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Resumo

Até poucas décadas atrés, a captura de tubardes era considerada apenas como incidental
e sem efeitos significativos para as suas populagdes. No entanto, principalmente devido
ao grande aumento no valor das nadadeiras e ao declinio das populag¢des de peixes mais
tradicionais para o consumo humano, os tubardes passaram a serem alvos das pescarias
em praticamente todo o mundo. Destes, o tubardo galha-branca Carcharhinus
longimanus apresenta fortes sinais de esgotamento populacional, estando listado
atualmente como globalmente “Vulneravel” na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas
da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza. Entre os parametros basicos
para a defini¢do de planos de conservagdo eficientes, a aquisi¢do de conhecimentos
sobre a estrutura genética populacional das espécies ¢ um passo fundamental para o
estabelecimento de politicas de conservagdo eficazes. Dessa maneira, considerando a
urgente necessidade de acdes para a preservagdo de diversas espécies de
elasmobranquios e o ainda o restrito conhecimento a respeito de sua biodiversidade e
distribuicao, sobretudo de seu ponto de vista molecular, este estudo teve como objetivo
caracterizar a estrutura genética populacional do tubardo galha-branca Carcharhinus
longimanus no Oceano Atlantico e em regides do Oceano Indico, utilizando sequencias
nucleotidicas da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop). A partir de 215
espécimes de C. longimanus, foram obtidos 724 pares de bases analisaveis,
identificando nove sitios polimoérficos que resultaram em 12 haplotipos distintos. A
diversidade nucleotidica total foi de = = 0.0013 e a diversidade haplotipica de h =
0.5953. Estes resultados mostram uma variabilidade genética ligeiramente abaixo da
média observada entre outras espécies de tubardes pelagicos. A andlise de variancia
molecular (AMOVA) evidenciou niveis moderados de estrutura populacional (Fsy =

0.1039, P<0.001), com restricdo de fluxo génico entre o Oceano Atlantico Ocidental e



Oriental, com uma forte relagio deste Gltimo com o Oceano Indico. Assim, para a
expansdo dos planos de conservacdo da espécie, também para a manuten¢do de seus
estoques genéticos, devem ser consideradas, ao menos, duas populagdes no Oceano
Atlantico e mais atencdo deve ser dirigida as areas onde os maiores indices de
diversidade genética foram encontrados. Dado que a aquisi¢do de conhecimentos a
respeito das causas ambientais associadas a perda da biodiversidade é capaz de induzir
mudang¢as comportamentais e, portanto, contribuir a conservacao bioldgica, o presente
trabalho também incluiu o desenvolvimento de uma cartilha como estratégia educativa
contendo informagdes basicas sobre os tubardes e raias, as principais causas no aumento
dos riscos de extingao, a importancia da identificacao das espécies e da preservacao do

ecossistema marinho (Apéndice I).

Palavras-chave: Regido controladora do DNA mitocondrial, Estrutura populacional,

Carcharhinus longimanus, Elasmobranquios, Genética da conservagao.



Abstract

Until few decades ago, shark catching was considered to be only incidental and with no
significant effects on their populations. However, the great increase in the fins market
value combined with declining levels of traditional fish population for human
consumption, sharks have become targets of the fisheries worldwide. Among these, the
whitetip shark Carcharhinus longimanus shows strong signs of population depletion,
and is currently listed as globally "Vulnerable" according to the Red List of Threatened
Species of the International Union for Conservation of Nature. Regarding conservation
plans, acquiring knowledge about the population genetic structure of the species is a
fundamental step towards establishing effective conservation policies. Considering the
limited information about population dynamics of the oceanic whitetip shark, were used
partial sequences of the mitochondrial DNA (mtDNA) control region to determine its
population genetic structure across the Atlantic Ocean and the Indian Ocean. Were
sampled 215 specimens of C. longimanus and obtained 724 base pairs (bp), identifying
nine polymorphic sites, which resulted in 12 distinct haplotypes. The total nucleotide
diversity was © = 0.0013 and haplotype diversity h = 0.5953. These results show a
genetic variability slightly below the observed average among other species of pelagic
sharks. The Analysis of Molecular Variance (AMOVA) evidenced moderate levels of
population structure (Fst = 0.1039, P<0.001) with restriction of gene flow between the
Western and Eastern Atlantic Ocean with a strong relationship of this latter with the
Indian Ocean. Thus, for the expansion of conservation plans of the species, also for the
maintenance of their genetic stocks, should be considered at least two populations in the
Atlantic Ocean and more attention to areas where the greatest genetic diversity indexes
were found. As the acquisition of information about the environmental causes that are

associated to species extinction can induce behavioral changes and, therefore, contribute



to biodiversity conservation, the present project also included the development of
educational strategy gathering information about the extinction risks, genetics

identification and elasmobranch conservation. (Appendix I).

Keywords: Mitochondrial control region DNA, Population structure, Carcharhinus

longimanus, Elasmobranchs, Conservation Genetics.
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1. Introducio

Os oceanos e mares ocupam mais de 70% do planeta ¢ mantém a biodiversidade
extremamente rica até em grandes profundidades, onde abundantes formas de vida prosperam
(Goulletquer et al. 2014). Além disso, o ambiente marinho abrange um dos maiores habitats
do planeta e a mais longa histéria evolutiva. Portanto, ha uma crescente preocupagdo a
respeito do aumento da influéncia humana sobre a biodiversidade marinha que tem ocorrido
ao longo dos ultimos 500 anos (Dulvy et al. 2014). Redu¢des na riqueza ou abundancia das
espécies podem ameacar servigos ambientais, tais como a pesca ou a ciclagem de nutrientes e
podem reduzir a estabilidade do ecossistema global (Danovaro et al. 2008, Selig et al. 2014,
Worm et al. 2006). Embora a diminui¢do da fauna tenha sido menos intensa nos oceanos do
que na terra, o efeito sobre os animais marinhos estd aumentando em ritmo e impacto e
mesmo com um comeco considerado tardio, os seres humanos ja mudaram poderosamente
quase todos os principais ecossistemas marinhos (McCauley et al. 2015).

Estudos recentes concluiram que sobrepesca, polui¢dao, soterramento dos estudrios,
modificagdes na costa, introdugdo de espécies invasoras, aquecimento global, acidificacao do
oceano, entre outros impactos ecologicos, t€ém reduzido os ecossistemas marinhos
consideravelmente (Erlandson e Rick 2010). Dentre esses, a sobrepesca representa a maior
ameaca direta as populagdes de peixes marinhos no mundo todo e tem sido reconhecida como
o principal problema ambiental e socioecondmico nos oceanos pela redugdo da biodiversidade
e modificagdes no funcionamento dos ecossistemas (Gallagher et al. 2014, Worm et al. 2009).
A pesca excessiva pode provocar o colapso de estoques, alterar cadeias troficas nas
comunidades marinhas causando, consequentemente, a queda na riqueza das espécies € o

desencadeamento de um efeito em cascata destrutivo e imprevisivel.
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Em todo o mundo, a captura de elasmobranquios (tubardes e raias) podia ser
considerada praticamente como uma ocorréncia acidental, embora sempre tenha havido
comercializacdo da carne e de subprodutos destes animais. No entanto, principalmente nas
ultimas trés décadas, esse quadro se alterou drasticamente €, com a valorizacao das nadadeiras
comercializadas principalmente na Asia, as pescarias de tubardes passaram a ser direcionadas
a diversas espécies. Nos dados estatisticos da FAO (Organizagao das Nagdes Unidas para a
Alimentagao e Agricultura) sobre a exploracao pesqueira mais recente, foi registrado, no ano
de 2013, a captura mundial de aproximadamente 770.930 toneladas de elasmobranquios, com
cerca de 523.000 toneladas de tubarGes e o restante de raias. Deste total, cerca de 310.000
toneladas foram capturadas apenas no Oceano Atlantico, sendo o Brasil responsavel pela
captura de aproximadamente 21.000 toneladas (FAO 2014). A partir do ano 2000, o Brasil
passou a ser considerado pela [IUCN (Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza)
como um dos seis paises que mais capturam elasmobranquios em todo o mundo, sendo
incluido na categoria “Major Shark fishing State” (Lack et al. 2006).

Em um contexto global, varias espécies de tubardes e raias tém sido incluidas nas
listas de risco de extingdo da [UCN (Cambhi et al. 1998). Por serem espécies consideradas “K”
estrategistas, tubardes e raias sdo particularmente vulnerdveis a sobre-exploracao
apresentando crescimento lento, maturidade sexual tardia, longos ciclos reprodutivos, baixa
fecundidade e reduzido niimero de filhotes gerados (Stevens et al. 2000). Dentre as espécies
de grande porte comumente capturadas nas pescarias ocednicas no Atlantico, algumas ja
apresentaram declinios populacionais acima de 50% de acordo com os registros das ultimas
décadas (Baum et al. 2003). Segundo Baum (2003), no Atlantico Norte, foi estimado o

declinio de aproximadamente 90% para as espécies do género Sphyrna (tubardes-martelo) e
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declinio de cerca de 70% para as populagdes do tubardo galha-branca Carcharhinus
longimanus. Para estas mesmas espécies, os dados referentes as capturas no Atlantico Sul
ainda permanecem inconsistentes.

A Convengao sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens
em Perigo de Extingdo - CITES ¢ um dos acordos ambientais mais importantes para
preservacao das espécies, tendo a maioria dos paises do mundo como signatarios, entre eles o
Brasil. Em mar¢o de 2013, por uma proposi¢ao brasileira, esta convengdo determinou a
inclusdo de cinco espécies de elasmobranquios (Sphyrna lewini, Sphyrna mokarran, Sphyrna
zygaena, Manta birostris ¢ Carcharhinus longimanus) em seu apéndice II que determina a
obrigatoriedade da emissdo e acompanhamento de licencas expedidas por oOrgaos
governamentais em todas as operagdes de comércio internacional que incluam estas espécies.
Esta inclusdo, no caso dos tubardes, teve como objetivo principal controlar o comércio
internacional das suas nadadeiras, efetuado especialmente entre a China ¢ a grande maioria

dos paises que realizam a pesca em ambientes marinhos.

1.1. O tubardo galha-branca ocednico Carcharhinus longimanus

Pertencente ao género mais diverso de tubardes, a espécie Carcharhinus longimanus
(Poey 1861), popularmente conhecida como galha-branca, ¢ uma espécie ocednica de
distribuicdo mundial (Compagno 1984, Fourmanoir 1961, Smith 1997), por muito tempo
frequentemente capturada, sobretudo para a retirada das longas nadadeiras arredondadas e
com as extremidades brancas, caracteristica morfoldgica marcante no tubardo que permite
facil identifica¢do da espécie (Figuras 1 e 2). O tubardo galha-branca ¢ um predador topo de

cadeia, relativamente grande (podendo alcancar mais de 3 metros de comprimento) e
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altamente migratorio (Compagno 2001). Nas listas de ameaga de extingdo da IUCN, a espécie
¢ classificada mundialmente como “Vulneravel” e classificada como “Criticamente em
Perigo” no Atlantico Noroeste e Central (Baum et al. 2006). Juntamente com Carcharhinus
falciformis e Prionace glauca, Carcharhinus longimanus ja foi considerada uma das espécies
de tubardes ocednicos mais abundantes entre todos os animais marinhos de grande porte
(Bonfil 1994, Castro et al. 1999, Compagno 1984). No entanto, observagdes recentes tém
registrado apenas ocasionalmente a ocorréncia desta espécie (Baum e Myers 2004),

evidenciando a fragilidade frente a exploragdo pesqueira imposta nos tltimos anos.

Figura 1. Foto da espécie Carcharhinus longimanus. Fonte: www.arkive.org

O tubarao galha-branca se torna maduro sexualmente a partir dos seis anos, possui

gestacoes de nove a doze meses € uma média de 5 a 6 filhotes gerados a cada dois anos
14



(Cambhi et al. 2008, Lessa et al. 1999). Similar a outras espécies da familia Carcharhinidae, a
espécie Carcharhinus longimanus € vivipara com desenvolvimento embrionario placentario e
apesar de possuir uma distribuicdo mundial e ter sido intensamente capturada na maioria dos
grandes navios pesqueiros, pouca atengao tem sido dada a sua biologia e ecologia (Cambhi et
al. 2008). Até o presente momento, poucos estudos foram realizados a fim de conhecer o ciclo
reprodutivo da espécie e em um dos trabalhos mais recentes realizado por Coelho et al.
(2009), foi observado que o tamanho da primeira maturacdo ocorre entre 160 e 196
centimetros nos machos, e de 181 a 203 centimetros nas fémeas. Seu periodo de gestagao ¢ de
10 a 12 meses como descrito anteriormente (Backus et al. 1956, Seki et al. 1998, Stevens
1984) porem, ainda ndo foi possivel estabelecer um ciclo reprodutivo definitivo para esta
espécie.

A dinamica e a estrutura populacional do tubarao C. longimanus também permanecem
desconhecidas até o momento e estudos do ponto de vista genético ainda sao muito restritos.
Li et al. (2014) apresentaram a sequéncia completa do DNA mitocondrial do tubardo e
Mendes et al. (2015) desenvolveram marcadores microssatélites. Além desses, outro trabalho
importante para o conhecimento da biologia da espécie foi o realizado por Howey-Jordan et
al. (2013), onde a primeira evidencia de filopatria, retorno dos individuos para o sua area de
nascimento (Mayr 1963), ¢ descrita para as fémeas.

Antes de sua inclusdo no Apéndice II da CITES, no Hemisfério Norte, a delimitagao
de quotas de pesca para C. longimanus, era a unica medida de conservacdo. No Brasil, a
espécie foi classificada pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade

(ICMBio) como “Espécie Ameacada de Extin¢do” e pela Instrugdo Normativa n° 1 de 12 de
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mar¢o de 2013, sua captura é proibida em toda a zona de exploragdo maritima brasileira
(ICMBio 2013).

Obviamente, a efetiva conservacdo desta espécie circunglobal requer ampla
cooperagdo internacional (Baum et al. 2006), o que passou a ser buscado através da CITES e
seus signatarios. No entanto, as lacunas no conhecimento cientifico a cerca desta espécie
ainda poderdo limitar medidas eficientes para a recuperagdo e manuten¢do de suas

populagdes.

Figura 2. Distribuicdo da espécie Carcharhinus longimanus. Fonte: www.flmnh.ufl.edu

1.2. Marcadores moleculares, DNA mitocondrial e regido controle.

Nos ultimos anos, uma representativa parcela da comunidade cientifica mundial tem se
dedicado ao conhecimento relacionado a diversidade biologica e a conservacao dos recursos
genéticos, utilizando desde as tradicionais técnicas para os estudos de DNA até as mais

recentes inovagdes biotecnologicas aplicadas em andlises intra e interespecificas para
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avalia¢do de processos evolutivos, estimativas do grau de variabilidade genética, analises de
zonas de contato entre espécies, fluxo génico, biogeografia historica, caracterizagdes de
estruturas populacionais, sistematica molecular, inferéncia de relacdes filogenéticas, e
identificacao especifica de espécimes processados, entre outras (Avise et al. 1987, Orti et al.
1996).

Com a evolugdo do conhecimento sobre marcadores de DNA e o acelerado
desenvolvimento recente da biotecnologia, estudos genéticos estdo sendo incorporados a
conservagao das espécies de forma pratica e eficiente. Para o setor pesqueiro, a identificacdo e
manutengdo de estoques genéticos diferenciados sdo elementos fundamentais pela sua relagao
direta com a produtividade total e uso sustentdvel dos recursos (Carvalho e Hauser 1994),
constituindo-se o conhecimento da variabilidade genética das populagdes e a estrutura destas
entidades bioldgicas no ambiente os objetivos basicos estabelecidos em programas de controle
e conservacgao das espécies (Lindenmayer e Lacy 1995).

Ja ha algum tempo, os padrdes de diversificacdo do DNA mitocondrial (mtDNA) vém
sendo reconhecidos como ferramentas potencialmente importantes nos estudos de linhagens
comerciais de peixes (Ferris e Berg 1987, Toledo et al. 1992), possibilitando a distingdo de
populagdes geograficas com grande eficiéncia através da identificagdo de haplotipos
(Bermingham e Martin 1998, Patarnello et al. 2003, Perdices et al. 2004). As observagdes de
que os haplotipos de mtDNA de populagdes de muitas espécies apresentam uma distribui¢cdo
geografica determinada introduziu uma dimensao filogenética nas discussoes sobre a estrutura
das populacdes, levando a proposi¢do do termo “filogeografia” (Avise et al. 1987). Desse
modo, com base na distribuicdo geografica dos hapldtipos de mtDNA e no grau de

divergéncia de sequéncias entre estes segmentos genomicos, Avise (2000) propde e discute
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categorias filogeograficas que podem caracterizar areas de ocupagdo, distribuicdo de
populagdes, existéncia de barreiras ao fluxo génico ou extingdo de genotipos intermediarios,
ocorréncia de zonas hibridas, taxas de migracao e inferéncias cladisticas.

Dessa maneira, o DNA mitocondrial tornou-se uma ferramenta comum e eficiente em
elucidar as relagdes entre individuos, em diferentes escalas evolutivas também pelas suas
propriedades peculiares, como a presenga de somente genes ortdlogos, falta de recombinagao
e taxas de substituigdo aproximadamente 10 vezes maiores que as encontradas para genes
nucleares (Brown et al. 1979, Gissi et al. 2000). Além disso, segundo Heist (2005), a regido
controladora do DNA mitocondrial, também conhecida como D-loop, contem os maiores
trechos de DNA nao codificante e exibi a maior taxa de substituicdo do DNA mitocondrial.
Por isso, essa regido tem sido amplamente utilizada para entender a estruturagdao populacional
em elasmobranquios (Ashe et al. 2015, Castro et al. 2007, Clarke et al. 2015, Ferrette et al.
2015, Hoelzel et al. 2006, O'Leary et al. 2015, Portnoy et al. 2014).

Schultz et al. (2008) identificaram fortes restri¢des ao fluxo génico em populagdes do
tubardo-limao, Negaprion brevirostris, coletadas no Brasil, Bahamas e Guiné Bissau, além de
caracterizar os niveis de variabilidade genética em cada populacdo. Neste estudo, ficou
evidente a estruturacdo entre as porgdes do leste e oeste do Oceano Atlantico e ainda uma
moderada diferenciacdo entre as amostras brasileiras coletadas no hemisfério sul e as
amostras das Bahamas, no Caribe. Em outro estudo realizado por Chapman et al. (2009) com
a espécie Sphyrna lewini, estes autores encontraram uma forte diferencia¢do estrutural no
Atlantico, com estoques distintos no Golfo do México, Caribe e América do Sul. Do mesmo
modo, para os tubardes de pequeno porte Rhizoprionodon porosus e R. lalandii, duas das

espécies mais capturadas em pescarias costeiras das Américas, Mendonga et al. (2013, 2011)
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identificaram seus niveis de diversidade genética e fortes estruturacdes entre populacdes do
Atlantico Ocidental.

Em estudos com espécies pelagicas de habitos semelhantes ao do tubardao galha-branca
a regido controladora do DNA mitocondrial também ¢ amplamente utilizada. O'Leary et al.
(2015) avaliaram a diversidade genética do tubardo branco, Carcharodon carcharias, no
Noroeste Atlantico e na Africa do Sul utilizando as sequencias mitocondriais ¢ 14 loci de
microssatélite. Neste estudo foi caracterizada a existéncia de duas populagdes geneticamente
distintas. Em outro trabalho, com o tubardo crocodilo, Pseudocarcharias kamoharai, Ferrette
et al. (2015) encontraram um alto fluxo génico entre as regides dos Oceanos Atlantico e
ndico, com um tnico estoque genético e reduzida variabilidade populacional. Clarke et al.
(2015) relataram uma avaliacdo genética dos tubardes-seda, Carcharhinus falciformis,
amostrados na maior parte da sua area global de ocorréncia e, no geral, pelo menos cinco
populagdes de tubardes-seda foram identificadas indicando que esforgos de conservagao e de
gestdo devem ser exercidos em pequenas escalas.

Pela observacdo dos modelos de dindmica populacional de tubardes oceanicos e
costeiros estudados do ponto de vista genético, acredita-se que cada espécie possui
caracteristicas que, associadas as pressoes ambientais, podem determinar estruturas
populacionais distintas. No entanto, padrdoes compartilhados, se identificados, poderao
viabilizar o desenvolvimento de planos de manejo eficientes para um grupo de espécies. Desta
forma, sendo determinada uma regido prioritaria de prote¢cdo que englobe importantes
estoques de diversas espécies, € possivel diminuir recursos e esforcos no manejo e controle da
pesca de maneira localizada. Considerando a urgente necessidade de medidas de conservagao

para um grande numero de espécies de tubardes e a atual falta de informagdes que viabilizem
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estas medidas, o objetivo desse trabalho foi gerar dados a respeito das dindmicas
populacionais da espécie Carcharhinus longimanus no Oceano Atlantico, utilizando as
sequéncias da regido controladora do DNA mitocondrial para identificar seus niveis de
variabilidade genética, determinar a distribuicdo geografica de suas populagdes e, assim,

caracterizar estoques genéticos diferenciados.

20



2. Objetivos

Considerando a escassez de informacdes cientificas e a urgente necessidade de
medidas de conservagdo para um grande nimero de espécies de tubardes, este trabalho tem
como objetivo gerar dados a respeito das dindmicas populacionais da espécie Carcharhinus
longimanus no Oceano Atlantico e em regides do norte e oeste do Indico, utilizando

sequéncias nucleotidicas da regido controladora do DNA mitocondrial.

2.1. Objetivos especificos

v Caracterizar a diversidade genética do tubardo galha-branca Carcharhinus longimanus
ao longo de sua distribui¢io no Oceano Atlantico e regides do Indico;

v Identificar o nimero e a distribui¢do geografica dos haplotipos de DNA mitocondrial
de C. longimanus na érea estudada,;

v Testar hipoteses de estruturacdo populacional e filogeografica estabelecendo as
relagdes entre as populagdes da espécie;

v Gerar conhecimento cientifico sobre elasmobranquios e subsidiar agdes globais de

conservagao desta espécie.

3. Material e Métodos

3.1. Coleta das amostras

O presente estudo, incluindo a coleta das amostras, foi desenvolvido em colaboragdo
cientifica entre pesquisadores do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes do Instituto de

Biociéncias de Botucatu - Universidade Estadual Paulista (UNESP); do Departamento de
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Ciéncias do Mar, Instituto do Mar, Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP); do Centro
de Ciéncias do Mar (CCMar) da Universidade do Algarve e Instituto Portugués do Mar e
Atmosfera (IPMA) — Portugal e School of Marine and Atmospheric Science, na Stony Brook
University — USA.

Para a caracterizacdo da diversidade genética e padrdes de estruturagdo da espécie
Carcharhinus longimanus foram coletadas amostras em regides oceanicas através de barcos
de pesca que operam com espinheis de superficie e meia agua e redes de espera (deriva) em
uma area abrangendo os hemisférios norte e sul e as regides leste e oeste do Atlantico e em
regides do norte e oeste do Indico. Foram analisadas 215 amostras, sendo 28 capturadas no
noroeste atlantico, 51 provenientes da regido equatorial oeste atlantico, 6 amostras obtidas da
regido sudoeste atlantico, 50 amostras capturadas na regido denominada mezo-atlantico, 54 do
nordeste atlantico, 17 amostras do sudoeste atlantico ¢ 9 amostras do noroeste do Oceano
ndico (Figura 3). A maior parte destas amostras foi obtida por observadores de bordo que
operam em barcos portugueses em praticamente toda a faixa Leste do Atlantico e por
pesquisadores que trabalham junto aos desembarques nos Estados de Santa Catarina, Sao
Paulo e Pard, no Brasil. As amostras provenientes de “Cat Island” nas Bahamas e do Oceano
ndico foram obtidas por pesquisadores e observadores de bordo norte americanos. Nestas
coletas foram preservados fragmentos de tecido muscular em solu¢do de etanol a 95%,

acondicionados em tubos individuais devidamente identificados.
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Figura 3. Localizacdo geografica da amostragem de C. longimanus utilizadas no estudo
sendo n o niumero amostral de cada regio.

As amostras obtidas foram depositadas na colecdo do Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes (LBP) da UNESP, Botucatu, credenciada no Ministério do Meio
Ambiente como Fiel Depositaria de Amostras do Patriménio Genético. Para a obtencao,
transporte e utilizagdo de material bioldgico nacional foram expedidas licencas permanentes
em nome do curador da cole¢do do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, pelo
ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade — Ministério do Meio
ambiente). Licencas individuais para a aluna-autora, seu orientador e demais colaboradores no
Brasil foram expedidas em carater excepcional quando necessario. Para as amostras obtidas
pelos pesquisadores colaboradores estrangeiros, todos os critérios e requisitos foram seguidos
e lavrados de acordo com a Convencgao sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e
Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo — CITES e de acordo com a legislagao local e suas

institui¢coes sede.
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3.2. Extrag¢do de DNA, amplificagdo e sequenciamento.

O DNA genomico das amostras de tubardes foi extraido utilizando o kit NucleoSpin®
Tissue XS (Macherey & Nagel, Diiren, Germany) seguindo o protocolo do fabricante que
consiste em 80ul de tampao de lise, 8 ul de proteinase e uma porcao de 0.025 a 10 mg de
tecido livre de etanol. A solucao contendo o tecido, tampao e proteinase foi mantida por 4 a 8
horas a 56°C para a digestdo completa do tecido. Apods esse procedimento, foram criadas
condig¢des apropriadas para a ligagdo do DNA a uma membrana de silica através da adigao de
etanol. A mistura foi aplicada ao NucleoSpin® Tissue XS (Macherey & Nagel, Diiren,
Germany) pra que a ligacdio do DNA a essa membrana de silica fosse concluida.
Subsequentemente, dois passos de lavagem foram realizados para remover contaminagdes € 0
DNA foi eluido com 5-30 mL de tampao de eluigdo ligeiramente alcalino de baixa forga
ionica (5 mM Tris-HCI, pH 8,5). A quantificagdo e a verificagdo de contaminagdo das
amostras de DNA obtidas foram realizadas em espectrofotometro.

A amplificagdo parcial dos segmentos de DNA da regido controladora (D-loop) com
cerca de 1000 pb, foi efetuada em ciclador térmico de PCR modelo Veriti 96, (Applied
Biosystems) utilizando-se 25ul de solucdo contendo 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,,
tampado de enzima 7aq DNA polimerase (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 ¢ KCl 50 mM), 100 ng de
primers (F. 5°- CTC CCA AAG CCA AGATTCTG -3’ eR. 5’- GGC TTA GCA AGG TGT
CTT CTT GG - 3’) descritos por Mendonca et al. (2009), 1 unidade de enzima Tagq
Polimerase (Invitrogen) e 1ul da solugdo de extracdo do DNA gendémico. Cada ciclo de PCR
foi constituido basicamente de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, hibridagdo a 55°C por 30

segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, com 35 repeticdes. Os segmentos de DNA
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amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% imerso em tampao TAE 1x (Tris-
Acido acético-EDTA), corado com GelGreen™ sob luz ultravioleta.

A purificacao enzimatica do produto de PCR foi realizada usando o kit ExoSAP-IT®,
seguindo as recomendagdes do fabricante. As reacdes de sequenciamento foram realizadas a
partir do seguinte protocolo: para cada amostra 2ul de pré-mix (fornecido no kit - Dye-
Terminator), 2ul de produto de PCR purificado e 2ul de cada primer (10uM), em
termociclador modelo Veriti 96 (Applied Biosystems). Apds o final da reagao de
sequenciamento o produto da reagcdo de sequenciamento foi purificado utilizando-se EDTA
(0,5Mm) como agente quelante para a eliminagdo dos primers, dNTPs e ddNTPs nao
incorporados durante a amplificagdo de sequenciamento e acetato de s6dio como agente
protetor do produto amplificado, seguindo o protocolo recomendado no kit de
sequenciamento DYEEnamic ET dye terminator (Applied Biosystems). Em seguida, a
composi¢ao nucleotidica destes fragmentos foi determinada pela da leitura dos fragmentos

sequenciados através do sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems).

3.3. Analise das sequéncias

Os eletroferogramas das sequéncias do fragmento de DNA mitocondrial foram
visualizados através do programa Geneious 4.8.5 (http://www.geneious.com, Kearse et al.
2012) o qual permite a leitura de diversas extensdes do sequenciamento. A amplitude e os
espacamentos dos picos foram devidamente observados para atestar a qualidade das
sequéncias e verificar se as mutagdes eram reais ou se poderiam ser artefatos da técnica do
sequenciamento. A edi¢do e o alinhamento das sequéncias também foram realizados através
do programa Geneious 4.8.5. O alinhamento foi executado utilizando o programa Muscle

Aligment implementado no Geneious 4.8.5. A identidade das sequéncias foi confirmada
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utilizando o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990) no
NCBI (National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
Todas as amostras foram alinhadas entre si gerando um arquivo que foi utilizado na realizacao
de testes estatisticos posteriores.

Para as analises populacionais foram calculadas a composi¢do nucleotidica, a
composi¢ao percentual das bases, a diversidade das sequéncias, o numero de sitios
polimorficos, a frequéncia e a diversidade de haplotipos usando o programa ARLEQUIN
versao 3.5.1.3 de Excoffier et al. (2005) e o programa DnaSP Sequence Polymorphism (Rozas
et al. 2003). Um dos métodos mais utilizados para quantificar a diferenciagdo genética entre
populagdes ¢ baseado na estatistica F' implementada por Sewal Wright (1949,1965). A
Estatistica /' de Wright quantifica o efeito de endocruzamento da subdivisdo populacional
denominado indice de fixagdo. Esse indice ¢ um excelente indicador de diferenciacao
genética, pois permite uma comparagdo objetiva do efeito geral da estrutura populacional
entre diferentes organismos (Hartl e Clark 2010). Segundo Wright (1978) os valores de Fsr
entre 0 ¢ 0,05 indicam uma baixa estruturagdo genética, entre 0,05 e 0,15 estruturagao
moderada, entre 0,15 e 0,25 alta e acima de 0,25 uma forte estruturacdao genética.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) produz
estimativas dos componentes da variancia molecular refletindo a correlagdo da diversidade
haplotipica em diferentes niveis de subdivisdo hierarquica (entre populacdes, entre as
populagdes dentro de um grupo e entre grupos). A AMOVA foi realizada para testar a
heterogeneidade genética espacial entre os haplotipos do mtDNA utilizando o programa
ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier et al. 2005) utilizando a estatistica /' de Wrigtht (1949, 1965),

sendo a significancia estatistica do Fsr determinada pelas permutagdes ndo-paramétricas
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(Excoffier et al. 1992), com 1000 permutagdes. As amostras com localizagdes geograficas
mais proximas foram agrupadas para avaliar a heterogeneidade genética dentro e entre as
regides e entre pares de regioes.

A rede de haplotipos foi elaborada com critério de parcimonia estatistica utilizando o
programa Network 4.1.1.2 (Bandelt et al. 1999). Os testes de neutralidade D de Tajima
(Tajima 1989) e F's de Fu (Fu 1997) também foram feitos utilizando o programa ARLEQUIN
3.5.1.3 (Excoffier et al. 2005) para verificar a existéncia de desvio na hipotese nula de
neutralidade nas sequencias da regido controle. Para avaliar a histéria demografica das

espécies foi utilizado o teste “Mismatch Distribution” (Rogers e Harpending 1992).
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4. Resultados e Discussao

Considerando a relevancia das informagdes genéticas para o conhecimento bioldgico
do tubardo galha-branca expostas neste trabalho, sua potencial aplicagdo em planos de
conservagdo e sua larga abrangéncia geografica conferida pela drea de estudo explorada,
apresenta-se o item “Resultados e Discussdo” na forma de um manuscrito completo em lingua
inglesa. Assim, espera-se ampliar o alcance da Dissertacao, acelerar os procedimentos para
sua publicagdo em revista cientifica de impacto internacional, contando ainda, com seu

aprimoramento com base nas recomendac¢des da Banca Avaliadora.
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Connectivity, structure genetic variability of the oceanic whitetip shark, Carcharhinus

longimanus, determined using mitochondrial DNA

Abstract

Elasmobranch stocks have suffered drastic declines in recent years as a result of targeted and
bycatch fisheries. Among large species of sharks, the oceanic whitetip shark Carcharhinus
longimanus has declines estimated up to 90 percent in parts of its range. Currently, this highly
migratory pelagic is listed by the IUCN Red List as "vulnerable" throughout its range and
“critically endangered” in the western north Atlantic. Gathering information about population
structure and genetic connectivity is an effective way to contribute to the establishment of
operative strategies to conserve threatened species. Considering the limited information about
population dynamics of the oceanic whitetip shark, were used partial sequences of the
mitochondrial DNA (mtDNA) control region to determine its population genetic structure
across the Atlantic Ocean and the Indian Ocean. Were sampled 215 specimens of C.
longimanus and obtained 724 base pairs (bp), identifying nine polymorphic sites, which
resulted in 12 distinct haplotypes. The total nucleotide diversity was = = 0.0013 and haplotype
diversity h = 0.5953. These results show a genetic variability slightly below the observed
average among other species of pelagic sharks. The Analysis of Molecular Variance
(AMOVA) evidenced moderate levels of population structure (Fsr = 0.1039, P<0.001) with
restriction of gene flow between the Western and Eastern Atlantic Ocean with a strong
relationship of this latter with the Indian Ocean. Thus, for the expansion of conservation plans

of the species, also for the maintenance of their genetic stocks, should be considered at least
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two populations in the Atlantic Ocean and more attention to areas where the greatest genetic

diversity indexes were found.
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Introduction

The impact of fishing on populations of sharks and rays (elasmobranchs) are widely
debated globally (Stevens et al. 2000). Some large species commonly caught in marine
fisheries in the Atlantic Ocean have already demonstrated significant population declines of
more than 50% in the last 10 years (Baum et al. 2003). The International Union for
Conservation of Nature (IUCN), which provides measures for conservation for all taxa
(Camhi et al. 1998), lists more than a thousand species of elasmobranchs, being 32 of which
belong to the genus Carcharhinus (IUCN 2014).

The oceanic whitetip shark Carcharhinus longimanus is a pelagic species of
worldwide distribution, found in tropical and subtropical open waters (Bonfil 2008,
Compagno 1984). This formerly abundant large oceanic shark is subject to widespread fishing
pressure throughout its range. Often caught in large numbers as bycatch in pelagic fisheries
(pelagic longlines, probably pelagic gillnets, handlines, pelagicand, bottom trawls) combined
with exposure to the international fin trade have led to estimated declines of up 90% (Baum et
al. 2006). Together with C. falciformis and Prionace glauca, C. longimanus was once
considered one of the most abundant ocean sharks (Bonfil 1994, Castro et al. 1999,
Compagno 1984, Hoenig et al. 1990). However, recent population information suggests that
the whitetip shark, which was formerly almost ubiquitous in water depths greater than 180 m,
and temperatures exceeding 20°C (Castro et al. 1999) is now only occasionally recorded.
Thus in the IUCN Red List denotes C. longimanus as "Vulnerable" and "Critically
Endangered" in the Northwest and Central Atlantic (Baum et al. 2006). Carcharhinus
longimanus is one of the five species listed in the Appendix II of the CITES in 2013, which

means that its fishing and commerce need licensing and regulation.

31



Fundamental to sustainable use of resources and quantification of productivity of
ocean ecosystems is the identification and maintenance of distinct stocks (Carvalho and
Hauser 1994). Conservation of genetic variability is one of the basic objectives in regulatory
programs assisting in the recovery of endangered species (Lindenmayer and Lacy 1995). As
such, the sequencing of the mitochondrial DNA control region (D-loop) is one of the most
commonly applied method to population genetic studies of vertebrates, including sharks
(Clarke et al. 2015, Mendonca et al. 2013, Karl et al. 2011, Portnoy et al. 2010, Ovenden et al.
2009, Hoelzel et al. 2006).

Drastic population declines, such as that observed in the oceanic whitetip in the last
50 years, raises questions about the maintenance of genetic variability and the putative loss of
evolutionary lineages. These issues are more relevant in species with population structure
where the distribution of genetic characteristics is geographically limited. Therefore, this
study aimed to describe the genetic variability and population structure of Carcharhinus
longimanus from the Atlantic and Indian Oceans by using control region of mitochondrial

DNA.

Material and Methods
Sampling

Samples of Carcharhinus longimanus were collected by onboard observers
from the Portuguese Institute for the Ocean and Atmosphere (IPMA), Portugal, within the
scope of the European Data Collection framework (PNAB/DCF Plano Nacional de Recolha
de Dados da Pesca), the SELECT-PAL project and by fishery observers placed onboard

commercial pelagic longline vessels from Brazilian and American fleets in several regions of
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the Atlantic and Indian Oceans. Tissue samples were collected opportunistically during the
normal fishing operations of the vessels, taking small muscle or fin fragments (<lecm®) which
were subsequently frozen in 95% ethanol. Tissue samples from the north Atlantic were
collected as part of an ongoing study of oceanic whitetip movement and life history in The
Bahamas. All samples were collected under the Cape Eleuthera Institute research permit
(MAF/FIS/17 and MAF/FIS/34) and in accordance with Stony Brook University and Cape
Eleuthera Institute regulations developed within the guidelines for Animal Behaviour and the
Animal Behaviour Society (Howey-Jordan et al. 2013). No specific permissions was required
for collecting samples of C. longimanus until the species effectively became part of CITES in
2014.

A total of 215 specimens were sampled, 206 collected from different regions of the
Atlantic Ocean (28 samples from Northwest Atlantic, 51 samples from the Western Equatorial
Atlantic, 54 samples from the Northeast Tropical Atlantic, 50 samples from the Mezo
Atlantic, 17 samples from the Southeast Atlantic and six samples from the Southwest

Atlantic. An additional nine samples were collected from the Indian Ocean (Figure 1).

DNA extraction and sequencing

Genomic DNA was extracted using the NucleoSpin® Tissue XS Kit (Macherey &
Nagel, Diiren, Germany). Partial sequences of the control region of the mitochondrial DNA
were attained according to Mendonga et al. (2009). Individual reactions were performed with
approximately 30 ng DNA template, 3.2 pmol primer, 1 pl terminator mix, and 5 pl Better
Buffer (The Gel Co.) in a total volume of 15 pl. PCR sequencing profiles consisted of an

initial denaturation step of 4min at 96°C, followed by 30 cycles of 30s at 96°C, 15s at 50°C,
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and 4 min at 60°C. Cycle sequencing was performed with BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Sequencing was completed on an automated
sequencer, ABI 3130, manufactured by Applied Biosystems. The consensus sequences were
assembled and edited using Geneious 4.8.5 (http://www.geneious.com, Kearse et al. 2012)
and aligned with Muscle algorithm implemented within Geneious 4.8.5. The generated

haplotypes were deposited in GenBank under accession numbers KT160318-KT160329.

Population genetics analyses

The relative nucleotide composition, number of polymorphic sites, haplotype diversity
(h), nucleotide diversity (z), and number of pairwise nucleotide differences among
populations were calculated using ARLEQUIN 3.5.1.3 software (Excoffier and Lischer 2010).
To estimate levels of genetic divergence among populations of C. longimanius diversity
index @st was calculated using the Analysis of Molecular Variance (AMOVA) (Excoffier et
al. 1992) under the nucleotide evolution model of Tamura-Nei (Tamura and Nei 1993). The
&gt estimates were tested with 1.000 non-parametric bootstrap pseudoreplicates using the
ARLEQUIN 3.5.1.3 software, and the values were adjusted for simultaneous pairwise
comparisons using the sequential Bonferroni correction (Rice 1989). A minimum-spanning
haplotype network was estimated using the Network 4.611 program (Bandelt et al. 1999).
Evidence of population expansion was tested using Fu’s Ftest (Fu 1997) and
Tajima’s D (Tajima 1989) in ARLEQUIN 3.5.1.3. The mismatch analysis in ARLEQUIN
3.5.1.3 included a raggedness index to determine goodness-of-fit to a unimodal distribution

(Harpending 1994).
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Results

Among the 215 analyzed specimens of Carcharhinus longimanus we obtained a total
matrix with 724 bp with 9 polymorphic sites, yielding 12 haplotypes (Table 1). The total
nucleotide frequencies were observed as Adenine = 30.12%, Thymine = 36.92%, Cytosine =

20.12% and Guanine = 12.84%.

Table 1. Polymorphisms found in the twelve haplotypes of Carcharhinus longimanus.

Polymorphic sites

1 2 2 2 2 2 3 4 5
Haplotypes 9 1 3 5 7 9 9 0 2
2 0 0 0 6 4 9 0 9
1 G C T A T G T C T
2 . C
3 C . C
4 C A C
5 C . C C
6 C G C .
7 C . C C
8 . C .
9 . A C

5 =3
o
=~
el
o)
a0
- -

In the overall analyses were found low relative levels of haplotype diversity 4 =
0.5953 and nucleotide diversity # = 0.0013, with the greatest diversities found in the
Southwest Atlantic Ocean (4 = 0.8000, = = 0.1481), and in the Mezo Atlantic Ocean (h =
0.7567, = = 0.1545). The haplotypes of number three (H3=131 individuals) and one (H1=32
individuals) were the most common haplotypes and were found in all sampled regions,

representing 75.8% of the specimens of whitetip shark analyzed. Numbers of polymorphic
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sites, haplotypes, nucleotide diversity and haplotypic diversity for different samples are

shown in Table 2 and 3.

Table 2. Geographical distribution of haplotypes of Carcharhinus longimanus delimited by

areas in the Atlantic and Indian Ocean.

Haplotypes Northwest Western Southwest Mezo Northeast Southeast Indian Total
Atlantic Eq. Atlantic Atlantic  Atlantic Atlantic Ocean (215)
(n=28) Atlantic (n=6) (n=50) (n=54) (n=17) (n=9)

(n=51)

1 8 13 1 8 1 1 . 32

2 4 7 . 3 1 1 17

3 13 22 3 22 50 15 6 131

4 1 3 1 6 . . 11

5 1 4 1 7 1 1 15

6 1 . . 1

7 1 1 2

8 1 . . 1

9 1 1 2

10 1 1

11 1 1

12 1 1

Table 3. Population statistics of Carcharhinus longimanus - n, number of individuals; P

polymorphic sites; Nh, number of haplotypes; h, haplotype diversity; ©, nucleotide diversity.

Nh

h

n P T
Northwest Atlantic 28 5 6 0,7037 0,00177
WesternEquatorial Atlantic 51 5 7 0,7431 0,00170
Southwest Atlantic 6 4 4 0,8000 0,00184
Mezo Atlantic 50 7 9 0,7567 0,00192
Northeast Atlantic 54 4 5 0,1440 0,00034
Southeast Atlantic 17 2 3 0,2279 0,00047
Indian Ocean 9 3 4 0,5833 0,00092

The AMOVA test was adopted following hypothetic groups of population structure that

consider the possibilities of a maximum and minimum number of populations. In these
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hypotheses, the most structured index was obtained in the simulation considering the
sampling groups separated into Eastern and Western Atlantic Ocean, obtaining an index of
Fsr = 0.1039 (P< 0.001). This greatest genetic differentiation was observed among groups
willing to East Atlantic (Northeast Atlantic, Southeast Atlantic and Mezo Atlantic) and the
West Atlantic (Northwest Atlantic, Western Equatorial Atlantic and Southwest Atlantic). In
this case, the indices related to genetic variability were 2 = 0.716 and © = 0.00165 in West
Atlantic, and 2 = 0.471 and ® = 0.00104 in the East Atlantic. Due to the low sampling from
the Indian Ocean, in the AMOVA, no statistically significant levels were found when left it as
a distinct group. However, in the Fsr pairwise is observed the absence of the structure
between the Indian group and the groups of the East Atlantic. Considering the sample groups
of Indian Ocean and eastern Atlantic forming a single population, the genetic variability

indices were h=0.476 and &t = 0.00103.

Table 4. Differentiation index (Fst) between pairs of sampled regions in the Atlantic and
Indian Oceans. Pairwise F'st numbers are in below diagonal and significance p-values are in

above diagonal.

Northwest Western Eq.  Southwest Mezo Northeast Southeast Indian
Atlantic Atlantic Atlantic Atlantic Atlantic Atlantic Ocean
Northwest 0 - - - + T _
Atlantic
Western Eq. -0.0228 0 - - + + -
Atlantic
Southwest - 0.0005 -0.0224 0 - - - -
Atlantic
Mezo 0.0309 0.0201 -0.0943 0 + - -
Atlantic
Northeast 0.2716 0.2085 0.1352 0.0965 0 - -
Atlantic
Southeast 0.1170 0.0949 0.0081 0.0290 -0.0137 0 -
Atlantic
Indian Ocean  0.1092 0.0814 -0.0623 0.0019 0.0237 -0.0224 0
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The haplotype network was drawn up criteria of statistical parsimony using the
Network 4.611 program that group the close related mitochondrial DNA lineages. More than
60% analyzed sequences share a single haplotype (H3) found in all sampled regions. Thus,
the haplotype network elucidated genetic relationships between sampling areas but do not

show correlations among different branches and their geographic distributions (Figure 1).
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Figure 1. Geographic distribution of samples of Carcharhinus longimanus with the network
haplotypes analyzed and compiled from the sequences of the mitochondrial DNA control
region.

The neutrality test of Fu Fj, resulted in negative indexes in the East Atlantic Fu Fy= -
4.0629 (P = 0.0440) and in the West Atlantic Fu Fy = -1.5613 (P = 0.2470) with significant
deviations from the null hypothesis of neutrality, suggesting the occurrence of population
expansion (Table 5). The Mismatch Distribution’s showed an unimodal pattern in all analyzed

groups herein, which confirms our hypothesis of recent population expansion (Figure 2).
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Table 5. Values of Tajima’s D test and Fu’s F with their respective p values.

West Atlantic East Atlantic Indian Ocean
Tajima's D 0.0010 -0.9574 -1.5129
Tajima's p - value 0.5790 0.1470 0.0590
Fu's F; -1.5613 -4.0629 -1.8916
Fu's F p - value 0.2470 0.0440 0.0110
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Figure 2. Pairwise mismatch distributions for all sampled regions in the Atlantic and Indian

Oceans. Dotted line represents the trend line of the pairwise differences.
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Discussion

Population genetics of the whitetip shark

The results show low levels of genetic diversity for the oceanic whitetip shark
Carcharhinus longimanus in the Atlantic, as in the Indian Ocean, although the latter has been
evaluated with a small number of individuals. Population genetic studies with marine
vertebrates, such as bony fishes, cetaceans and other elasmobranchs (including pelagic sharks)
also report low values of nucleotide and haplotypic diversity in the Atlantic Ocean (Bradman
et al. 2011, Karl et al. 2012, Mesnick et al. 2011, Phillips et al. 2011, Proietti et al. 2012).
Pelagic species with wide oceanic distribution and similar habits to the oceanic whitetip shark
also present low nucleotide diversity, such as the crocodile shark Pseudocarcharias
kamoharai (Ferrette et al. 2015), the basking shark Ceforhinus maximus (Hoelzel et al. 2006),
the blue shark Prionace glauca (Teixeira 2011) and the whale shark Rhincondon typus
(Castro et al. 2007, Schmidt et al. 2009).

Although low levels of nucleotide diversity of the mtDNA control region are not
considered standard for elasmobranchs, similar results to those obtained here for C.
longimanus have been found in other species, particularly in highly migratory species
(Blower et al. 2012, Castro et al. 2007, Hoelzel. et al. 2006). The combination of low
haplotypic diversity with a single haplotype shared by most of individuals is uncommon for
sharks. Examples of these exceptions are Negaprion acutidens (Schultz et al. 2008),
Ginglymostoma cirratum (Karl et al. 2012) and Carcharodon carcharias (O'Leary et al.
2015).

Considering two distinct groups in the Atlantic Ocean and based on the hypothetic

population groupings and genetic structuring simulations, were observed restrictions to gene
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flow with moderate genetic divergence through the AMOVA analysis (Fst = 0.1039), with
one population from the West Atlantic and other the population from the East Atlantic.
Population genetic studies of this type can, however, often show absence of structure for
highly migratory Atlantic species, such as the whale shark Rhincodon typus (Castro et al.
2007), the tuna Thunnus obesus (Martinez et al. 2006) and the blue marlin Makaira nigricans
(Buonaccorsi et al. 2001). Other migratory species as the crocodile shark Pseudocarcharias
kamoharai (Ferrette et al. 2015) and the white marlin Tetrapturus albidus (Graves and
McDowell 2006) also showed no structured distribution of distinct populations throughout the
Atlantic Ocean using the mtDNA control region. However, in the latest study on population
genetic structure of the white shark, presented by O'Leary et al. (2015), was observed the
same configuration of the present study, being the @st = 0.10 with sequences of mtDNA
control region and Fsr = 0.1057 with microsatellite marker, between the northwest Atlantic
(N = 35) and southern Africa (N = 131).

Considering the migration potential of C. longimanus, as well as of the white shark, it
would not be surprising to observe panmitic populations. However, the first evidence of
philopatry, which consists in the return of individuals to their birthplace, home range, or
elsewhere adopted locality (Mayr 1963) by females was recently described for C. longimanus
(Howey-Jordan et al. 2013), probably could influence the reduction of gene flow, at least for
the females.

The haplotype network denotes genetic differences among individuals without
showing correlations between the different branches and their geographic distributions, with a
characteristic pattern of an unstructured population. Although recent dispersion of fishes

between the Indian and Atlantic Oceans are rare, mtDNA data show that some species of
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tropical and sub-tropical fish found in the Indian Ocean may cross the barrier of Benguela
(Rocha et al. 2005). A strong genetic connectivity between the Indian Ocean group and the
Eastern Atlantic groups through the pairwise Fst (Table 4), despite low values of statistical
significance, was demonstrated a putative absence of barriers restricting the population
diversification of C. longimanus.

In addition to the results of population expansion, the haplotype network in star
contraction generated from the haplotype H3 also suggests an expansion event, possibly from
the individuals of the eastern Atlantic, where the highest rates were observed in diversity with
higher frequency on the H3.

More genetic studies and their importance in the evolutionary history of
elasmobranchs with oceanic distribution, as well as for the management of commercially
exploited shark species is needed. Phylogeographic studies presenting extensive sampling and
appropriate geographic scales including habitats with different ecological characteristics (such
as oceanic and continental, tropical or subtropical) have a greater chance of detecting
evolutionarily significant units, which would facilitate the development and application of

appropriate conservation measures (Rocha et al. 2007).

Conservation of the whitetip shark

Many researchers argue that sharks are currently subjected to sustainable fishing
pressure, which has caused drastic population declines in several species, putting many in
danger of extinction. Among these species impacted by fishing, the C. longimanus, occurring
in all tropical oceans, is ranked globally as "vulnerable" by the IUCN Red List. Considering

the important relation between the sustainability of a natural population and their genetic
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configuration, it turns evident the rapid necessity to uncover information about global levels
of genetic diversity and geographical distribution as well as patterns of gene flow and the
detection of significant evolutionary units, becomes evident. Herein, present the genetic
population structure of the whitetip shark Carcharhinus longimanus with information for the
biological knowledge of the species and its application in conservation.

Here we present evidence of the two populations of whitetip shark between the
western and eastern portions of the Atlantic. This should mean for Organs of conservation that
despite the migration potential of the species, there are barriers to gene flow, making them
genetically distinct and demographically independent. Still, it is observed that the forces that
prevent unrestricted gene flow in the Atlantic are not effective between east Atlantic and at
least in part of the Indian Ocean.

In addition to the low levels of genetic variability found for whitetip shark in
throughout the study area, considering two populations in the Atlantic, was observed an
important difference in these levels, being the haplotype diversity of the eastern population
34.2% minor than the western population. This difference was even more striking for
nucleotide diversity being 36.9% minor than eastern population. Low genetic variability rates
found may represent a dramatic risk to the adaptive potential of the species leading to a
weaker ability to respond to environmental changes, and consequently, could promote lineage
extinction in the future. The observation of populations with differential indices of genetic
diversity raises a question about the priority of conservation plans. These should focus on the
population with the highest index, so that the species does not lose its evolutionary potential,
or in the population with the lowest genetic variability, so that it does not reach further critical

levels, causing inbreeding and reduced reproductive success? The conservation of genetic
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diversity should be maintained as major global conservation goals and their maintenance must

be pursued diligently in each of the populations of a species.
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6. Material complementar

O presente trabalho teve como objetivo adicional o desenvolvimento de material
didatico sobre os tubardes, sua conservagdo e seu papel ecoldgico, direcionado aos estudantes
do ensino basico. Seu resultado ¢ apresentado no Apéndice I e originou a cartilha com o
ISBN: 9798-85-919272-0-3, intitulada “Tubardes: ameag¢a ou ameacados?”. Ainda, com o
intuito de aprimorar os dados relacionados a genética populacional do tubardo galha-branca a
autora colaborou com o desenvolvimento de marcadores moleculares microssatélites para esta
espécie (Apéndice II), publicado com o titulo “Microsatellite loci in the oceanic whitetip
shark and cross-species amplification wusing pyrosequencing technology” (DOI
10.1007/s12686-015-0435-5). Tais marcadores poderdo ser aplicados em abordagens do DNA
nuclear para avaliagdes da variabilidade genética, estruturas populacionais, fluxo génico, além

de questdes parentais, tais como identificagdes de paternidade multipla e partenogénese.
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6.1. Apéndice I. Cartilha “Tubardes: ameaga ou ameagados?”.

ameaca
ou

ameacados?

Samia Mouallem Camargo

Natalia Jade Mendes

Barbara Stefanie Meneguim Hortelan
Fausto Foresti

Fernando Fernandes Mendonca

" g ‘M:
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Samia Mouallem Camargo
Natalia Jade Mendes
Barbara Stefanie Meneguim Hortelan
Fausto Foresti
Fernando Fernandes Mendonga

Tubardes: ameaca ou ameacados

12 Edicao

Séamia Mouallem Camargo et al.
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Os tubardes sao peixes cartilaginosos que existem hd cerca
de 400 milhoes de anos, isto quer dizer, a mais tempo que
os dinossauros.

Na biologia existe uma
classificacao que denomina os
tubardes e as raias (ou arraias)
como elasmobranquios.
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Vocé sabia que..

Os tubardes ainda tem uma reputagdo assustadora, porém
estatisticamente vocé tem mais chance de ser atingido
por um raio do que ser atacado por um tubarao (ISAF)*.

Outro fato importante, é que a cada dia o ser humano esta
diminuindo as popula¢des de tubardes. Em alguns casos,
esse declinio populacional ja chegou a até a 90%.

ational Shark Attack File
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TUBAROES EM PERIGO:
Principais causas

A reducao das populacdes de tubardes ocorre
principalmente devido ao:

“Comércio de Nadadeiras ”’

Atualmente milhares de tubardes sao
pescados todos os dias em todo o mundo,
principalmente para a utilizacao de suas
nadadeiras. As nadadeiras sao muito
valiosas pois sao usadas para fazer
um prato tipico do Extremo
Oriente, principalmente na
China.
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TUBAROES EM PERIGO:

Principais causas

Pesca excessiva

Cada vez mais os barcos
sao maiores, mais rapidos
e permanecem mais tempo
pescando, aumentando
excessivamente a captura
de tubardes em todos

0S oceanos provocando
graves desequilibrios
ecologicos.

Pesca acidental

Além de serem afetados
pela pesca direcionada,

os tubarbes também sao
alvos da pesca acidental
pois vivemn na mesma drea
do mar onde sao pescados
outros animais, sendo
dificil capturar apenas

as espécies de maior
interesse comercial.
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TUBAROES EM PERIGO:
Principais causas

Destruicdo de habitat

A poluicdo é uma das maiores ameacas para 0s oceanos em
todo o mundo, pois causam danos a todo o ecossistema
marinho. Quando o habitat dos tubardes é danificado ou
destruido, os animais tem dificuldade para sobreviver,
uma vez que hd menos recursos disponiveis (tais como
alimento e oxigénio).
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TUBAROES EM PERIGO:
Principais causas

Além das causas citadas anteriormente para a diminuicdo
das populacbes de tubardes (pesca, poluicdo e
desequilibrios ecolégicos) a maioria de suas espécies
possuem uma série de caracteristicas bioldgicas que
dificultam a recuperacdao populacional por gerarem
poucos filhotes. Essas caracteristicas sdo: maior tempo
para atingir a fase adulta, longos periodos de gestacao e
a producao de um pequeno numero de filhotes. Algumas
destas espécies produzem apenas dois filhotes por ano.

A
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PORQUE PRESERVAR O

TUBAROES?

Apesar dos tubarbes serem vistos como vildes, eles
exercem um papel fundamental no ambiente marinho
ocupando o topo da cadeia alimentar.

Os tubardes sdo os principais reguladores do tamanho das

populacdes de outras espécies, possibilitando o equilibrio
ecolégico nos oceanos.

««-&(@c‘

Além disso, alguns tubardes sdao considerados “lixeiros
do mar” por se alimentarem de animais mortos, o que
contribui com a saldde de todas as outras espécies
marinhas.
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E os incidentes com os tubaroes?

A cada ano, cerca de 100
milh6es de tubarbes sado
mortos pelo homem,
enquanto que menos de
70 pessoas tém algum
tipo de incidente
provocado por tubardes
em todo o planeta.

Na maioria das vezes, esses
incidentes ocorrem porque

os tubarbes confundem os
humanos, principalmente surfistas

e mergulhadores, com algum de
seus itens alimentares. A alimentacao
de muitos tubarbes €é composta
principalmente por focas, tartarugas,
peixes e diversos outros animais pequenos,
como lulas, camardes e lagostas.

191

SURFISTA TARTARUGA LEAO
MARINHA MARINHO
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Vocé sabe o que esta comendo

Quando vamos a um supermercado ou peixaria
frequentemente vemos anuncios vendendo cacdo. Vocé
sabia que cacao é o nome
popular que a maioria
dos.  tubartes B
recebem
na sua

comercializagdo?

Um ponto importante em nossa alimentacao € que o
cacao que compramos pode pertencer a uma espécie
que jd esta desaparecendo do planeta. Assim, podemos
estar contribuindo com o seu fim, sem que saibamos. Isso
ocorre, porque quase ninguém se importa em colocar
o verdadeiro nome das espécies, como o tubarao-azul
que tem o nome cientifico de Prionace glauca, o cacdo-
frango que pode pertencer as espécies Rhizoprionodon
lalandii ou  Rhizoprionodon
porosus, além de muitos
outros tubardes que nem
poderiam ser mais pescados,
como o tubardo-martelo que
possui diferentes nomes cientificos.
Mas entdao como podemos identificar
essas espécies?
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Identificacao genética

Vocé sabia que a identificacdo das espécies de tubardes
pode ser realizada através de uma andlise genética?

No DNA, existem regides que possuem diferencas entre
uma espécie e a outra, permitindo a distin¢ao entre elas
e possibilitando a fiscalizacdo e controle da pesca de
tubardes e raias protegidas por leis, mesmo que estes ja
estejam cortados, limpos e preparados para o consumo.

A genética também ¢é utilizada pelos pesquisadores
para entender como as popula¢bes de tubarbes se
relacionam nos oceanos, sendo esta, uma ferramenta
muito importante para a conservacao por ajudar os
cientistas a identificarem espécies e populacoes
ameacadas de extincdo. No DNA é possivel

avaliar a variabilidade genética de todas as
espécies e como ela se distribui em nosso
planeta.
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Quem protege os tubardes no
Brasil?

Muitas instituic6es, Universidades, ONGs, estudantes e
pesquisadores ajudam a proteger os tubardes no Brasil.

Como eles podem ajudar?

Fiscalizando, monitorando e estabelecendo critérios
para a gestdo de recursos pesqueiros. Além de
promover discussdes e planos de manejo das
espécies.
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Venha também fazer parte desse
grupo! Como?

e Exigindo que os comerciantes informem ao
consumidor, os nomes das espécies e onde
elas foram pescadas;

e N3o comprando os
cacbes ou tubardes
que n3ao possuam
estas informacdes;

e Conhecendo quais sao as espécies em
maior perigo de extin¢ao;

e Cobrando dos governos maior empenho
em preservar os tubardes e toda a vida
marinha
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6.2. Apéndice II. Desenvolvimento de marcadores microssatélites para estudos a partir do

DNA nuclear da espécie Carcharhinus longimanus publicado durante o periodo do mestrado.

Sua aplicagdo em um novo estudo populacional ainda sera efetuada.
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Abstract Among the pelagic shark species most impacted
by fisheries, the oceanic whitetip shark (Carcharhinus
longimanus) has shown signs of population declines. In this
study, we developed 12 microsatellite markers using next
generation sequencing (454 pyrosequencing) in C. longi-
manus for further use in population screening. The genetic
diversity of these loci was assessed in 28 individuals and a
total of 35 alleles were identified, ranging from four to eight
alleles per locus (5.9 alleles on average). Cross-species
amplification of these markers was successful in five loci for
C. acronotus, C. perezi and Galeocerdo cuvier. The devel-
oped microsatellite markers will be useful in analyzing the
population genetics structure of the oceanic whitetip shark
and other Carcharhinidae species.
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The oceanic whitetip shark Carcharhinus longimanus is a
pelagic species distributed worldwide, usually found in
open waters and around oceanic islands. C. longimanus is
currently assessed by the International Union for the
Conservation of Nature (IUCN) Red List as globally
“Vulnerable” (Baum et al. 2006), with the main causes
for concern being due to commercial fisheries and in
particular to the high value of whitetip shark fins in in-
ternational markets. Due to the evidence of declining
populations in recent years, the International Commission
for the Conservation of Atlantic Tunas (ICCAT) and the
Indian Ocean Tuna Commission (IOTC) have established
no retention measures, with mandatory discards of all
captured specimens, either dead or alive. In September
2014 the oceanic whitetip shark was included in Appendix
of the Convention on International Trade in Endangered
Species (CITES).

In this study, we report the use of new generation se-
quencing (Roche 454 technology) in the development of the
first molecular microsatellite markers (or simple sequence
repeats—SSRs) for C. longimanus and their cross-amplifi-
cation in other shark species of family Carcharhinidae.

A total of 28 samples of C. longimanus was collected in
the northeast tropical Atlantic by onboard observers from
the Portuguese Institute for the Ocean and Atmosphere
(IPMA) within the scope of the European Data Collection
framework and the SELECT-PAL project. The samples
were collected from specimens accidentally caught. Cross-
species transferability was conducted using samples taken
from C. acronotus, C. perezi and G. cuvier specimens,
which were collected from off the north Brazilian coast.
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Genomic DNA was exftracted using the DNeasy Blood
& Tissue kit protocol (Qiagen). A 100 ng sample of the
highest quality DNA from two individuals was pooled for
sequencing on a Roche 454 GS FLX sequencer. The details
of the pyrosequencing procedure have been described by
Margulies et al. (2005). All sequences of the SSR were
compiled using BatchPrimer3 (You et al. 2008) and
checked for redundancy by clustering using Clustal X
(Thompson et al. 1997). Primers were designed for am-
plification and the fluorochrome colors were defined for
multiplexing according to the microsatellite size ranges so
that loci of different lengths could be labeled with the same
dye. The following cycling conditions were used: an initial
denaturing for 10 at 95 °C; 34 cycles of 94 °C for 45"; the
primer annealing temperature for 50"; and 72 °C for 50";
and a 10’ final extension at 72 °C. The total reaction vol-
ume was 12.5 pl and consisted of 1X PCR Gold Buffer,
1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 units of Am-
pliTag Gold DNA polymerase (Applied Biosystems),
1.0 pmol each of the primer, and 30 ng of DNA. Allele
sizes were determined by using the LIZ 500 and the peak
scoring software GeneMapper 3.7 (both Applied Biosys-
tems). The number of alleles per locus, expected and ob-
served heterozygosities, and conformance to Hardy—
Weinberg Equilibrium (HWE) were estimated and tested
using Arlequin 3.0 (Excoffier and Lischer 2010). Cross-
species amplification was conducted using samples from
seven specimens of each tested species (C. acronotus, C.
perezi and G. cuvier) with the same protocols.

Among the 69.601 sequences reads obtained, 2.769
perfect SSR-containing sequences were detected (Table ).
Twelve microsatellite loci, including nine dinucleotide and
three trinucleotide that showed consistent amplification
with polymorphisms were confirmed after evaluation in an
ABI3730 sequencer using labeled primers. The number of
alleles ranged from 4 to 8, averaging 5.9 alleles per locus
and the expected heterozygosity ranged between 0.472 and
0.818 (Table 2). Cross-amplification of C. longimanus
microsatellites was successful in the three related Car-
charhinidae species (Table 2).

In this study, we report the first successful use of new
generation sequencing (Roche 454-pyrosequencing) tech-
nology and enlarged genomic resources for C. longimanus
to develop microsatellite polymorphic markers that will be
used in future population screens to obtain relevant infor-
mation for the conservation and management. An in-
creasing number of shark species are being added to the
lists of endangered species and new genetic technologies
are enabling the development of markers with greater se-
quence data production at reduced costs.
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Appendix

0CSs_1

OCS_F_1_CCATAGTGTCAGGGGGTGTT

OCS_R_1_ATCGGAGAGGGTTTGCATC

S>CATGCTAAATTGTCCCATAGTGTCAGGGGGTG
TTACTTGTGAATATGAATGGGGTTACTGGCGATAG
CGCCTGGGTGGGTTTGTGGTCAGTACAGACCTGAT
GGGCTGAATGGCACCTCCTGCACTGTAGGAGTTAT
CTGATTCTGTCAGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGT
GGATGCAAACCCTCTCCGATCCCTGTACACACACA
CACAGATACACACAGACACACGCACACACACACA
CACACACACACACACAGACACACACACAGACACA
CG

OCS8_5

OCS _F_5_ CAAGCAAAGTGCAGGTTCAA

OCS _R_5_TGTCAGTCCCCACACCAATA

Table 1 Microsatellite

: i Analysis
information from 454

No. of sequences

pyrosequencing Number of reads 69.601
Total bases (bp) 21.311.563
SSR sequences identified 2.769
Selection of microsatellites (using BatchPrimer3) 432
Secondary selection of microsatellite (using primer 3.0) 135
Amplification and control of PCR product on agarose gel 31
Microsatellite loci to synthesize with fluorescent dye 12
Polymorphism test with capillary sequencer 12

@ Springer
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Table 2 Genetic diversity of the ten microsatellite developed in Carcharhinus fongimanus and their cross-amplification in C. acronetus, C. perezi and G. cuvier

Locus  Primer sequence (5' - 3') Modf  Multiplex N Na Range Ho  He HWE PIC  F (Null) Number of samples in success of cross-species
dye amplification
C, acronoms G, cuvier C. peregi
N Range N Range N Range
0CS_01 F CCATAGTGTCAGGGGGTGTT (AGM  NED 22 5 154-180 0178 0704 0.000 0.640 05%6 - - - - - -
R_ ATCGGAGAGGGTTTGCATC
OCS_05 F CAAGCAAAGTGCAGGTTCAA (ACH  VIC 2% 8 78-128 0607 0780 0.000 0.738 0103 ¥ 7210 - - 396
R_ TGTCAGTCCCCACACCAATA 7 7
0OCS_06 F TGTTGCTGGATTCGGTGTTA (TCY  NED 28 6 302-342 0357 0.663 0.000 0.606 0321 - - = e -
R_ TCGCTCCCAAGAGGAAACTA
0CS_08 F TTGGATTCAGCAAATGGTAGG  (GA)17 FAM 2207 90-110 0714 0679 0.000 0.607 —0.043 - - & o = =
R_TCCCTCCTCGTGTCTCTCAC
0CS_09 F TTGGATGCTGCCTTTCTCTT (€AY VIC 26 6 72102 0423 0818 0.000 0773 0314 & 7682 - - 6 76-84
R_TCTCTCTCTCTCCCCCTGOT 6 T
0CS_I0 F GACTGCACCTTGTGGGATCT (CA)I1  PET 28 4 162-184 0785 0589 0.000 0.501 -0.188 - - “ e <oa
R_ TGCTGTGAGACCTTTCCTCA
0CS_13 F GCACTCACACATAGCAAACCA  (AC)I2 FAM 27 6 7892 0518 0774 0.000 0725  0.169
R_AGCATCACTICACTGTCTGGAG
OCS_17 F_.CAAGATTATGGTGCCCTGCT (TGY11  NED 6 4 150-164 0538 0750 0,000 0.687 0161 4 148-150 6/ 140-158 4/ 138-152
R_ TGTGACTGGAACAGGACTGG 7 7 7
0CS_19 F GCAGGAGAGACTOAGGGAAA  (TG)14  PET 27 7 175281 0444 0758 0.000 0704 0226 W 272 4 272-278 7 272-296
R_TGCATGGACAAATACACACATG 7 7 7
0CS_26 F GGACCCAAACAGAGCATCAC (ATT)8  FAM 28 6 148184 0535 0.615 0.011 0.531 0056
R CAAAAGGCATGACAAATCCA
OCS_28 F_GGAACAATCAAAGGGGGACT (GCAYY  PET 28 8 138-153 0785 0800 0000 0755 -0029 - - - = - -
R_ ATGCTGAGGTTATGGCAAGG
0CS_30 F COGAGAGGGACACAGGGTITA (GGT)S VIO 26 4 173188 0615 0472 0.376 0409 —0.166 6 179-185 7 185 6 176-185

R_ ACCCCCAATCCCATTAGATC

N number of individuals analyzed, Ma number of alleles, He expected heterozygosity, Ho observed heterozygosity, HWE probability of departure from Hardy-Weinberg equilibrium, PIC

polymorphism information content, F (Null) null alleles

IMOsaY 19US0) UONEAIISUOD)
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>AACACACAAACTCTCAGAGCGCAGAGTTCCA
GCATTTCCATTCAAATCCATTCAGCATCATATCCA
CACAAGCAAAGTGCAGGTTCAAAAGCGGATTGAG
ACACACACACACACACACTGAATCAGAGTGGGAA
TGTGTTCAGTACAGGGGGATTATTGGTGTGGGGA
CTGACAACTATCAGACTCCCATTTATCCTGAGTG
AGCTGGATACC

OCS8_6

OCS _F_6_ TGTTGCTGGATTCGGTGTTA

OCS _R_6_ TCGCTCCCAAGAGGAAACTA

>GATCTCGGAGGCTGGGAATTTGGAGGAGGGA
CAAGGCCACGGAGGGATGAGAATATTTGAATCCA
GGTGTTGCTGGATTCGGTGTTACTGACGGAAAGG
GGCAGAATGGCAAACGGAACTTGCTGCCAACTGG
GTTACAGTGATAGGGAGGGGGAGGGCAAATGAC
CTGTGGGCAAGGGTCACCCTTTGGAGATGCCGGG
ATAAGGGTCAAGGGTCAGGAAGGTATGACCCTGT
GGATCAAGGTCTATGGGTCGAGGGTCAGGGAAGT
ACGTAGGGGTGACCCAGTAACAGTTGTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTGTCAGCCCAGGACTGAATCCCATTC
CGAGCAGCAGGAAGCTGAGCTTCTCATTGTTTGTT
TGTCCCAGTAGTTTCCTCTTGGGAGCGACACTGCC
TCCCCCTCTCCCCCTCCTCA

OCS_8

OCS _R_8_TTGGATTCAGCAAATGGTAGG

OCS _F_8_ TCCCTCCTCGTGTCTCTCAC

>CCGAGATAGATGGTAAGTTCTCAATCATTTAA
AGTTTGCAGAATGGGCTATTTTCTGATGTTAAAAT
AAATTAATTCATTGGATTCAGCAAATGGTAGGTG
AGGATTTAAATGACAGAGGGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGAAGACAGACAG
TGAGAGACACGAGGAGGGAGGGAGGGAGGAGG
GAGAGGAGGGAGGGAGGAGGAGGGAGGGAGGA
GAGAGAGAGAGATAGACACAGACAGAC

0Cs 9

OCS _F 9 TTGGATGCTGCCTTTCTCTT

OCS _R 9 TCTCTCTCTCTCCCCCTGCT

>GAAGTTTATTTAAGAATACAGTTAATGTATAG
CAATAACTTTTGCCAATGGCAAACAAGGAAAAAA
TCCATGATATTACATAATCTTAGATAAATATATGA
AATGTTCCAACCAAACAAACCTCCCTGTAGAAAA
CCCTTGACACAGGGTTAGCACAGGAAATATGAAT
GCTCATACGATGCTAGAGCTTAGTCCTTTCATTGG
ATGCTGCCTTTCTCTTCACACACACACACACACAC
ACAGACAAGCTTAGAGTCAGGACAGCTTTCAAAA
ACAGCAGGGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
AGACAGAGACAGAGAGACAGAGAGAGACAGAGA
GAGAGA

0OCS_10

OCS _F_10_ GACTGCACCTTGTGGGATCT

OCS _R_10_ TGCTGTGAGACCTTTCCTCA

>CAACACAGCTGACTGCACCTTGTGGGATCTTG
CTGTGCACCACTGGGATTTTTTGTTTTAAAAAGGA

@ Springer

TTTGGCTTCATTTTAAGAGAGTTCCAGCCTTTCTG
GAGGTTTGGGATGACGTAGACACACACACACACA
CACACACGCGGTAGTGAGTGAGGAAAGGTCTCAC
AGCAGGCGAAAGGGTGGGAGCACTGGTGGGGGA
GGGGCAGGACTGGTGTCCCATCTGATTCAGGTTCA
CATACCTACTGCTGCTGTGGATCTTGCTGTGCACA
CACTGGGCCTGT

OCS8_13

OCS _F_13_GCACTCACACATAGCAAACCA

OCS _R_13 AGCATCACTTCACTGTCTGGAG

>ATTAGCACGTTGGTAAACACAGAAGCACTCA
CACATAGCAAACCATGAATATAACACACACACAC
ACACACACACACATACATACAATATTCTACTCCAG
ACAGTGAAGTGATGCTGTTTGTTGATGGAGCTGGT
TGATGCTGTTTGTTGATGGAGCTGGTTGATGCTGT
TTGCTGATGGAGC

0CS_17

OCS _F_17_ CAAGATTATGGTGCCCTGCT

0OCS _R_17_ TGTGACTGGAACAGGACTGG

>GGAGGAATCTGCGAATCCTTTCCCACAATTGG
AGCAGGTGAACAGTTTCTCCCCAGTGTGACGGCG
TCGATGTGTTTCCAGCCCAGACGGTCTTTTGCAAA
CCTTCCCACAGTCCGCACATTTCCACAGTTTTTCC
ATGTTGGAGATGTCCTTGTGTTGCTCCAGGTTTGA
CTATCAGTAGAAGTCTCACACAGAACAAGATTAT
GGTGCCCTGCTGTGATGGGGCAATATTTTTTACAG
CTATGTTTATGGCTGTGTAACTGGGAAGCTCTTTC
CACAGTCAATGCATGGGAAAATCTCAGTTAATTTT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCCAGTCCTGTTCCA
GTCACACTGATATTCAAGACTGCAAAAGCAGACA
GAACAGAGAAACTATTTTTCCTTCTAGATTCGAAA
GGCCGAATAGCATTCAGGTCCTGATGATTTGAGTG
ACTGTCAGATGTGATGTGATGTTTGATTT

0CS8_19

OCS _F_19_GCAGGAGAGACTGAGGGAAA

OCS _R_19_ TGCATGGACAAATACACACATG

>TTTATCCCTGTCCATGATTGTTTGATTCTCTCC
GTGTACGGCAGAGAGAGATTTTTAAAGTGAGCAC
GCAGCTGTGTCTCCAGAAGAACGGATCGATCATC
CATCTGCAGTTTAAAGTCACTTTAATGCAGGAGA
GACTGAGGGAAAGCAGCCAGACGCTGGATTCAGC
CTGAAGCAACCCAGTCACATTCCCTTCCCCACACT
GCTCTGTGTGTGTGTGTITTIGTGCGTTTGTCCTTGTG
CATGTTTGTGTGTGTGTATGCATACTTATATGTGC
GCGTGTAGGCATTTGTATGTCTATGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGCATGTATGTGTGTGTCTAT
ATGTACAAATCTATGTGTGTTTGATGTGTTTGTCA
TGTGTGTATTTGTCCATGCATGTGTTGTCACTNTG
TGTGTGTGTGTGTGTG

0CS_26

OCS _F_26_ GGACCCAAACAGAGCATCAC

OCS _R_26_ CAAAAGGCATGACAAATCCA
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>AGTTCCACTATATTTGGAGTAAGTTTAAATGA
TTTCCGGAAATGACTATTCCTGGTGGGACCCAAA
CAGAGCATCACTGAGCAAATTATTATTATTACCAT
GATTATTATTATTATTATTATTATTACCATTATTAT
TATTGCTTATTCAAGAATCCTTGATACTTCCTACT
ACGTTGACCGAGTTCCGCTCATTGGGCGGAAGTTG
GTCGAGTTGGATTTGTCATGCCTTITTGTGATCAGG
CATGTCTACCAAAATTCCACAGTGTTGTGTICTTITG
ATAGTATCTTAGCTGTACTTGAATAGATTGGCTGG
GGCACAGCTAGTCCCAGAGACAAAAAATCGTTAT
TATTGTTGCTGAAGTATTGTCAGGACGAATAATCT
TTACATTGTCCATTGCTTTTAACATGGGGTTAGAC
CACATACCAATCATGATCATTGCATCAACTCAGAG
AACCATTGTTCNCGCTGAGAGGCAGAGAAGCCA

0CS_28

OCS _F 28_ GGAACAATCAAAGGGGGACT

OCS _R_28_ ATGCTGAGGTTATGGCAAGG

>CAACTGGTTTAATGTTITTCCCTTCTACTCCAGG
GGCCAGAGTCTAACTGGTGAATGTTTTCCCTTICTG
CTCCAGGCACCACGTCCAAGTGGTTCAGGTTTTGC
CCCCGCTTGTCCAGAGGGAACAATCAAAGGGGGA
CTGCCATTGCCCACACCGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCTGGTTAATGTTTTCCCCTCGCAA
GTGGAAGCCTCCCTTCCCCACCTGGCTGACACACT
GACCTTGCCATAACCTCAGCATGTTTACAAACAC
TGCATGTCATTTCTTCAAAGCTTTGTTGACAGTITA
CCTGCACCTGTGTCAACACTCACCTCTCCCGCGCT
CTCAATGCAAATTCCAGTTGGACAAATGAATGGG
AATCATTGGACACGACAAACAAATACTTAGTCT

0CSs_30

OCS _F_30_ CGAGAGGGACACAGGGTTTA

OCS_R_30_ ACCCCCAATCCCATTAGATC

>ACGAGAGGGACACAGGGTTTAAGGTGCTGGG
GAGCAGGTACAGAGGAGATGTCAGGGGGTAAGT

TTCTCACTCAGAGGGTGGTGAGTGAGTGGAATTG
GCGGTGGTGGTGGTGGTGGAGGGGAACTCGCTGG
GGGTCTTTGAAGAGACTTCTGGATGAGTACATGG
GATCTAATGGGATTGGGGGTTATAGATAGGCCTG
GTAGGTAGAGGGATATCATCGGGGCAACTTGTGG
GCCGAAGGGCCTGTTTGTGCTGTAGTTTTTICTATG
TTCCAAAAGGGGACCAGACGTTGCGGCCTCATTA
CTTTTATGGGATGGGTTCCCCTGGAGGGCAGCATT
CTTTGTGAGGAGCCAAGTGTTCTCTTGCTTGGAGC
AGCAGCTCTGAGACCTGCTTGTTGTTTCTGCTGGT
TGGTTTACCAGGATGGAATATCAACAGCCAGCCA
CTGAGGCTTTGTAGCTGACGGATGGAAGGGTGAC
ATGACTAGGGTCATGGTGTCTGAACCATCTGGGG
TTGTGTC
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