., 2012).
Além disso, nos tubardes C. leucas foi verificada uma fase de deficiéncia nutricional,
confirmada através das altas porcentagens de C20:3n9 e C18:1n9 em relagdo aos EFA
(Belicka et al., 2012). Este fato indica que estes animais apresentam habilidades de forrageio

insuficientes no inicio da vida, dependendo quase que exclusivamente de reservas maternas
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alocadas no figado (Hussey et al., 2010; Belicka et al., 2012). Apesar da redugéo de alguns
LC-PUFA em R. bonasus com o crescimento, eles ndo sdo esgotados, e mantem alta
porcentagem, principalmente de DHA.

Como dito anteriormente, estas raias apresentam um rapido crescimento inicial, um
processo que exige alta demanda energética. Altas porcentagens de DHA e ARA no musculo
nestes filhotes, e sua posterior diminuigdo com crescimento, confirma o uso destes FA em
processos metabdlicos. Diferente do observado nos metabodlitos, o DHA e as razdes
DHA/EPA e n3/n6 mostraram uma correlacao positiva com o CF, confirmando a importancia
deste FA para a condicdo fisioldgica do individuo. O DHA tem sido encontrado em altas
proporcdes em embrides de tubardes oviparos e viviparos (Pethybridge et al., 2011b;
Beckmann et al., 2014a), o que é esperado, devido ao papel deste FA em processos
fisioldgicos, tais como desenvolvimento de tecidos neurais e visuais, incluindo funcéo
sinaptica e cognicao (Bazinet e Layé, 2014).

O perfil de FA no plasma revelou que os filhotes de R. bonasus apresentam melhores
habilidades de forrageio quando estdo maiores. Aumentos de PUFA total, PUFA n3, entre
estes DHA e EPA foram observados nos YOY II, juntamente com uma reducdo de SFA, entre
estes C16:0, C18:0 e C18:1n7. Como elasmobranquios usam corpos cetdnicos como
combustivel extra-hepatico, é esperado que o perfil de FA plasmaético reflita o adquirido
diretamente da dieta, mas também podem vir da mobilizacdo entre tecidos (McMeans et al.,
2012). Além disso, o plasma tem uma rapida taxa de turnover, e geralmente é usado como
indicador de dieta em curto prazo (Kéakela et al., 2009; McMeans et al., 2012).

Assim como encontrado no tubardo H. portusjacksoni (Beckmann et al., 2014a),
maiores propor¢des de ARA em relacdo ao EPA foram observadas no plasma e musculo de R.
bonasus, resultando em maiores razdes de ARA/EPA. Estes FA sdo preferencialmente
incorporados em fosfolipidios de membranas celulares e atuam como precursores na sintese
de eicosanoides, moléculas que desempenham papel na sinalizagdo celular e como
mediadores inflamatdrios (Tocher, 2003; Arts, 2009). A reducdo de ARA e da razdo
ARAJ/EPA, juntamente com o aumento de EPA no musculo e plasma de YOY Il sugere 0 uso
do ARA no crescimento dos filhotes, visto que ele é fisiologicamente mais ativo na sintese de
eicosanoides que o EPA, e sdo importantes no desenvolvimento de ovos e larvas de peixes
(Tocher, 2003).
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5.4. Indices de relagdes troficas: acidos graxos e isotopos estaveis

Juntos, os indicadores troficos de FA e Sl sugerem a dependéncia dos recursos
maternos e mudancas na dieta de filhotes de R. bonasus. Além disso, foi possivel identificar
interacdes troficas entre R. bonasus e R. brasiliensis na regido de estudo. Dos marcadores de
FA de carnivoria ou posicdo trofica, a razdo DHAJ/EPA muscular parece ser a mais
representativa para R. bonasus que a razdo C18:1n9/C18:1n7 muscular. A razdo DHA/EPA
foi significativamente maior em YOY |, e positivamente associado com §'°N, confirmando o
enriquecimento destes nos filhotes ao nascerem. O DHA é minimamente modificado nos
processos de ingestdo e assimilacdo, sendo transferidos e seletivamente retidos nos
consumidores, com isso, apresentam uma correlacdo positiva com nivel trofico (El-Sabaawi
et al., 2009; Parrish et al., 2015; Colombo et al., 2016). O C18:1n9 tem sido ligado a
piscivoria, no entanto este FA pode ser sintetizado de novo e pode variar com a espécie
(Dalsgaard et al., 2003; El-Sabaawi et al., 2009).

A anélise isotopica em tecidos com diferentes taxas metabdlicas permite examinar
mudancas temporais na dieta e entender como filhotes lidam com a dependéncia do recurso
materno e a alimentacdo independente (Belicka et al., 2012; Matich et al., 2015). Os
resultados confirmam a hipdtese inicial, de que ha um enriquecimento de §*°N nos tecidos de
YOQY I, indicando um sinal isotopico materno. A assinatura isotopica das RBC (que apresenta
taxa de turnover mais rapida) e nadadadeira (que apresenta taxa de turnover mais lenta) de R.
bonasus revelou que filhotes nasceram enriquecidos em 8N (assinatura materna), e que
perderam gradualmente com o crescimento, assim como descrito para espécies de tubardes
(McMeans et al., 2009; Vaudo et al., 2010; Olin et al., 2011; Matich et al., 2015). A
assinatura isotépica em filhotes de tubardes tem mostrado grande variacdo, dependo da
estratégia reprodutiva (Olin et al., 2018). Nas fases neonatais iniciais os tecidos de filhotes
refletem o sinal materno, que pode ser semelhante ao tecido da mde, como em espécies
lecitotroficas (Bourg et al., 2014) e placentaria (Olin et al., 2018), ou podem ser enriquecidos
em comparacdo aos tecidos maternos (McMeans et al., 2009; Vaudo et al., 2010; Olin et al.,
2011; Belicka et al., 2012).

Em um estudo analisando a assinatura isotdpica na nadadeira de R. bonasus, foi
demonstrado que YOY n#o apresentaram enriquecimento materno nos valores de &°N
(Poulakis et al., 2017), talvez pelo fato dos filhotes se alimentarem de niveis troficos
semelhantes aos de suas maes, como mostrado para tubardes (Every et al., 2017). Além disso,
Poulakis et al. (2017) encontraram todas as classes de idade para R. bonasus, e sugerem que
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em regides estuarinas de baixas latitudes a espécie ndo apresenta comportamento migratério.
No presente estudo ndo encontramos outras classes de idade para R. bonasus, apenas YOY,
indicando que a espécie realize seus comportamentos migratérios, ou entdo que utilizam
outras regides para forrageio. Tais aspectos influenciam na interpretacdo da assinatura
isotopica e podem revelar padrbes comportamentais e alimentares das populacdes em
diferentes regides. Por outro lado, diferencas nos resultados encontrados no presente estudo
com o de Poulakis et al. (2017) pode ter relagdo com o tecido utilizado ou no processamento
das amostras. No presente estudo, foram utilizadas amostras de nadadeira dorsal (cauda) e
RBC, diferente do estudo de Poulakis et al. (2017) que utilizaram amostras da nadadeira
pélvica. A nadadeira é formada por cartilagem, tecido conjuntivo e muscular e
vascularizagdo, com uma camada dérmica exterior, e tal variedade na composicdo pode
influenciar no perfil de is6topos (Hussey et al., 2010; 2012). Além disso, por ser um tecido de
taxa de turnover lento (~500 dias, MacNeil et al., 2006), diferencas temporais e espaciais
podem influenciar na interpretacdo dos resultados.

Os dados encontrados no presente estudo indicam uma relativa rapida taxa de turnover
nos tecidos analisados, talvez como resultado da alta taxa de crescimento inicial, discutida
anteriormente (Fisher et al., 2013). Em outros estudos, a assinatura de 3'°N encontrada em R.
bonasus em outras localidades estéo entre 8.5 + 0.3%o (Olin et al., 2014) e 9.4 + 0.5%0 (Shaw
et al., 2016), semelhantes ao encontrado no presente estudo, e correspondem aos estudos de
dieta, em que atuam como importantes mesopredadores (Grubbs et al., 2016). Estas raias
apresentam um comportamento alimentar oportunista generalista, dependendo da localidade e
disponibilidade de presas (Ajemian e Power, 2012; Grubbs et al., 2016). No geral alimentam-
se de moluscos bivalves, poliquetas, crustaceos e equinodermos (Collins et al., 2007
Ajemian e Power, 2012; Bornatowski et al., 2014).

Diferencas intraespecificas encontradas na assinatura de 8'°C na nadadeira sugerem
que as maes apresentam maior amplitude no local de forrageio que os filhotes, bem como
maior amplitude nos valores de 8°N, considerando ser este um sinal materno. No entanto,
estes resultados podem ser apenas variagdes nas taxas de turnover, que podem variar com a
taxa de crescimento ou mesmo pela variagdo no investimento materno (Olin et al., 2010). Na
nadadeira, as mudancas nos valores de 5!3C parecem ocorrer mais lentamente, ou mesmo em
decorréncia das caracteristicas estruturais e composicdo bioquimica deste tecido. Esta
tendéncia tem sido relatada para tubardes, que apresentaram maiores valores de 8*3C na
derme (Li et al., 2016).
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Os biomarcadores utilizados no presente estudo confirmam o uso da area de bercario e
forrageio pelos filhotes em regido marinha costeira. Valores de **C encontrados em ambos
tecidos das duas espécies sdo 0s mesmos normalmente relatados em ambientes marinhos (-14
a -16%o; Hussey et al., 2011, Every et al., 2017). Estudos com R. bonasus em sistema
estuarino mostraram assinatura de 83C entre -15 a -22%o (Poulakis et al., 2017). O
biomarcador de FA n3/n6 também indicou que R. bonasus e R. brasiliensis tem preferéncia
por recursos marinhos, visto que porcentagens mais elevadas (> 1.5 %) foram encontradas,
como descrito para tubarGes eurialinos que também sdo capazes de utilizar ambientes
estuarinos e dulcicolas, que apresentam valores mais baixos da razdo n3/n6 (< 1.5 %; Every
et al., 2017). Altas porcentagens de DHA e valores < 0.3 para C16:1n7/C16:0 encontrados no
presente estudo, tem sido utilizado como biomarcadores de FA caracteristicos de
dinoflagelados em cadeias tréficas marinhas (Dalsgaard et al., 2003; Parrish et al., 2015).
Além disso, outros biomarcadores podem indicar locais de forrageio, tais como 0 ARA, que
em altas porcentagens indicam forrageio em sistemas bentonicos costeiros (Copeman e
Parrish, 2003; Pethybridge et al., 2014) e BFA e OFA que sao considerados biomarcadores de
bactérias (Parrish et al., 2000), podendo indicar forrageio em sedimentos.

Devido ao baixo nimero de individuos analisados de R. brasiliensis, os YOY foram
agrupados em um Unico grupo amostral para comparacdo com YOY | e YOY Il de R.
bonasus. Comparando-se as duas espécies, encontramos que os valores para §1°N e §°C da
nadadeira de R. brasiliensis sdo bem semelhantes ao encontrado na nadadeira de YOY Il de
R. bonasus. Dos individuos de R. brasiliensis analisados, os Sl correspondiam a YOY de
maior tamanho corporal (50.7 £ 6.3 cm LD), por isso a semelhanca com os YOY Il de R.
bonasus. O perfil isotopico das RBC revelou que R. bonasus apresenta maiores valores de
3N e &C que R. brasiliensis, sugerindo que particionam recursos alimentares, com
diferentes niveis troficos e/ou forrageiam em diferentes locais, apesar das duas espécies serem
simpatricas na regido de estudo (Rangel et al., 2017). Estudos com tubarGes em areas de
bercario demonstram que a partilha de recursos é uma estratégia utilizada para reduzir a
competicdo, adotada por espécies que dividem a mesma regido como bercério (Kinney et al.,
2011; Matich et al., 2017). Estes estudos confirmam as previsdes para areas de bercario, na
qual os jovens passam o periodo inicial da vida em local protegido, com pouca ou nenhuma
competicdo e alimento abundante (Castro, 1993, Simpfendorfer e Milward, 1993).

Com relagdo aos biomarcadores de FA no masculo, R. brasiliensis também apresentou
um perfil semelhante aos YOY Il de R. bonasus. No entanto, os individuos que foram

analisados apresentavam um pequeno tamanho corpéreo (45.0 £+ 7.00 cm LD), mais
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semelhantes aos YOY | de R. bonasus. Diferengas entre FA especificos, tais como DHA,
ARA e razdes DHA/ARA e ARA/EPA entre YOY | de R. bonasus e YOY de R. brasiliensis
reforcam as observac6es sobre os Sl, em que filhotes acessam diferentes recursos na area de
bercario. No entanto, estas diferencas também podem sugerir que o periodo de nascimento de
R. brasiliensis seja diferente do observado para R. bonasus, ou que elas apresentam
diferencas no investimento materno de FA, como ja mencionado anteriormente, observando-
se resultados dos FA do figado. Além disso, menores porcentagens, principalmente de
PUFAs em R. brasiliensis podem indicar diferencas fisiologicas entre as espécies. O acesso a
mais individuos de R. brasiliensis em diferentes estagios do crescimento poderia esclarecer

tais questdes.
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6. Conclusoes e Consideracoes Finais

Demonstramos que a raia R. bonasus e possivelmente a R. brasiliensis utilizam a
regido de Bertioga, local de estudo do presente trabalho, como area de bercario, com periodo
de nascimento ocorrendo entre o final da primavera e verdo. O acompanhamento em conjunto
com os pescadores mostrou-se muito eficiente no monitoramento das capturas, sendo possivel
a identificacdo do género e frequéncia de captura durante o ano. Além disso, a soltura
imediata realizada pelos pescadores mostrou-se um manejo adequado, assegurando a
sobrevivéncia dos animais na pés-captura da pesca de arrasto. Demonstramos ainda as
limitacdes em avaliar o periodo neonatal e area de bercério para Rhinoptera spp. com critérios
propostos para elasmobranquios de outras estratégias reprodutivas, que utilizam a marca do
corddo umbilical para a classificacdo dos filhotes. A classificacdo dos filhotes de R. bonasus
através do tamanho corporeo, baseada no estudo de idade e crescimento de Fisher et al.
(2013), mostrou-se adequada para a investigacdo dos aspectos nutricionais € monitoramento
das capturas na area de bercario. YOY Il de dezembro e alguns encontrados em fevereiro (>
60.0 cm LD) provavelmente eram animais que estavam proximos a 1 ano de idade, com
maior tamanho corporal.

Nossos resultados suportam a hipOtese de que a estratégia histotrofica lipidica,
juntamente com maiores periodos de gestacdo e o grande tamanho ao nascimento da raia R.
bonasus confere um maior investimento energético aos filhotes. Esta estratégia parece
conferir melhores condicdes nutricionais e habilidades de forrageio aos filhotes ao nascerem.
Além disso, o perfil de EFA encontrado sugere que os filhotes ndo passem por deficiéncia
destes FA, como é observado em tubarbes placentarios (Wai et al., 2011; Belicka et al.,
2012), indicando grande demanda de EFA durante o inicio do crescimento. Filhotes nascem
enriquecidos em DHA, ARA e §'°N, como reflexo da transferéncia materna intrauterina, e
assim como encontrado para o tubardo C. leucas (Belicka et al., 2012), R. bonasus demonstra
perda gradual do sinal isotopico e de FA materno. YOY apresentam uma diminuicdo do CF,
CHOL e B-HB com o crescimento, provavelmente como resultado do uso dos estoques
energeticos provisionados pela mée durante a gestacdo e reducdo das taxas de crescimento.
YOY Il parecem ter melhores habilidades de forrageio, demonstrado pelo aumento de EFA e
diminuicdo de SFA e BFA plasmaético, assim como diminui¢@o nas concentra¢des de B-HB.

Os Sl revelaram que as duas espécies particionam recursos alimentares, uma estratégia

que ¢ geralmente adotada pelas espécies que utilizam a mesma &area como bergario.
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Diferencgas entre FA muscular e hepatico entre R. bonasus e R. brasiliensis podem indicar que
filhotes acessam diferentes recursos na area de bercario, ou que R. brasiliensis tenha nascido
ha mais tempo, e seu perfil de FA hepatico reflita a incorporacao da dieta. Além disso,
diferencas na composi¢ao de FA sugerem que diferentes FA sdo transferidos da mae para os
filhotes durante a fase pré-natal, possivelmente porque a dieta das maes seja diferente ou que
as duas espécies apresentam um metabolismo diferenciado. Um estudo comparativo entre
YOY de R. brasiliensis em diferentes estagios ¢ necessario para testar tais hipdteses, assim
com realizado para R. bonasus no presente estudo.

Estas conclusfes demonstram que a assinatura de FA e SI podem fornecer
informacdes confidveis e que podem ser usadas para discriminar populagdes, classes de idade
e mudancas na dieta. Os Sl trazem informacdes interessantes sobre o enriquecimento presente
nos filhotes, que foram fortemente correlacionados com a razdo DHA/EPA, e permite a
analise do uso de recursos alimentares em uma escala bidimensional. No entanto, verificamos
que a analise de FA foi mais conclusiva para comparacdo entre YOY | e YOY Il e das
mudancas graduais em decorréncia de variagdes ontogenéticas. Além disso, o DHA, C18:1n7
e as razdes n3/n6, DHA/EPA e C18:1n9/C18:1n7 foram significativamente correlacionados
com o CF em R. bonasus. Como os FA sdo essenciais em processos fisioldgicos ligados ao
crescimento, reproducdo e sobrevivéncia, eles fornecem excelentes ferramentas para
examinar simultaneamente a dindmica nutricional neonatal, transferéncia de energia,
interacdes troficas e condicdo nutricional ou de saude (Pethybridge et al., 2015). Os lipidios e
FA apresentam taxas de turnover mais rapidas do que as proteinas e, consequentemente o
3N, sendo assim considerados melhores marcadores para investigar mudancas temporais,
mostrando-se ferramentas interessantes no estudo da dindmica nutricional e interacdes
troficas (Pethybridge et al., 2015; 2018).

A combinagdo de biomarcadores permitiu analisar os aspectos nutricionais e
interacoes troficas de YOY em uma area de bergario, avaliados por meio de amostragem nao-
letal, permitindo compreender como o maior investimento materno afeta tais aspectos durante
o inicio da histéria de vida das raias R. bonasus e R. brasiliensis. Essas ferramentas
fisiologicas podem ser utilizadas para a geracdo de modelos mecanicistas confidveis, para
que, posteriormente a essa descricdo inicial, seja detectada a vulnerabilidade desses animais

com complexa historia de vida.
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Apéndice 1- Largura de disco, massa corporal e fator de condi¢do de Fulton dos individuos de R.

bonasus e R. brasiliensis utilizados para o calculo do fator de condigio (FC).

Rhinoptera bonasus

Data da captura Sexo LD (cm) Massa (g) FC
22/03/2016 M 56.0 2300.0 1.31
22/03/2016 M 50.0 1830.0 1.46
22/03/2016 M 54.0 2190.0 1.39
22/03/2016 F 52.0 2280.0 1.62
22/03/2016 F 46.0 1309.0 1.34
22/03/2016 F 53.0 2500.0 1.68
22/03/2016 F 56.0 1620.0 0.92
22/03/2016 M 47.0 1780.0 1.71
22/03/2016 F 55.0 2900.0 1.74
23/03/2016 M 53.0 2050.0 1.38
23/03/2016 F 54.0 2440.0 1.55
23/03/2016 F 47.0 1800.0 1.73
23/03/2016 F 53.0 2910.0 1.95
23/03/2016 F 42.0 1270.0 1.71
23/03/2016 M 57.0 2620.0 1.41
23/03/2016 M 51.0 2140.0 1.61
23/03/2016 F 47.0 1500.0 1.44
23/03/2016 F 455 1550.0 1.65
24/03/2016 M 58.0 2600.0 1.33
22/12/2016 F 40.0 900.0 1.41
22/12/2016 M 46.0 1440.0 1.48
22/12/2016 F 41.0 1180.0 1.71
22/12/2016 M 59.0 2700.0 1.31
22/12/2016 F 59.0 3337.0 1.62
22/12/2016 M 67.0 3890.0 1.29
22/12/2016 F 58.0 2840.0 1.46
22/12/2016 M 56.0 2700.0 1.54
22/12/2016 M 45.5 1450.0 1.54
22/12/2016 F 415 1333.0 1.87
22/12/2016 F 405 1170.0 1.76
22/12/2016 M 57.0 2720.0 1.47
22/12/2016 F 62.0 3210.0 1.35
22/12/2016 M 58.0 3100.0 1.59
22/12/2016 M 63.0 3760.0 1.50
22/12/2016 M 61.0 3380.0 1.49
22/12/2016 F 61.0 3320.0 1.46
22/12/2016 N 58.0 3020.0 1.55
22/12/2016 F 56.0 2610.0 1.49
22/12/2016 M 62.5 3540.0 1.45
22/12/2016 M 46.0 1490.0 1.53
22/12/2016 F 45.5 1570.0 1.67
07/02/2017 F 50.5 1880.0 1.46
07/02/2017 M 46.0 1540.0 1.58
07/02/2017 M 48.0 1540.0 1.39
07/02/2017 M 41.0 960.0 1.39
07/02/2017 F 46.5 1490.0 1.48
07/02/2017 F 435 1330.0 1.61



07/02/2017 F 48.5 1640.0 1.44
07/02/2017 M 59.5 2950.0 1.40
07/02/2017 F 47.0 1510.0 1.45
07/02/2017 F 49.0 1850.0 1.57
07/02/2017 M 455 1500.0 1.59
07/02/2017 M 425 1300.0 1.69
07/02/2017 F 46.0 1530.0 1.57
22/02/2017 M 36.0 640.0 1.37
22/02/2017 F 42.0 1300.0 1.75
22/02/2017 F 325 550.0 1.60
22/02/2017 F 66.0 3400.0 1.18
23/03/2016 F 52.0 1990.0 1.42
24/03/2016 M 58.5 2580.0 1.29
24/03/2016 F 53.0 2390.0 1.61
Rhinoptera 24/03/2016 M 54.3 2590.0 1.62
brasiliensis 24/03/2016 M 53.5 2320.0 1.52
24/03/2016 M 51.0 2270.0 1.71
24/03/2016 M 55.1 2620.0 1.57
24/03/2016 M 56.0 3000.0 1.71
22/12/2016 F 44.0 1360.0 1.59

71




72

Apéndice 2- Composicao dos acidos graxos do figado de jovens-do-ano (YOY 1) de R. bonasus e R.
brasiliensis (média em % + desvio padrédo e o coeficiente de variacdo em %).

o 0 Figado

Acidos graxos (%) R. bonasus (n = 6) R. brasiliensis (n = 5)
C15:0 0.7+0.31 43 % 1.0+£0.30 31 %
C16:0iso 0.6+0.23 40 % 0.8+£0.35 46 %
C17:0 1.4+0.61 43 % 1.9+0.29 15%
C17:0anteiso 19+057 31% 14+0.39 28 %
C14:0 0.9+0.41* 47 % 2.3+£0.79 34 %
C16:0 11.9 + 3.36* 28 % 19.5+1.85 9%
C18:0 9.2+2.63* 28 % 14.8+2.99 20 %
C16:1n7 2.4 +1.14*% 48 % 54+1.27 24 %
C18:1n9 3.6+161 45 % 3.6+129 36 %
C18:1n7 3.1+0.45* 15 % 48+1.45 30 %
C20:1n9 1.4 +0.66 46 % 2.2+0.60 27 %
C22:1 1.5+0.45 30 % - -
C18:3n3 09+0.35 39 % - -
C20:4n3 1.7+0.39 23 % - -
C20:5n3 (EPA) 6.1+2.72 45 % 5.6 +0.63 11 %
C22:5n3 4.0 £1.06 26 % 3.6+£0.87 24 %
C22:6n3 (DHA) 22.1+3.12* 14 % 16.6 +2.43 15%
C20:2n6 0.8+0.23 28 % 0.9+0.07 8 %
C20:3n6 0.6 £0.02 3% - -
C20:4n6 (ARA) 9.6 +5.05 53 % 6.3+1.07 17 %
C22:2n6 22+1.26 57 % - -
C22:4n6 6.9+ 1.76* 25% 3.7+1.11 30 %
C22:5n6 8.6+3.71 43 % 4.2 +0.98 24 %
> BFA - OFA 3.8+1.10 29 % 43+0.76 17 %
> SFA 21.9 £ 5.55* 25 % 36.6 £ 0.84 2%
> MUFA 11.2+3.18 28 % 15.2+2.87 19%
> PUFA 61.5 + 6.20* 10% 415+ 3.04 7%
> PUFA N3 33.0+3.61* 11% 26.0£2.80 10 %
> PUFA n6 26.9+6.41* 24 % 15.3+2.58 17 %
n3/n6 1.3+0.42 32% 1.8+0.44 25 %
> C18n3 0.4+0.53 145 % - -
> C20-22n3 32.7+3.28* 10 % 26.0£2.80 11 %
> C18 n6 - - - -
> C20-22 n6 26.9+6.41* 24 % 15.1+2.72 18 %
EPA/ARA 0.7+0.17* 25% 0.9+0.09 10 %
DHA/ARA 3.1+2.08 67 % 2.8+0.98 35 %
EPA/DHA 0.3+0.15 53 % 0.3+£0.08 22 %
DHA/EPA 4.3+2.07 48 % 3.0+£0.76 25 %
C16:1n7/C16:0 0.2+£0.09 44 % 0.3+£0.04 15%

C18:1n9/C18:1n7 1.1+0.39 34 %
ARA/EPA 15+0.38 24 %
- Valores ndo encontrados ou menores que 0.5%.
* indicam diferenca estatistica significativa entre YOY | de R. bonasus e YOY de R. brasiliensis
(ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p < 0.05). YBFA - OFA — acidos graxos impares e
ramificados, Y SFA - acidos graxos saturados, > MUFA - &cidos graxos monoinsaturados, Y PUFA -
acidos graxos polinsaturados total, > PUFA n-6 - PUFA émega 6, > PUFA n6- PUFA dmega 3.

0.8+0.31 39 %
1.1+0.10 9%
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Apéndice 3- Composi¢do dos acidos graxos do musculo de jovens-do-ano (YOY I e II) de R. bonasus
e YOY de R. brasiliensis (média em % + desvio padrio e o coeficiente de variagdo em %).
Acidos graxos Rhinoptera bonasus Rhinoptera brasiliensis

(%) YOY I (n=32) YOY Il (n =16) (n=6)
C15:0 0.5+0.01 1% - - 0.5+0.06 12 %
C16:0iso 1.5+041 26 % 15+055 36% 1.4+0.43 31%
C17:0 1.5+0.74 49 % 1.1+0.67 63% 2.0+0.75 37%
C17:0anteiso 1.0+0.42 42 % - - 0.6 +0.19 30 %
C18:0iso 1.8+1.10 59 % - - 1.7+1.13 67 %
C18:0anteiso 1.5+0.79 52 % 15+040 27% - -
C20:0iso 1.1 +£0.68 61 % - - - -
C15:1c 0.6 £0.02 3% - - - -
C14:0 32+401 124% 22+190 88% 1.9+1.75 92 %
C16:0 201+277 14% 19.8+2.61 13 % 23.0 £ 1.75* 8%
C18:0 146+219 15% 146+244 17% 16.5+1.42 9%
C20:0 0.8+0.43 53 % 1.0+0.38 40% -

C16:1n7 29+2.19 76 % 32+128 40% 4.0+1.37 35 %
C18:1n9 74+167% 23% 99+263P 27% 8.3+2.30 28 %
C18:1n7 59+1.15 19 % 6.1+£125 21% 7.7+1.09* 14 %
C20:1n9 1.8+1.76 99 % 15+084 55% 0.8 +0.29 35%
C16:4n1 2.3+0.87 37 % - - - -
C16:2n4 - - - - 2.2+0.35 16 %
C18:3n4 0.9+0.26 29 % 15+1.17 81% - -
C18:3n3 1.9+1.26 66 % 1.6+066 42% - -
C18:4n3 2.0+1.93 95 % - - - -
C18:2n6t 0.7 £0.02 3% 06+0.03 5% 0.7 +0.03 5%
C18:2n9 2.8 +1.89 68 % - - - -
C20:3n3 - - 1.4+060 42% - -
C20:4n3 1.9+1.20 62 % 1.7+042 25% - -
C20:5n3 (EPA) 1.3+0.35% 26% 2+0.39° 20% 1.4+0.28 20 %
C22:5n3 3.9+1.20 31% 48+144 30% 45+1.62 36 %
C22:6n3 (DHA) 199+4.008 20% 16.8 +2.34P 14 % 159+4.13* 26%
C20:2n6 1.8+1.49 82 % 1.3+0.75 59% - -
C20:4n6 (ARA) 7.8+1.39% 18% 6.0+1.12°> 19% 54 +1.07* 20 %
C22:4n6 2.9+0.92 32% 3.3+£0.64 20% 3.0+0.94 32 %
C22:5n6 2.2+0.70 31% 27+049 18% 1.9+0.18 10 %
> BFA - OFA 45+154% 34% 35+0.83P 24% 49+1.83 37 %
> SFA 36.4+421 12% 36.0+3.73 10%  41.4+3.10* 7%
> MUFA 16.9+3.24% 19% 20.2+2.86° 14% 20.1+398* 20%
> PUFA 414+6.22 15% 401+43 11% 33.3+6.21* 19%
> PUFA N3 266+458 17% 25.7+3.88 15% 21.8+550* 25%
> PUFA n6 13.7+2.06% 15% 13.3+1.64° 12 % 10.7 £ 1.47* 14 %
n3/n6 2.0+0.26 14 % 19+033 17% 2.0+0.36 18 %
> C20-22 n3 259+459 18% 249+337 13% 21.7+5.63 26 %
> C20-22 n6 13.6+2.11 16 % 131+16 12% 10.4+1.50 14 %
EPA/ARA 0.2+0.04 21 % 0.3+0.07 20% 0.3+0.04 15 %
DHA/ARA 26+04 15 % 28+045 16% 3.0+0.82 27 %
EPA/DHA 0.1 +0.02 26 % 0.1+0.02 16% 0.1+0.02 25 %
DHA/EPA 155+3.44% 22% 8.6+142° 16% 9.9 +5.70* 57 %
C16:1n7/C16:0 0.2+0.14 89 % 02+0.11 62% 0.4+0.55* 131 %
C18:1n9/C18:1n7 1.3+0.45% 35% 1.8+0.93> 53% 2.7+4.06 151 %
ARA/EPA 6.0+£1.232 20% 3.1+058P 19% 3.9+0.57* 15 %

- Valores ndo encontrados ou menores que 0.5%.

 indicam diferenca estatistica significativa entre YOY | e YOY Il de R. bonasus e * indicam
diferenca estatistica significativa entre YOY | de R. bonasus e YOY de R. brasiliensis (ANOVA
seguido pelo teste de Tukey; p < 0.05). > BFA - OFA — &cidos graxos impares e ramificados, > SFA -
acidos graxos saturados, YMUFA - acidos graxos monoinsaturados, > PUFA - acidos graxos
polinsaturados total, > PUFA n-6 - PUFA émega 6, Y PUFA n6- PUFA 6mega 3.
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Apéndice 4- Composicao dos acidos graxos do plasma de jovens-do-ano (YOY I e II) de R. bonasus
(média em % =+ desvio padrdo e o coeficiente de variagdo em %).

Acidos graxos (%) Rhinoptera bonasus

YOY I (n=12) YOY Il (n=9)

C15:0 0.7%0.20 31% - -

C17:0 1.9+0.44 24.% 174041 25 %
C17:0anteiso 1.4+0.32° 23 % 0.7+0.20" 27 %
C18:0iso 0.9+0.28 30 % 0.7+0.24 33%
C18:0anteiso 124023 20 % 0.8+0.10 12%
C20:0is0 1.4+0.62 43 % 1.1+047 45 %
C23:0 1.1+0.49 47 % - -

C16:0 19.3+3.822 20%  142+345°  24%
C18:0 13.6£3.83 28 % 11.8+3.42 29 %
C20:0 0.8+0.12 16 % 0.6+0.05 9%
C22:0 1.3+0.38 29 % 1.0+0.16 15 %
C24:0 1.9+1.02 53 % 0.9+0.24 27 %
Cl4:1c 1.1+056 51 % - -

Cl4:1t 1.0£0.19 20 % - -

C16:1n7 1.8+056° 31% 1.4+0.40° 28 %
C18:1n9 48+1.21 25 % 47+272 57 %
C18:1n7 32+1.26 39 % 2.3+0.87 38 %
C20:1n9 1.3+0.75 59 % 1.2+0.46 39 %
C20:1n11 0.8+0.42 51 % - -

c22:1 1.3+055 43 % - -

C16:4n1 134055 41 % 1.0+0.35 34 %
C16:2n4 0.7+0.09 13 % - -

C18:4n3 1.8+1.04 59 % 1.1+053 47 %
C18:2n6c 15+1.02 70 % 124055 48 %
C18:2n6t 0.7+0.10 14 % 0.8+03 38 %
C18:2n9 1.8+0.26 15 % 1.0+064 63 %
C20:3n3 3.9+297 75 % 3.2+0.02 1%
C20:4n3 1.1+0.68 62 % 1.1+0.86 75 %
C20:5n3 (EPA) 57+291° 51 % 78+1.85" 24 %
C22:5n3 2.3+1.09 46 % 44+108 24.%
C22:6n3 (DHA) 12.9 £7.142 55%  225+589°  26%
C21:5n3 1.1+0.48 46 % 15+0.96 63 %
C20:2n6 20+073 36 % 1.8+0.46 25 %
C20:4n6 (ARA) 71+23 32% 6.4+1.56 25 %
C22:4n6 41+1.78 44.% 51+1.91 38 %
C22:5n6 274146 54 % 41+154 38 %
Y BFA - OFA 7.0£2152 30 % 40+1.21° 30 %
Y SFA 36.5 + 8.15° 22%  280+6.00°  21%
Y MUFA 12.6 +3.31 26 % 9.9+357 36 %
Y PUFA 422+1287°  31%  56.9+984°  17%
Y PUFA n3 24149212 38%  376+771°  21%
Y PUFA n6 17.2£4.79 28 % 18.7+4.15 22 %
n3/né 1.4+0.29° 21 % 20+042° 21 %
Y C18n3 15+124 81 % 0.9+0.72 78 %
Y C20-22 n3 22.8£9.972 44%  367+816°  22%
Y C18n6 1.3+0.92 68 % 1.3+0.50 39 %
Y C20-22 n6 15.9 + 4.90 31% 17.4+4.13 24 %
EPA/ARA 08+0.18 23% 23+144 61 %
DHA/ARA 1.7+052 30 % 21+1.73 84 %
EPA/DHA 05+0.12 26 % 0.4+0.09 25 %
C16:1n7/C16:0 0.1+0.04 44.% 0.1+0.04 35 %
C18:1n9/C18:1n7 1.8+0.99 55 % 2.2+0.83 38 %
DHA/EPA 2.3+0.46° 20 % 2.9+061° 21 %
ARA/EPA 1.4+0.35° 26 % 08+0.11° 13%

- Valores ndo encontrados ou menores que 0.5%.

indicam diferenca estatistica significativa entre YOY 1 e YOY Il de R. bonasus (ANOVA seguido
pelo teste de Tukey; p < 0.05). YBFA - OFA — 4cidos graxos impares e ramificados, Y SFA - acidos
graxos saturados, > MUFA - acidos graxos monoinsaturados, > PUFA - &cidos graxos polinsaturados
total, > PUFA n-6 - PUFA 6mega 6, Y PUFA n6- PUFA dmega 3.



