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Resumen

Se realiz6 una evaluacion preliminar de los indices ARN/ADN y proteina/ADN para determinar la condicion fisiolégica de
juveniles del tiburdn viuda virma Mustelus canis en su habitat natural. Las muestras fueron obtenidas de una embarcacion de la
flota de arrastre venezolana que realiz6 sus operaciones en la regidn nororiental de Venezuela, entre la costa norte del estado
Sucre y la Isla de Margarita. Las proteinas y acidos nucleicos fueron cuantificadas en tejido muscular mediante el método de
Bradford y el método fluorimétrico, respectivamente. El crecimiento instantaneo se estimd mediante las relaciones ARN/ADN y
proteina/ADN. Se encontr6 una tendencia en la disminucién del indice ARN/ADN con respecto a la talla en ambos sexos. Con
relacién al indice proteina/ADN, no se observo en la distribucion de los valores un patrén o comportamiento definido segun la
talla'y sexo. Los resultados muestran que el indice de ARN/ADN puede ser utilizado para evaluar el crecimiento instantaneo y la
salud de las poblaciones de tiburones.
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Abstract

The RNA/DNA and protein/DNA ratios were evaluated to determine the physiological condition of the smooth dogfish
shark (Mustelus canis) in its natural habitat. The samples were collected from animals captured by the Venezuelan trawling fleet
operating between the north coast of Sucre State and Margarita Island. Proteins (Bradford method) and nucleic acids
(fluorometric method) were quantified from muscle tissue samples. Instantaneous growth was estimated from the RNA/DNA
and protein/DNA relationships. A decrease in the RNA/DNA ratio was observed in relation to body length in both sexes. In the
case of the protein/DNA ratio, the distribution values do not show any tendency relative to body length or sex. The results show

that the RNA/DNA ratio can be used to analyze the instantaneous growth and population health of sharks.
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Introduccion

El tiburon viuda virma Mustelus canis es una especie
demersal que habita en las plataformas continentales e insula-
res de las zonas templadas y tropicales. Se distribuye desde el
nordeste de los Estados Unidos hasta Venezuela, incluyendo el
Golfo de México, islas del Caribe, sur de Brasil y norte de
Argentina (Compagno 1984, Heemstra 1997). Es una especie
que presenta gran importancia comercial como alimento en
paises como Cuba, Venezuela y Brasil (Compagno 1984,
Cervigon y Alcala 1999).

En la actualidad el conocimiento general de las especies
pertenecientes al género Mustelus es escaso, algunos de los
estudios publicados y que se pueden destacar son: estimacién
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Introduction

The smooth dogfish shark, Mustelus canis, is a demersal
species inhabiting the continental and insular shelves of tem-
perate and tropical areas. It is found from the northeastern
United States to Venezuela, including the Gulf of Mexico, the
Caribbean Islands, southern Brazil and northern Argentina
(Compagno 1984, Heemstra 1997). This species is of great
commercial value in Cuba, Venezuela and Brazil (Compagno
1984, Cervigon and Alcala 1999).

General knowledge regarding the species belonging to the
genus Mustelus is scarce. The following research has been con-
ducted: growth and sexual maturity estimation of six species
of the genus Mustelus for fisheries management purposes
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de los parametros de crecimiento y edad de madurez sexual de
seis especies del género Mustelus con fines de manejo de las
pesquerias (Francis 1981), medicion de la absorcion de
nutrientes a nivel placentario y su relacién entre los tejidos de
la madre y embriones en la especie M. canis (Graham et al.
1995, Jones y Hamlett 2004), determinacion de la edad, creci-
miento, habitos alimenticios y reproduccion de esta especie en
la costa este de los Estados Unidos (Rountree y Able 1996,
Conrath y Musick 2002, Conrath et al. 2002), revision del
género Mustelus realizada en el Atlantico occidental (Heemstra
1997), analisis en el proceso de mineralizacion de las vértebras
y determinacién de la tasa de crecimiento de M. antarcticus en
la costa australiana (Officer et al. 1997, Walker et al. 1998),
analisis demogréfico de los tiburones M. canis y Galeorhinus
galeus en el sudeste de Australia (Xiao y Walker 2000) y deter-
minacién de concentraciones de mercurio en el tejido de M.
canis y M. norrisi y su relacién con los habitos alimenticios,
sexo y talla en la costa de Brasil (Penedo et al. 2002). Es de
gran importancia generar informacién sobre la biologia y
estado de las poblaciones de tiburones que son aprovechados
comercialmente mediante las actividades pesqueras, con la
finalidad de desarrollar programas de manejo y conservacién
orientados a asegurar un aprovechamiento sostenible en el
tiempo, de este recurso que se ha visto muy afectado en las
Gltimas décadas.

Una de las técnicas utilizadas en la determinacion del
estado fisioldgico en los animales son los indices relacionados
con el crecimiento, entre ellos la relacion ARN/ADN, la cual
estd relacionada con el crecimiento instantaneo de los
organismos. Esta relacién ha sido aplicada ampliamente en
investigaciones de la biologia del crecimiento de los
organismos acudticos y su relacion con pardmetros ambienta-
les. El contenido de ADN es un factor bioldgico estable
indicador del tamarfio celular porque sus valores cuantitativos
no cambian en respuesta a las alteraciones ambientales, mien-
tras que el nivel ARN/ADN nos indica la actividad metabélica
asociada a la sintesis de proteinas, ya que se refleja en un creci-
miento por aumento de volumen que puede variar dependiendo
de las condiciones nutricionales u otros factores ambientales
(Lodeiros et al. 1996).

El objetivo de este trabajo fue realizar una evaluacion del
crecimiento instantaneo del tiburdn viuda virma (M. canis) en
su ambiente natural, midiendo las concentraciones de ARN y
proteinas en muestras de tejido muscular y expresandolas en
relacién al ADN.

Materiales y métodos

Se obtuvieron 30 ejemplares de la especie M. canis
provenientes de la captura de tiburones realizada por una
embarcacion perteneciente a la flota industrial de arrastre que
realiz6 sus actividades de pesca en la costa norte del Estado
Sucre, region nororiental de Venezuela, (11°11' N, 63°07' W).
Después de la identificacion de la especie, se tomé la longitud
total (LT) segin Compagno (1984), y se registrd el sexo de
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(Francis 1981); measurement of nutrient absorption at placen-
tal level and the relation between the mother’s tissue and the
embryos in the species M. canis (Graham et al. 1995, Jones
and Hamlett 2004); determination of age, growth, feeding
habits and reproduction of M. canis on the eastern coast of the
United States (Rountree and Able 1996, Conrath and Musick
2002, Conrath et al. 2002); revision of the genus Mustelus in
the eastern Atlantic (Heemstra 1997); analysis of the process of
vertebral mineralization and determination of the growth rate
of M. antarcticus on the Australian coast (Officer at al. 1997,
Walker et al. 1998); demographic analysis of the sharks M.
canis and Galeorhinus galeus in southeastern Australia (Xiao
and Walker 2000); and determination of mercury concentra-
tions in the tissue of M. canis and M. norrisi and the relation
with feeding habits, sex and body size on the coast of Brazil
(Penedo et al. 2002). Thus, it is important to generate informa-
tion about the biology and status of commercially usable shark
populations, with a view to developing management and con-
servation programs to ensure a sustainable use of this resource
that has been adversely affected in the last few decades.

A technique commonly used to determine the physiological
status of animals is that of growth-related indices. One of them
is the RNA/DNA ratio, which is associated with the instanta-
neous growth of organisms. This ratio has been widely applied
in research dealing with growth biology of aquatic organisms
and their relationship with environmental parameters. The
DNA content is a stable biological factor indicating cell size
because the quantitative values do not change when reacting to
environmental alterations, while the RNA/DNA level indicates
the metabolic activity associated with protein synthesis, and
this is evidenced in growth due to an increase in volume that
can vary depending on the nutritious conditions or other envi-
ronmental factors (Lodeiros et al. 1996).

The goal of this research was to carry out an evaluation of
the instantaneous growth of juvenile smooth dogfish sharks
(M. canis) in their natural environment by measuring RNA and
protein concentrations in samples of muscular tissue, and
expressing them in relation to DNA.

Material and methods

Thirty specimens of the species M. canis were obtained
from the total shark catch of one of the boats belonging to the
industrial trawl-fishing fleet, operating on the northern coast of
Sucre State, Venezuela (11°11’ N, 63°07" W). Once the species
had been identified, the total length (TL), according to
Compagno (1984), was measured and the sex of each specimen
was recorded. Muscular tissue, extracted from the anterodorsal
area by making a cross-section at the first gill opening, was
used to determine the RNA/DNA and protein/DNA ratios. The
samples were placed in duly-labelled containers and kept at a
temperature of —17°C for subsequent analysis.

Of each tissue sample, 0.3 g were weighed and homoge-
nized in a Tris-EDTA buffer (pH 7.5), with a high speed
homogenizer for 30 s in three time spans of 10 s each. This
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cada uno de los individuos. Se utiliz6 tejido muscular para la
determinacion de los indices ARN/ADN vy proteina/ADN, el
cual fue extraido de la regién antero-dorsal a través de un
corte transversal a nivel de la Gltima abertura branquial.
Posteriormente las muestras fueron colocadas en envases eti-
quetados y se guardaron a una temperatura de —17°C para su
posterior analisis.

De cada muestra de tejido se pesaron 0.3 g y se
homogeneizaron en buffer Tris-EDTA (pH 7.5), con un homo-
genizador de alta velocidad durante 30 s en tres tiempos de 10 s
cada uno. Este procedimiento se realiz6 en tubos de ensayos
sumergidos en hielo a 4°C aproximadamente. Inmediatamente
al homogeneizado se afiadieron 150 pL de sarcosina al 1%y se
dejo reposar durante una hora. Posteriormente fue centrifugado
a 10,000 g por 2 min en una centrifuga y el sobrenadante obte-
nido fue utilizado en la determinacién de las concentraciones
de las biomoléculas. Los acidos nucleicos (ARN, ADN) se
determinaron a través del método fluorométrico descrito por
Canino y Calderone (1995) y las proteinas por el método de
Bradford (1976), utilizando albumina de suero de bovino como
estandar a una concentracion de 30 mg dL.

Con la finalidad de detectar diferencias estadisticas en los
promedios de cada uno de los indices ARN/ADN vy proteina/
ADN se realizaron pruebas a priori de normalidad de los datos
y homogeneidad de varianzas y seguidamente se aplic6é un ana-
lisis de varianza de dos factores a un nivel de confianza del
95%, en el que se establecieron la talla (intervalos 45-55 y 56—
65 cm) y el sexo de los ejemplares como factores (Sokal y
Rohlf 1995). Asimismo, se calcul6 el coeficiente de Pearson
(r) para determinar el nivel de correlacion entre los valores de
los indices estimados.

Resultados

Los 30 ejemplares de M. canis midieron entre 47.3 y
64.1 cm LT y correspondieron a 17 hembras y 13 machos. En
los machos los valores del indice ARN/ADN oscilaron entre
1.5y 2.7, siendo el promedio general de 1.9 £ 0.48, mientras
que en las hembras oscilaron entre 1.1 y 3.6, siendo el prome-
dio general de 1.9 + 0.57. El andlisis de varianza determiné que
no existen diferencias significativas (P > 0.05) en los prome-
dios entre machos y hembras. Por otro lado, se observa una
tendencia hacia la disminucion de los valores obtenidos del
indice con relacién al aumento de la talla (aproximadamente a
partir de los 55 cm LT) en ambos sexos (fig. 1), encontrandose
diferencias significativas (P < 0.05) en los promedios entre
grupos de tallas (intervalos 45-55 y 56-65 cm LT). Este resul-
tado indicaria una menor sintesis de proteinas con relacion al
incremento de la talla o desarrollo ontogénico de los indivi-
duos.

En el caso del indice proteina/ADN los valores obtenidos
en los machos oscilaron entre 175.6 y 696.6 con un promedio
general de 406.7 + 165.35, mientras que en las hembras los
valores oscilaron entre 315.5 y 586.9, con un promedio general
de 486.7 + 189.39. En la figura 1 se muestra la distribucion de
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procedure was carried out in test tubes immersed in ice at an
approximate temperature of 4°C. Then, 150 pL of sarcosine
(1%) were immediately added to the homogenate and it was
left to rest for 1 h. It was subsequently centrifuged at 10,000 g
for 2 min and the resulting supernatant was used to determine
biomolecule concentrations. Nucleic acids (RNA, DNA) were
determined using the fluorometric method described by Canino
and Calderone (1995) and proteins using Bradford’s (1976)
method, applying bovine serum albumin as standard for a con-
centration of 30 mg dL.

To detect statistical differences in the averages of each of
the RNA/DNA and protein/DNA ratios, a priori tests (normal-
ized data and homogeneity of variance) were conducted and
then a two-way analysis of variance was applied at a 95%
reliability level in which body sizes (46-55 and 56—65 cm TL
ranges) and the sex of specimens were established as variables
(Sokal and Rohlf 1995). Pearson’s coefficient (r) was also cal-
culated to establish the correlation level between the values of
the estimated ratios.

Results

The 30 specimens of M. canis, 17 females and 13 males,
measured between 47.3 and 64.1 cm TL. The RNA/DNA ratio
values ranged from 1.5 to 2.7 for males, the general average
being 1.9 £ 0.48, and from 1.1 to 3.6 for females, the general
average being 1.9 + 0.57. The analysis of variance showed no
significant differences (P > 0.05) in the averages between
males and females. The values showed a tendency to decrease
in relation to an increase in body size (from 55 cm TL,
approximately) in both sexes (fig. 1). Significant differences
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Figura 1. Valores de los indices ARN/ADN y proteina/ADN en el tiburén
viuda virma (Mustelus canis) con relacién a talla y sexo.

Figure 1. Values of the RNA/DNA and protein/DNA ratios for the smooth
dogfish shark (Mustelus canis) in relation to length and sex.
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los valores con respecto a la talla para machos y hembras. No
se observa ningln patrén o comportamiento definido con rela-
cién a la talla y sexo. Este resultado es apoyado por el analisis
estadistico, el cual indicé que no existen diferencias estadisti-
cas significativas (P > 0.05) en los promedios del indice entre
los grupos de tallas y sexo. También se encontré que los indi-
ces (ARN/ADN vy proteina/ADN) se encuentran pobremente
correlacionados entre si (r = 0.26, P > 0.000).

Discusién

La talla de nacimiento reportada para la especie M. canis es
34-39 cm LT, y las tallas minimas de madurez sexual en los
machos y las hembras son de alrededor de 82 y 90 cm LT, res-
pectivamente (Compagno 1984). Por esta razon se sostiene que
los resultados obtenidos es este trabajo corresponden a indivi-
duos juveniles. Los valores del indice ARN/ADN obtenidos
sugieren que el crecimiento intrinseco de esta especie en el
area de estudio comienza a disminuir aproximadamente a partir
de los 55 cm LT. Estos resultados concuerdan con una tasa de
crecimiento mas elevada durante el periodo que precede la
etapa de madurez sexual. Rountree y Able (1996) encontraron,
a través de un analisis de frecuencias de tallas de M. canis en la
costa este de los Estados Unidos, que los juveniles de esta
especie presentan un crecimiento rapido hasta el momento de
abandonar su area de criadero, periodo para el cual han alcan-
zado una talla aproximada de 60 cm LT (~6 meses de edad).
Moss (1972) encontr6 resultados muy similares mediante un
estudio para determinar la tasa de crecimiento de esta especie
por medio del andlisis de la anchura y reemplazo de los dien-
tes. En un trabajo més reciente llevado a cabo en el Atlantico
noroccidental con M. canis, Conrath et al. (2002) obtuvieron
una tasa de crecimiento diferencial entre machos y hembras
mediante la estimacion de los parametros del crecimiento de
\Von Bertalanffy.

Con relacion al indice proteina/ADN, no se encontré un
patrdn definido con respecto a talla y sexo. En estudios realiza-
dos con peces teledsteos se ha reportado que puede existir gran
variabilidad y diferencias entre las concentraciones de ARN y
proteinas causadas por efecto de factores ambientales, princi-
palmente debido a un sinergismo de la temperatura y la
disponibilidad de alimento, y que a su vez pueden influenciar
la utilizacion de las proteinas por diversas estructuras biolégi-
cas del organismo (Segnini y Chung 1997, Imsland et al.
2001). En trabajos realizados con truchas se ha determinado
que el origen genético (Valente et al. 1998) y la proporcién
proteinas:carbohidratos en las dietas (Peragdn et al. 2000) pue-
den causar también variabilidad en la relacion entre proteinas y
crecimiento. Es importante considerar que existen cambios en
la variedad de la dieta de M. canis segln el aumento de la talla
o0 desarrollo (Vianna et al. 2000). Por otro lado, en varias espe-
cies de tiburones se ha encontrado un patrén de alimentacion
que se caracteriza por un periodo de busca activa del alimento,
seguido de una etapa de reposo hasta que el alimento es dige-
rido (Medved y Marshall 1985, Cortés y Gruber 1990, Tavares
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(P < 0.05) were found in the averages between groups of body
sizes (46-55 and 56-65 cm TL). This result would suggest a
lesser protein synthesis in relation to body size increase or to
the specimens’ ontogenic development.

In the case of the protein/DNA ratio, the values obtained
varied between 175.6 and 696.6 for males, with a general aver-
age of 406.7 + 165.35, and between 315.51 and 586.95 for
females, with a general average of 486.72 + 189.39. Figure 1
shows the distribution of the values relative to the body size of
males and females. No definite pattern or behaviour was
observed in relation to body size and sex. This result is sup-
ported by the statistical analysis, which indicates that there are
no significant statistical differences (P > 0.05) in the averages
between the groups of body sizes and sex. A poor correlation
was found between the RNA/DNA and protein/DNA ratios
(r=0.26, P > 0.000).

Discussion

The birth size reported for M. canis species is 34—-39 cm
TL, and the smallest sexual maturity size in males and females
is about 82 and 90 cm TL, respectively (Compagno 1984).
We thus make it clear that the results obtained in this research
refer to juveniles and subadults. The values obtained for the
RNA/DNA ratio suggest that the intrinsic growth of this spe-
cies in the study area starts to decrease at 55 cm TL. These
results agree with the fact that there is a higher growth rate
during the period preceding the sexual maturity stage.
Rountree and Able (1996) found, based on a body size fre-
quency analysis of M. canis on the west coast of the United
States, that juveniles of this species show rapid growth (2 mm
TL/day) until the moment of leaving the breeding areas, a
period during which they have reached an approximate body
size of 60 cm TL (~6 months of age). Moss (1972) obtained
very similar results in a study carried out to determine the
growth rate by analyzing the width and replacement of teeth. In
recent research on M. canis in the northeastern Atlantic,
Conrath et al. (2002) obtained a differential growth rate
between males and females using Von Bertalanffy’s procedure
to estimate growth parameters.

Regarding the protein/DNA ratio, no definite pattern was
found in relation to body size and sex. Studies on teleost fishes
have reported a great variability and differences between RNA
and protein concentrations caused by environmental factors,
mainly due to a synergism of temperature and food availability,
which can also influence the use of proteins by diverse biologi-
cal structures of any organism (Segnini and Chung 1997,
Imsland et al. 2001). In trout it has been determined that the
genetic origin factor (Valente et al. 1998) and the protein/
carbohydrate ratio in feeding habits (Peragén et al. 2000) can
also cause variability in the relationship between proteins and
growth. It is important to take into account that changes occur
in the variety of the diet of M. canis depending on the body
size increase or development (Vianna et al. 2000). Some shark
species show a feeding pattern characterized by a period of
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y Provenzano 2000). Este patrén se conoce como tipo de ali-
mentacion intermitente y podria producir gran variabilidad en
la sintesis de macromoléculas.

Los tiburones son predadores y por consiguiente consumen
presas que generalmente presentan niveles altos de proteinas.
Por ejemplo, Rountree y Able (1996) y Gelsleichter et al.
(1999) encontraron que la dieta de M. canis en el Atlantico
occidental estd dominada por crustaceos. Vianna et al. (2000)
obtuvieron resultados similares para la misma especie en la
costa sudeste de Brasil, a la vez que hallaron que la variedad de
presas en su dieta aumentd con el desarrollo del estado de
madurez sexual. Los altos niveles de energia que requieren
estas especies en la busqueda y captura de sus presas (sobre
todo en etapas de desarrollo sexual) pueden ser obtenidos a
partir de las proteinas. La mayor parte de los aminoacidos son
utilizados en la produccién de energia a través de la sintesis de
glucosa via glucogénesis (Perag6én et al. 2000). Probablemente
exista una relacion entre las especies que presentan un tipo de
alimentacion intermitente y el alto contenido proteico de sus
presas, lo que permitiria a los individuos producir energia de
acuerdo a sus necesidades energéticas y por consiguiente
afectaria de cierto modo el crecimiento.

Nuestro estudio muestra que el indice de ARN/ADN puede
ser utilizado para evaluar el crecimiento instantdneo o tasa de
sintesis de ARN en poblaciones de tiburones que son aprove-
chadas comercialmente.
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active search for food, followed by a period of rest until the
food is digested (Medved and Marshall 1985, Cortés and
Gruber 1990, Tavares and Provenzano 2000). This is known as
intermittent feeding and can cause great variability in macro-
molecule synthesis.

Sharks are predators and their prey usually contain high
protein levels. For example, Rountree and Able (1996) and
Gelsleichter et al. (1999) found that the diet of M. canis in the
western Atlantic consists mainly of crustaceans. Similar results
were obtained by Vianna et al. (2000) for M. canis on the
southeastern coast of Brazil. These researchers also found that
prey variety in the diets of this species increased with the
development of sexual maturity status. The high energy levels
required by sharks in the search and catch of prey (particularly
in stages of sexual development) can be obtained from pro-
teins. Most amino acids are used in producing energy through
glucose synthesis via glucogenesis (Peragén et al. 2000). There
might be a relationship between the species showing an inter-
mittent feeding behavior and the high proteic contents of their
prey, which would allow individuals to produce energy accord-
ing to their energetic needs and would thus affect growth in
some way.

This study shows that the RNA/DNA ratio can be used to
evaluate the instantaneous growth and health of commercially-
exploited shark populations.
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