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Resumo

Populacdes de elasmobranquios tém sofrido declinios severos nas Ultimas décadas
devido a massiva pressdo pesqueira. Com caracteristicas de vida que tornam a espécie mais
suscetivel a pesca, o tubardo-raposa Alopias superciliosus esta classificado atualmente como
vulneravel na lista vermelha de espécies ameacadas da IUCN. A espécie apresenta maturacdo
sexual tardia e somente dois (raramente quatro) filhotes a cada gestacdo, que dura
aproximadamente 12 meses. Estas caracteristicas evidenciam a necessidade de sistemas de
manejo pesqueiro adequados a estruturacdo populacional da espécie, que se apresenta como
um instrumento fundamental para sua conservacdo. Com o advento de novas tecnologias
atualmente € viavel utilizar ferramentas moleculares para elucidar questdes evolutivas e
genético-populacionais em organismos ndo modelos, gerando informacdes que podem
auxiliar na elaboracdo de planos de manejo. Tendo em vista a escassez de informacdes sobre a
dindmica populacional do tubardo-raposa, o presente estudo teve como objetivo o
desenvolvimento e aplicacdo de marcadores moleculares em amostras de A. superciliosus
provenientes de diferentes localidades dos oceanos Atlantico e Indico. Um total de 12
marcadores moleculares do tipo microssatélite, sendo 11 polimérficos e 1 monomorfico,
foram identificados e, a partir desta identificacdo, primers espécie-especificos foram
desenvolvidos e padronizados. Para acessar a diversidade genética e populacional de A.
superciliosus foram genotipados quatro destes marcadores, além da realizacdo do
sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial, em cerca de 200 amostras de
tubardo-raposa coletados ao longo de todo o Oceano Atlantico e parte do Oceano indico. Os
indices de diversidade nucleotidica e haplotipica encontrados nas sequéncias do DNAmt
foram baixos, sendo z=0.0012 + 0.0009 e h=0.127 £ 0.030, respectivamente. Duas linhagens
mitocondriais distintas foram identificadas, porem o DNAmt ndo demonstrou evidencias de

ocorréncia de estruturacdo populacional, com valores de @st negativos e nao significativos. Ja



com a utilizacdo de microssatélites foi possivel identificar diferenciacdo genética entre
algumas populagdes, com um Fst global de 0,072 (p-valor < 0,001), sendo identificada uma
estruturacdo forte entre as populagbes do centro-sudoeste do Atlantico e as demais
populacdes, bem como uma moderada estruturacdo entre a populacdo do sudeste desta bacia
oceanica e os individuos coletados na parte centro-nordeste. Mesmo ndo sendo incomum em
elasmobranquios a identificacdo de baixos valores de diversidade genética entre populacdes,
os resultados aqui obtidos evidenciaram valores que estdo entre 0s mais baixos ja registrados
para elasmobranquios. A complexa dinamica populacional do tubardo-raposa identificada no
presente estudo pode ser explicada devido a uma baixa variabilidade causada provavelmente
pela acdo de efeito fundador, migracdes inter-ocednicas recentes e uma forte estruturacdo
populacional no Atlantico sul. Neste contexto, dois clados distintos foram identificados,
estando separados por um minimo de 8 passos mutacionais, sendo que o clado menos
frequente é composto por apenas cerca de 4% dos individuos analisados e encontrado somente
no Atlantico leste. Fatores como indicios de endogamia, estruturacdo populacional
evidenciada principalmente na regido centro sudoeste do Oceano Atlantico e a identificacdo
de um clado aparentemente raro e com distribuicdo limitada impdem a necessidade de
maiores esforcos nas estratégias de conservacdo, sobretudo na regido leste do Oceano

Atlantico, onde a diversidade genética ainda é menos reduzida.

Palavras-chave: Alopiidae, manejo pesqueiro, tubardes, delimitacdo de estoques, genética da

conservagao, SSR.



Abstract

Elasmobranch populations have suffered severe declines during the last decades due to
massive fisheries pressure. The bigeye thresher shark Alopias superciliosus is currently
classified as vulnerable according to the IUCN Red List since its life characteristics make this
fish prone to fisheries. This species shows late sexual maturity and only two (rarely four)
young born per gestation, which lasts approximately 12 months. Due to the natural
vulnerability of this shark, elaborating a fisheries management system adequate to the species
population structure is fundamental to its conservation. New technologies enable the usage of
molecular tools to answer evolutionary questions in non-model organisms. Considering the
lack of information about the population genetics of this species, the aim of this study was to
develop and apply molecular markers for samples of A. superciliosus from the Indian and
Atlantic oceans. Species-specific primers have been developed and standardized from 12
microsatellite markers, being 11 polymorphic and one monomorphic. Four of these
microsatellite markers were genotyped and the mitochondrial DNA control region was
sequenced, for approximately 200 samples of bigeye thresher shark from the Atlantic Ocean
and part of the Indian Ocean, to understand the population dynamics and the genetic diversity
of this species. Low values of nucleotide and haplotype diversity were found in the mtDNA
(==0.0012 + 0.0009 e h=0.127 + 0.030, respectively). Although the mtDNA has not
demonstrated a significant population structure (negative and non-significant values of @sr)
two distinct mitochondrial lineages were found. On the contrary, the microsatellite markers
showed a significant population structure (Fst = 0.072, p-value <0.001) and a strong genetic
structure was identified between the populations of the central-southwest of the Atlantic and
other populations, as well as a moderate structuring between the southeastern population of

this ocean basin and individuals collected in the central-northeast. Despite not being unusual



for elasmobranchs to identify low values of genetic diversity among populations, the results
obtained in this study show values that are among the lowest values for elasmobranchs. The
complex population dynamics of the bigeye thresher shark identified in the present study can
be explained due to a low variability probably caused by the action of founding effect, recent
inter-oceanic migrations and a strong population structure in the South Atlantic. In this
context, two distinct clades were identified, being separated by a minimum of 8 mutational
steps, and the less frequent clade is composed by only around 4% of the individuals analyzed
and found only in the eastern Atlantic. Factors such as evidence of inbreeding, population
structuring evidenced mainly in the southwest central region of the Atlantic Ocean and
identification of an apparently rare clade with limited distribution impose the need for greater
efforts in conservation strategies, especially in the eastern Atlantic region, where genetic

diversity is still less reduced.

Keywords: Alopiidae, fisheries management, sharks, conservation genetics, SSR.
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1. Introducéo

1.1 Caracteristicas gerais da espécie

O tubardo-raposa Alopias superciliosus (Lowe, 1841) é um lamniforme representante da
familia Alopiidae (Figura 1) e pode ser distinguido das outras duas espécies do género
Alopias, A. vulpinus e A. pelagicus por possuir olhos grandes e um sulco incomum em forma
de “V” na regido dorsal da cabeca (Compagno 2001, Smith et al. 2008). A espécie A.
superciliosus esta distribuida circunglobalmente, podendo ser encontrada em &guas tropicais e
temperadas (Figura 2) (Compagno 2001). Possui distribuicdo semelhante a outra espécie do
género, Alopias vulpinus, que é geralmente € capturada mais proximo a costa, enquanto A.

superciliosus é capturada em regides oceanicas (Preti et al. 2008).

Lateral View (£)

Ventral View (J)

Figura 1. Representacdo grafica da espécie de tubardo-raposa Alopias superciliosus (Ebert 2014)
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Tubardes da espécie A. superciliosus, assim como 0s demais membros da ordem
Lamniformes, apresentam viviparidade aplacentaria com oofagia embrionéria e dentre as trés
espécie que compdem a familia é a que apresenta maturacdo sexual mais tardia (Smith et al.
2008). As fémeas atingem a maturidade sexual entre 12 e 13 anos, com cerca de 340 cm
(Comprimento Total - CT), tendo um periodo de gestacdo de aproximadamente 12 meses e
produzem geralmente apenas dois e raramente quatro filhotes por ninhada, enquanto os
machos comecam a se reproduzir entre nove e 10 anos, com aproximadamente 280 cm (CT)
(Chen et al. 1997, Liu et al. 1998). Também conhecida popularmente no Brasil como tubarao-
raposa-olhudo, A. superciliosus apresenta caracteristicas comuns a organismos K-
estrategistas, como a ja citada maturacdo tardia, baixa fecundidade e crescimento lento (Soto

2001, Smith et al. 2008).
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Figura 2. Distribuicao da espécie Alopias superciliosus. A faixa marcada representa areas onde a
espécie ja foi encontrada (Compagno 2001)

Atualmente A. superciliosus é listada como espécie globalmente vulneravel e
embora ainda sejam insipientes as avaliacdes de grande escala, esta vem apresentando fortes

indicios da fragilidade populacional frente a pressdo pesqueira, constatada pelo acentuado
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declinio populacional que vem sendo observado. Além da avaliagdo de globalmente
vulneravel pela IUCN, uma série de avaliacdes regionais também tem sido levantadas para
esta espécie, sendo relacionada como vulneravel no leste do Pacifico central, em perigo no
noroeste e na regido centro-oeste do Atlantico, quase ameacada no sudoeste do Atlantico e

vulneravel no oeste do Indo-Pacifico (Amorim et al. 2009).

1.2 Exploracdo Pesqueira

Tubardes Alopias superciliosus sdo pescados principalmente com a utilizacdo de
espinhéis e aparecem como fauna acompanhante na pesca dirigida para peixes teledsteos de
alto valor comercial em todo o mundo (Compagno 2001). A captura do tubardo-raposa-olhudo
¢ comum na pesca do espadarte Xiphias gladius, espécie que parece ocupar nicho ecoldgico
semelhante ao de A. superciliosus, que difere, porém daqueles ocupados por outras espécies
pelagicas (Nakano et al. 2003).

Visando aspectos relacionados a protecdo e conservacdo da espécie, a captura de
A. superciliosus é atualmente proibida em &guas territoriais dos EUA desde o ano de 2000,
pelo Plano de Gestdo dos Tunideos, Espadartes e Tubardes (Amorim et al. 2009). Em 2008,
na resolugdo 08-07 da ICCAT (Comissao para a Conservagao do Atum no Atlantico), ficou
determinado que exemplares de A. superciliosus capturados no Oceano Atlantico, em areas
que a ICCAT administra a pesca, devem ser soltos vivos ou mortos. Se 0s animais estiverem
vivos no momento de verificagdo das armadilhas, estes deverdo ser devolvidos ao mar sem
ferimentos e todas as capturas incidentais e solturas de tubarfes vivos deverdo ser reportadas
a ICCAT, de acordo com as normas determinadas (ICCAT 2008). Mais recentemente, pela
Instrucdo Normativa Interministerial nimero 5 do Ministério do Meio Ambiente (IBAMA) de

15 de abril de 2011, a espécie A. superciliosus passou a ser protegida por lei em todo o
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territério brasileiro, sendo proibida sua captura, desembarque, armazenamento e
comercializacdo (MMA 2011).

Até meados da década de 70 as barbatanas de tubardes eram consideradas artigo
de luxo na China, o que impedia o consumo pela grande maioria da populacéo. No inicio dos
anos 1980, mudancas politicas e econdmicas ocorridas em todo o mundo afetaram os
mercados consumidores, o que possibilitou 0 aumento do poder de compra das populacdes
principalmente gracas a diminuicdo de impostos sobre a importacdo de nadadeiras de tubardes
no mercado oriental (Castro et al. 1999). Mesmo com o baixo valor da carne, parte da pesca
marinha mundial nas Gltimas décadas foi entdo direcionada para a captura de elasmobranquios
devido principalmente ao valor elevado atribuida as nadadeiras e consequente aumento do
consumo pelo mercado asiatico (Castro et al. 1999, Bonfil 1994).

A maioria dos tubardes possui uma rara combinacdo de caracteristicas bioldgicas
que determinam o baixo potencial reprodutivo da muitas espécies (Castro et al. 1999), e por
serem organismos K-estrategistas, sdo mais suscetiveis a sobrepesca que 0s peixes teledsteos
(Bonfil 1994, Stevens et al. 2000). Devido as caracteristicas naturais do grupo e ao aumento
continuo das capturas, a vulnerabilidade das espécies pde em risco a sustentabilidade da pesca
de elasmobranquios, ja que apos esgotamentos graves causados por fenémenos naturais ou
pela agdo humana, a recuperacdo das populagdes pode levar muitos anos para a maioria das
especies (Bonfil 1994), que ja estdo demonstrando indicios de diminuigcdes populacionais
drésticas em algumas regides do planeta e, em um contexto global, varias espécies de tubardes
e raias vem sendo progressivamente incluidas nas listas de risco iminente de extin¢do pela
IUCN (Cambhi et al. 1998, Compagno 2001; Baum et al. 2003).

O real impacto da sobrepesca sobre os elasmobranquios € ainda pouco conhecido
(Castro et al. 1999, Dulvy et al. 2008). Grande parte da dificuldade em determinar este

impacto deve-se ao conhecimento bioldgico restrito dos componentes do grupo, a escassez de
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estatisticas pesqueiras espécie-especificas e a falta de modelos de avaliacdo demogréafica
especificos para elasmobranquios. (Castro et al. 1999). Adicionalmente a falta de dados
bioldgico-pesqueiros sobre os tubardes e raias mais explorados, as espécies pelagicas
apresentam uma maior complexidade na avaliacdo e monitoramento das populacdes devido a
sua distribuicdo abrangendo vastas areas geogréaficas, chegando a ser muitas vezes

circunglobal (Baum et al. 2003).

1.3 Identificacdo de estoques

O conhecimento da estruturacdo populacional é essencial para a gestdo eficaz de
uma espécie, uma vez que estoques diferenciados geograficamente podem exigir manejo
diferenciado (Keeney 2004). Neste sentido a identificacdo dos estoques constitui o
procedimento basico para a criacdo e implementacdo de programas que utilizem o0s recursos
pesqueiros de forma sustentavel (Bonfil 2005).

No Atlantico Norte, onde a disponibilidade de informagfes tem sido um pouco
mais consistente, pode-se destacar a existéncia de diversas espécies que ja apresentam
drasticos declinios populacionais. Para as espécies de tubardo-martelo Sphyrna zygaena,
Sphyrna lewini e Sphyrna mokarran foram constatadas reduc¢des populacionais de até 89%.
Entre as espécies de tubardo-raposa Alopias superciliosus e A. vulpinus observa-se uma
reducdo de cerca de 80% em seus estoques. E a espécie Carcharhinus longimanus, conhecida
como tubardo galha-branca, apresenta reducdo populacional de 70% (Compagno 2001, Baum
et al. 2003).

Quando individuos de uma mesma espécie sdo segregados em diferentes unidades
reprodutivas é possivel detectar diferencas genéticas que refletem a magnitude do isolamento

entre essas populacdes. A partir das diferencas entre populagdes que ocupam localidades
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distintas é possivel estimar indiretamente padrbes de fluxo génico e, consequentemente, 0s
niveis da estruturacdo da espécie na area amostrada (Heist 2004).

A existéncia de poucas barreiras a migracdo faz com que a estruturacao genética
em espécies marinhas seja menos pronunciada do que em espécies de dgua doce (Ward et al.
1994). Além disso, a estruturacdo parece ser ainda menos pronunciada em espécies pelagicas
com capacidade de migrar grandes distancias (Waples 1998). Porém, a generalizacdo sobre a
idéia da existéncia de homogeneidade genética em ambientes marinhos pode muitas vezes
estimular a sobreexploracdo das espécies, reduzir ainda mais os niveis de variabilidade e

possibilitar a eliminacdo de estoques locais (Smith et al. 1990, Kuusipalo 1999).

1.3 Marcadores moleculares
1.3.1 DNA mitocondrial

O material genético mitocondrial é utilizado h& aproximadamente duas décadas
para estabelecer a ligacdo genealdgica entre os individuos e seus ancestrais comuns (Avise
2000). A observacdo de que haplétipos de DNA mitocondrial de populacBes de muitas
espécies estdo agrupados e que estes agrupamentos acompanham padrBes biogeograficos
introduziu uma dimensdo filogenética nas discussdes sobre a estrutura das populagdes,
levando a proposi¢cdo do termo “filogeografia” (Avise et al. 1987, Avise 2000). Desta
maneira, com base na distribuicdo geografica dos haplotipos identificados e na divergéncia
encontrada entre eles, Avise (2000) discute a possibilidade de determinar taxas de migragéo,
existéncia de barreiras ao fluxo génico, extin¢do de haplotipos intermediarios, ocorréncias de
zonas hibridas e de realizar inferéncias cladisticas sobre as espécies.

Com base em algumas caracteristicas peculiares como a presenca de somente
genes ortologos, falta de recombinacdo e taxas de substituicdo aproximadamente 10 vezes

maiores que as encontradas para genes nucleares, 0 DNA mitocondrial tornou-se também uma
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ferramenta comum e eficiente para elucidar as relacdes entre os individuos nos vertebrados,
em diferentes escalas evolutivas (Brown et al. 1979, Grissi et al. 2000).

Embora o DNAmt seja relativamente bem conservado entre distintas espécies
animais, sua ordem e estrutura génica tém mostrado variacdo em diferentes grupos. Um
exemplo dessas diferencas esté relacionado a regido controladora deste segmento gendmico
(Heist 2004). A regido controle do DNAmt é caracterizada por apresentar alta variabilidade
devida principalmente a ocorréncia de substituicbes de nucleotideos, presenca de curtas
delecdes e insercdes e variacdo no numero de repeticdes em tandem. Esta regido gendmica é
dividida em trés principais dominios: Dominio | - rico em adenina e citosina, corresponde a
regido adjacente ao RNALt, possui sequéncias associadas com o término de replicacdo da fita
H e frequentemente inclui repeticbes em tandem de nimeros variaveis (VNTRs - Variable
Number of Tandem Repeats); Dominio Il - rico em citosina e guanina, é caracterizado por ser
0 dominio mais conservado; e Dominio Il - rico em adenina e timina, localizado préximo ao

RNAtPhe (Baker & Marshal, 1997).

1.3.2 DNA nuclear

Dentre os diversos marcadores moleculares existentes, os microssatélites, também
chamados de SSR (Simple Sequence Repeats) apresentam uma série de caracteristicas
desejaveis em estudos genéticos, por serem de caracteristica codominante, ou seja, permitem a
distingdo entre individuos homozigotos e heterozigotos, 0 que os tornam altamente
informativos; sdo multialélicos devido ao processo recorrente de expansdo e contracdo no
numero de unidades repetitivas ao longo das geracdes, possibilitando a discriminacdo de
individuos geneticamente distintos (Powell 1996).

O alto polimorfismo observado neste tipo de marcador € decorrente das altas taxas

de mutacdo presentes nas regides microssatélites, com cerca de 10° a 10" nucleotideos por
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loco por geracdo, resultando em uma ampla variagdo no numero de unidades repetidas
(Ellegren 2004). Sdo também amplamente utilizados na construcdo de mapas geneéticos,
analises de paternidade e estudos forenses (Zhao & Kochert 1993, Ferdig & Su 2000, Melo et
al. 2008). Apresentam-se como sequéncias de 1 a 6 bases repetidas em tandem e estdo
presentes em organismos procariotos e eucariotos, em maior ou menor abundancia, podendo
ser encontrados em regides codificantes e ndo codificantes do genoma (Chambers & Macavoy
2000, DeWoody & Avise 2000).

A grande aplicabilidade dos microssatélites em tubardes pode ser evidenciada
primeiramente pela quantidade de artigos recentes disponiveis na literatura referentes ao
isolamento e caracterizacdo desses marcadores entre 0s representantes deste grupo (e.g.,
Boomer et al. 2010, Chabot et al. 2011, Kang et al. 2012, Chabot et al. 2012, O’Leary et al.

2013)

1.4 Estudos genéticos em espécies de tubardes

Em estudos genéticos com amostras globais do tubardo frade Cetorhinus
maximus, Hoelzel e colaboradores (2006) encontraram poucos hapldtipos e baixa diversidade
nucleotidica, ndo sendo detectados valores de estruturacdo entre os individuos capturados em
diferentes oceanos; sugeriram, assim, a existéncia de um possivel gargalo populacional,
ocorrido possivelmente no Holoceno como fator determinante da homogeneidade genética
encontrada atualmente.

Karl e colaboradores (2011), ao analisar individuos de tubardo-cabeca-chata
Carcharhinus leucas de trés locais do sul dos EUA e de um ponto proximo a regido norte do
Brasil, encontraram menor variabilidade na regido controle do DNA mitocondrial do que nos
loci de microssatélites analisados. Tal diferenca foi interpretada como uma indicacdo de

provavel filopatria das fémeas. Além disso, com o auxilio do marcador mitocondrial, foi
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evidenciada uma forte estruturacdo entre os tubardes C. leucas encontrados nas localidades do
norte e sul dos EUA e os tubarfes amostrados nas localidades mais ao sul, préximas ao Brasil.
Os niveis de estruturacdo identificados parecem indicar que as regides de bercario da espécie
podem ser geneticamente mais isoladas do que se pensava (Karl et al. 2011).

A andlise populacional utilizando marcadores nucleares e mitocondriais com o
tubardo-lixa Ginglymostoma cirratum no Atlantico Ocidental evidenciou uma moderada
estruturacdo populacional na area analisada, indicando que para esta espécie as regides de mar
aberto formam barreiras muito mais efetivas do que longas distancias em aguas rasas, sendo,
entdo, refutada a hipétese de filopatria, ja que os padrdes encontrados foram similares para
todos os marcadores utilizados (Karl et al 2012). Contudo, ndo € possivel determinar um
padrdo, principalmente em espécies com alta capacidade migratéria. Populagdes
significativamente diferenciadas foram observadas em tubardo branco, um lamniforme
pelagico com ocorréncia no Atlantico, com ao menos duas populacGes separadas ao leste e
oeste desta bacia oceanica (O’Leary et al. 2015).

Em populacbes de tubardo baleia Rhincodon typus, a diferenciacdo genética
detectada foi classificada como relativamente alta entre localidades nos oceanos Atléantico e
Indo-Pacifico (Vignaud et al. 2014). Cardefiosa e colaboradores (2014) analisaram 351
individuos da espécie Alopias pelagicus e detectaram forte estruturacdo populacional para a
especie, sendo que duas unidades foram identificadas através do marcador mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade 1. Porém, estudos com outras espécies pelagicas
demonstraram a ocorréncia de estruturacdo populacional fraca ou ausente, como em
Cetorhinus maximus (Hoelzel et al. 2006), Rhincodon typus (Taguchi et al. 2014) e
Pseudocarcharias kamoharai (Silva Ferette et al. 2015). A auséncia de estruturacdo
populacional também foi detectada em um estudo anterior com o tubardo-raposa-olhudo

Alopias superciliosus (Trejo 2005).
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2. Objetivos

Considerando-se a urgente necessidade da proposicéo e efetivacdo de medidas de
conservacao para um grande nimero de espécies de tubardes e a atual falta de informagdes em
escala global que poderiam viabilizar estas medidas, o presente estudo visou gerar
informacBes sobre a dindmica populacional da espécie de tubardo-raposa Alopias
superciliosus com a aplicacdo de técnicas de genética molecular utilizando como marcadores

sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial e microssatélites.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram listados os seguintes objetivos

especificos:

« Construir bibliotecas gendmicas a partir da técnica de pirosequenciamento e desenhar
pares de iniciadores que flanqueiam as regiGes microssatélite nucleares do genoma de Alopias

superciliosus;

 Padronizar as condi¢cdes de amplificacdo dos pares de iniciadores desenvolvidos para
cada uma das regides de microssatélites, selecionando marcadores que apresentarem

polimorfismos;

 Caracterizar a diversidade genética do tubardo-raposa-olhudo Alopias superciliosus ao
longo de sua distribuicdo utilizando marcadores microssatélites e sequencias da regido
controle do DNA mitocondrial;

+ Identificar o nimero e a distribuicdo geografica dos haplétipos de DNA mitocondrial

de Alopias superciliosus nos oceanos Atlantico e indico;

» Propor hipdteses filogeograficas estabelecendo as relagdes entre as populagdes da

espécie nas areas estudadas;

» Gerar informagOes para subsidiar programas de manejo adequado e exploracéo

sustentavel dos estoques pesqueiros de Alopias superciliosus na totalidade de sua distribuicéo.
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3. Resultados e discussdo

As informacOes obtidas dos estudos efetuados sobre a dindmica populacional da
espécie de tubardo-raposa Alopias superciliosus foram organizadas na forma de artigos

cientificos, que sdo apresentados a seguir.

3.1 Capitulo1

Caracterizacdo de 12 loci de microssatélites espécie-especificos do tubardo-raposa

Alopias superciliosus (Lamniformes, Alopiidae).

3.2 Capitulo 2

Diversidade genética e estruturacdo populacional do tubardo-raposa Alopias
superciliosus (Lamniformes, Alopiidae) nos oceanos Atlantico e Indico: implicagbes para

conservagao.
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3.1 Capitulo1

Caracterizacdo de 12 loci de microssatélites espécie-especificos do tubardo-raposa

Alopias superciliosus (Lamniformes, Alopiidae).

Resumo

O tubardo-raposa € uma espécie com distribuicdo circunglobal que tem apresentado
declinios populacionais severos, sendo atualmente apontada como a espécie com maior risco
nas atividades que resultam em sobrepesca no Oceano Atlantico. O presente estudo teve como
objetivo o desenvolvimento de marcadores do tipo microssatélite para a espécie Alopias
superciliosus utilizando técnicas de sequenciamento de nova geracdo. De um total de 12 loci
de microssatélites que foram identificados, sendo dez dinecleotideos e um hexanucleotideo,
onze se apresentaram polimdrficos. Com a utilizacdo destes marcadores, estudos genéticos
populacionais poderdo identificar possiveis estoques distintos e auxiliar diretamente na

elaboracdo de planos de manejo para a espécie ao longo de toda sua distribuicéo.

Introducdo e metodologia

O tubardo-raposa Alopias superciliosus € uma espécie de elasmobranquio de distribuicao
circunglobal que habita regides tropicais e subtropicais principalmente em oceano aberto,
podendo, contudo, ser encontrado também em éareas costeiras (Compagno 2001). Possui
maturacdo sexual tardia, com uma gestacdo de aproximadamente 12 meses e nascimento
comum de dois e raramente de quatro filhotes por ninhada (Chen et al. 1997, Liu et al. 1998,
Compagno 2001). Com evidéncias de declinios populacionais severos, atualmente é listado
como vulneravel na Lista Vermelha da IUCN (International Union for Conservation of Nature

and Natural Resources) e é apontado por Cortés e colaboradores (2010) como a espécie com
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maior risco de sobre-pesca do Atlantico (Baum et al. 2003, Dulvy et al. 2008, Amorim et al.
2009). Considerando a necessidade de ferramentas que possam auxiliar na geracdo de dados
acerca da dindmica populacional da espécie, além de fornecer informacdes de relacdes
familiares e evolutivas, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de primers

de microssatélites espécie-especificos para Alopias superciliosus.

O material gendmico total foi extraido de um individuo de Alopias superciliosus
proveniente da regido equatorial leste do Oceano Atlantico utilizando kit comercial DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Uma amostra de aproximadamente 100 ng de
DNA de alta qualidade foi sequenciada através da técnica de pirossequenciamento em
sequenciador Roche 454 GS FLZ, com procedimentos descritos por Margulies e
colaboradores (2005). A partir de 48959 sequéncias geradas, o software
MSATCOMMANDER versédo 0.8.2 (Faircloth 2008) foi utilizado para selecionar sequéncias
com numero minimo de repeticBes (sendo 8, 6, 3, 3 e 3 para di-, tri-, tetra-, penta- e hexa-
nucleotideos, respectivamente). Primers forward e reverse foram desenhados em regifes
gendmicas que flanqueiam as sequéncias microssatélite utilizando o software BatchPrimer3
(You et al. 2008). Para o desenho dos primers, 0s seguintes parametros foram considerados:
(1) tamanho do primer entre 18 e 22 pares de bases (pb); (2) conteudo de GC 40-60%; (3)
temperatura de anelamento entre 50°C e 60°C (6timo em 55°C) e (4) tamanho esperado do

fragmento amplificado entre 100 e 500 pb.

O material gendmico das amostras de tecido dos 32 individuos foi extraido com a
utilizagao de um protocolo de extracdo em placa “Glass-fiber protocol” (Ivanova et al. 2006).
Uma cauda M13 foi adicionada a extremidade 5 de cada primer forward ou reverse para
permitir a marcacgao com fluorescéncia, conforme o protocolo descrito por Schuelke (2000). A
reacdo foi feita em um volume final de 12,5 pl contendo 1,0ul de DNA gendémico (50-100

ng/ul), 1,25ul de tampao 10x (phONEUTRIA), 0,2ul de primer F (10uM), 0,2ul de primer R
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(10uM) e 0,05ul de primer M13 marcado com a fluorescéncia (FAM ou VIC), 1,25ul de
dNTPs (2mM), 0,5ul de MgCl2 (50mM) e 0,Iul de Taq (5U/ul, phONEUTRIA). A
amplificacdo dos loci foi realizada com as seguintes condicbes de termociclagem:
desnaturacdo inicial a 94°C (10 min) seguida de 20 ciclos a 94°C (45 seg), 55°C (50 seg) e
68°C (50 seg); anelamento do primer M13 com fluorescéncia por 20 ciclos a 94°C (30 seg),
53°C (45 seg) e 68°C (45 seg); seguidos de uma etapa de extenséo final a 68°C (40 min).
Posteriormente, 3,0ul dos produtos de PCR obtidos foram adicionados a 6,3 pl de formamida
e a 0,2ul de GeneScan™ 500 LIZ® Dye Size Standard v2.0 e genotipados num sequenciador
ABI 3130 (Applied Biosystems). O numero de alelos por locus, heterozigozidade observada e
esperada e o teste exato para verificar eventuais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg

foram calculados pelo software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010).

Resultados e discussao

Um total de 12 loci de microssatélites, sendo onze dinucleotideos e um hexanucleotideo
foram genotipados e confirmados. Onze destes loci apresentaram polimorfismos, com numero
de alelos variando entre 2 e 13 e numero médio de 6 alelos. Cinco marcadores (Asup06,
Asup07, Asup08, Asupl6 e BTH_27) ndo se encontram em Equilibrio de Hardy-Weinberg

(Tabela 1).

Os dados obtidos reforgcam a aplicacdo do sequenciamento de nova geracdo utilizando
a técnica de pirossequenciamento no desenvolvimento de marcadores microssatélites espécie-
especificos em elasmobranquios. Os resultados obtidos no presente estudo se apresentam
como ferramentas importantes para analises populacionais em tubardo-raposa, contribuindo
assim para a geracdo de informacdes que podem ser utilizadas diretamente na elaboracgéo de

planos de manejo para a espécie e possibilitam a identificacdo de caracteristicas evolutivas e
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estratégias de manutencdo da variabilidade genética para esta espécie, como a ocorréncia de

paternidade multipla, ainda ndo testada para a A. superciliosus.

Tabela 1. Loci de microssatélites identificados para Alopias superciliosus. N = nimero de individuos
analisados; K = numero de alelos; Ho = Heterozigosidade Observada; He = Heterozigosidade
esperada; EHW = valor de P no teste exato; * p-valor <0,05; * = sequéncia TGT AAA ACG ACG
GCC correspondente a cauda M13.

Tamanho
Primer Sequéncia5' - 3' Motivo (pb) N K Ho He EHW
Asup06 F *GAATACAAGCACCAGGTTTC (AC)10 210-226 28 8 0,464 0,798 0,000*

R CACCCCTAAAATCCATGTC

Asup07 F *TCAGACAGAGTAAAGGTCACAC (AT)10 180-204 28 13 0,286 0,908 0,000*
R TCTGGCCTGTTTAGATATGG

Asup08 F CCTCAATGAAGCTAGAGGAC (CT)10 198-208 28 4 0,214 0,605 0,000*
R *TATTCAAGAGGGAGGTTGG

Asupl2 F *CTCAGGGTACAGAGTGTCTCA (TC)12 204 28 1 - - -
R GGCGAAGAGAGAAAGATAGAG

Asuplé F °*GATGAGTCAAAGCCACCA (CA)12 188-208 12 7 0,750 0,830 0,008*
R GACCCATTTATCCCTACTCTC

Asupl? F °‘ACTGCCTTCCTGTTTCTGT (To)11 203-213 12 6 0,583 0,772 0,098
R GATCTCAGAGGGTTGTAGGAT

Asupl9 F °PACTGCCTTCCTGTTTCTGT (TO)11 203-213 12 6 0,583 0,714 0,414
R GATCTCAGAGGGTTGTAGGAT

Asup20 F *ACTGCCTTCCTGTTTCTGT (TC)11 203-213 12 6 0,750 0,750 0,411
R GATCTCAGAGGGTTGTAGGAT

Asup2l F °3GGCTTCTCTTTGAATCAGG (TG)12 197-208 12 5 0,750 0,801 0,057
R CTGACAACCAGGGACTATTCT

Asup24 F *TAAACTGAGCAGCCAGAGAT (AT)12 206-208 12 2 0,833 0,522 0,077
R ACCACACTGGAAAACAGGT

Asup26 F TACATGGCTCTACCACTTCTC (TC)14 242-257 11 5 0,545 0,797 0,260
R *GTGTTCTGCTCAGGCTATTC

n

BTH_27 *AGT TCCTCC TCGCCTTTC AC (GGGAGG)3 239-284 28 5 0,179 0,636 0,000*

R CCC AAT GTCAGG TCACTC AA
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3.2 Capitulo 2

Diversidade genética e estruturacdo populacional do tubardo-raposa Alopias
superciliosus (Lamniformes, Alopiidae) nos oceanos Atlantico e Indico: implicagbes para

conservacao.

Resumo

O tubardo-raposa Alopias superciliosus é uma espécie peldgica altamente
migratoria com distribuicdo circunglobal, ocorrendo em areas oceénicas e costeiras,
particularmente em regides tropicais. Atualmente ¢ avaliada como “Vulneravel” pela [IUCN
(International Union for Conservation of Nature) devido ao forte declinio populacional
verificado nos dltimos anos, sendo apontada como a espécie com maior risco de sobrepesca
no Oceano Atlantico. Considerando a escassez de informac@es acerca da diversidade genética
e dindmica populacional da espécie, o presente estudo teve como objetivo avaliar os padrbes
de estruturacdo genético-populacional em Alopias superciliosus e gerar informacGes acerca da
variabilidade genética da espécie no Oceano Atlantico e parte do Oceano indico. Um total de
212 individuos do oceano Atlantico e 16 individuos do Oceano Indico foram analisados
utilizando sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial e quatro loci de
microssatélites. Apenas dez haplotipos foram identificados, sendo o mais frequente
compartilhado por cerca de 90% dos tubardes analisados. Os valores para diversidade
nucleotidica e haplotipica foram n=0.00118 + 0.00089 e h=0.127 + 0.030, respectivamente.
Os valores de diversidade encontrados foram baixos, estando entre os menores ja registrados
em elasmobranquios com esse mesmo marcador. As comparacOes realizadas com as
sequéncias da regido controle ndo evidenciaram estruturacdo populacional para as amostras
analisadas, enquanto o valor de Fsr global foi de 0,072 com p-valor < 0,001 utilizando os

marcadores microssatélites. Considera-se que este padrdo pode ser devido a uma baixa
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variabilidade causada pelo efeito fundador, por migragdes interoceanicas recentes e mesmo
por uma forte estruturacdo populacional no Atlantico sul. As analises revelaram também a
existéncia de dois clados distintos separados por um minimo de 8 passos mutacionais. O clado
menos frequente foi compartilhado por apenas cerca de 4% dos individuos analisados, sendo
encontrado somente no leste Atlantico. Caracteristicas especificas como indicios de
endogamia, estruturacdo populacional evidenciada principalmente na regido centro sudoeste
do Oceano Atlantico e a identificacdo de um clado aparentemente raro e com distribuicdo
limitada certamente impdem a necessidade de maiores esforcos em estratégias de
conservacdo, sobretudo na regido leste do oceano Atlantico, onde encontra-se a maior
representatividade da diversidade genética da espécie, resguardando seu ja limitado potencial

evolutivo

Palavras-chave: elasmobranquios, Alopiidae, manejo pesqueiro, delimitacdo de estoques,

genética da conservacao.

Introducéo

A continua pressdo pesqueira direcionada ou ndo sobre muitas espécies de
elasmobranquios tem provocado declinios populacionais drasticos em diversas regifes do
planeta. Invariavelmente, estratégias de manejo e conservacao de elasmobrénquios, sobretudo
de espécies pelagicas oceéanicas, tém sido dificultadas pela escassez de informacGes
populacionais, dados de captura espécie-especificos e informacfes sobre a delimitacdo e
estado dos estoques ao longo das areas de distribuicdo das espécies.

A maior parte dos oceanos ndo exibe barreiras Obvias a migragéo e dispersdo das
espécies (Waples 1998). Neste sentido, diversos métodos tém sido utilizados para identificar

estoques pesqueiros com delimitagdes populacionais distribuidas geograficamente, incluindo
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tagging, medicOes de calcificacdo de algumas estruturas e avaliacdes genéticas (Kumar et al.
2012). Em espécies marinhas de grande porte altamente migratdrias, diversos estudos
utilizando ferramentas genéticas demonstraram algum grau de estruturacdo populacional nos
oceanos em diferentes escalas, tais como nos tubardes Rhincodon typus (Castro et al. 2007,
Vignaud et al. 2014), Carcharodon carcharias (Jorgensen et al. 2009, O'Leary et al. 2015),
nos peixes 0sseos Xiphias gladius (Bremer et al. 1996, Lu et al. 2006), Thunnus obesus
(Martinez et al. 2006), Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al. 2008) e em espécies
costeiras com menores indices de migracdo, como o0s tubardes Carcharhinus falciformis
(Clarke et al. 2015), Carcharhinus plumbeus (Portnoy et al. 2010), Cacharias taurus (Ahonen
et al. 2009), Carcharhinus limbatus (Keeney & Heist 2006) e Rhizoprionodon lalandii
(Mendonca et al. 2013).

Dentre as espécies que ja foram fortemente impactadas pela pesca, o tubardo-
raposa Alopias superciliosus, pertencente a familia Alopiidae, distribui-se globalmente e
possui alta capacidade migratdria, sendo encontrado nas regides Tropical e Subtropical, em
areas costeiras, mas principalmente em areas de oceano aberto (Compagno 2001). A espécie
atinge tardiamente a maturacao sexual, sendo entre 9 e 10 anos em machos e 12 e 13 anos
para fémeas (Liu et al. 1998) e em cada ninhada, com periodo de gestacdo de
aproximadamente 12 meses, nascem apenas dois ou raramente quatro filhotes (Chen et al.
1997, Compagno 2001), determinando, assim, uma taxa de crescimento populacional anual
excepcionalmente baixa (0,002) (Liu et al. 1998, Camhi et al. 2009).

Alopias superciliosus é uma espécie comumente capturada como bycatch na pesca
dirigida a atuns e espadartes e possui de moderada a alta mortalidade nesse tipo de pesca
(Cambhi et al 2009, Coelho et al. 2012). Embora ainda sejam escassas as avaliacfes em toda a
sua escala de distribuicdo, a espécie vem apresentando fortes indicios identificadores de

fragilidade populacional frente a pressdo pesqueira, constatada pelo acentuado declinio de
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capturas que vem sendo observado nos ultimos anos (Baum et al 2003). Uma série de
avaliacdes regionais tem sido levantada para esta espécie, que se encontra relacionada na lista
vermelha da IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources)
como “Vulneravel” no leste do Pacifico central, “Em Perigo” no noroeste e na regido centro-
oeste do Atlantico, como “Quase Ameacgada” no sudoeste do Atlantico e “Vulneravel” no
oeste do Indo-Pacifico (Amorim et al. 2009). Globalmente A. superciliosus é listada como
“Vulneravel”, apresentando declinios populacionais severos (Baum et al. 2003, Dulvy et al.
2008, Amorim et al. 2009). A combinacdo de caracteristicas de vida de baixa produtividade
com a alta suscetibilidade a pesca de espinhel confere a espécie uma baixa capacidade de
recuperacdo frente a exploracdo pesqueira, levando A. superciliosus a ser apontada como
espécie com maior risco de sobre-pesca no oceano Atlantico (Simpfendorfer et al. 2008,
Cortés et al. 2010).

Sendo o estudo da genética de populaces um componente essencial para a
caracterizacdo da diversidade genética, identificacdo de unidades evolutivas diferenciadas e
sua distribuicdo, a delimitacdo de estoques genéticos, a existéncia de fluxo génico e suas
inferéncias em conservacéo, este estudo teve como objetivo avaliar tais parametros utilizando
marcadores do tipo microssatélite e sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial da

espécie A. superciliosus, utilizando amostras obtidas nos oceanos Atlantico e indico.

Material e Métodos

Amostragem e procedimentos de laboratdrio
De 2008 a 2012 foram coletadas amostras de 228 individuos do tubardo Alopias
superciliosus por observadores de bordo do Instituto Portugués de Mar e Atmosfera (IPMA),

Portugal, em embarcacdes comerciais que utilizam espinhel de superficie como arte de pesca
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e que atuam em diversas areas dos oceanos Atlantico e Indico. Pequenos fragmentos de tecido
muscular entre 1 e 2 cm® foram coletados durante operacdes rotineiras de pesca efetuadas
pelas embarcac6es, que foram armazenados a -20°C em etanol 95%.

Os agrupamentos amostrais compondo populac@es hipotéticas foram estabelecidos de
acordo com a proximidade geografica, sendo identificados como Atlantico Nordeste (ANE),
com ponto médio do grupo amostral em 16°30°N / 26°34°0O; Equatorial Leste 1 (EE1), com
ponto médio em 2°30’S / 16°20°0; Equatorial Leste 2 (EE2) 2°30’S / 6°50’L; Atlantico
Sudeste (ASE) 17°10’S / 0°30°L; Atlantico Sul (AS) 37°10’S / 12°50°0; Equatorial Oeste
(EW) 2°40’S / 32°20°0; Atlantico Sudoeste (ASW) 25°20°S / 35°50°0; Atlantico Noroeste
(ANW), proximo a costa leste da Flrida (EUA) e Sudoeste do indico (ISW), préximo a ilha
de Madagascar (Figura 3).

O DNA genbmico total foi extraido com a utilizacdo de um protocolo de extragdo em
placa “Glass-fiber protocol” (Ivanova et al. 2006). A amplificacdo da regido controladora do
DNA mitocondrial de 228 amostras (ANE n=74; EE1 n=23; EE2 n=51; ASE, n=26; AS n=3;
EW n=19; ASW n=13; ANW n=3 e ISW n=16) foi realizada utilizando-se um par de primers
externos Pro-L (5° - AGG GRA AGG AGG GTC AAACT -3) e 282 (5” - AAG GCT AGG
ACC AAA CCT - 3’) (Keeney & Heist 2006), que flanqueiam a regido gendmica de
interesse. As reagOes de PCR foram realizadas com um volume final de 12,5 pl com 1X de
PCR Buffer minus Mg, 0.2mM de cada dNTP, 1,5 uM de MgCl,, 1ul de DNA template e 2
unidades de Tag DNA Polymerase (Invitrogen ®).

O programa para a PCR foi realizado pela denaturagéo inicial do material a 94°C
durante 5 minutos; 35 ciclos com denaturacdo a 94°C durante 1 minuto; permanéncia a 58°C
durante 30 segundos para anelamento e extensdo a 72°C durante 1 minuto e 30 segundos,
seguindo-se a extensao final durante 7 minutos a 72°C. Os segmentos de DNA amplificados

foram visualizados apos eletroforese em gel de agarose a 1% utilizando o corante BlueGreen
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sob luz azul. Os produtos de PCR foram purificados utilizando ExoSap-IT® (USB
Corporation), sequenciadas em sequenciadores automaticos, modelos 3130 e 3500 (Applied
Biosystems) utilizando kit para sequenciamento Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), sendo realizada a purificacdo via
precipitacdo com etanol. Para as reacGes de sequenciamento foram utilizados dois primers
internos, sendo F 5° - CTC CCA AAG CCA AGA TTC TG — 3’(Mendonga et al 2009) e um
primer desenvolvido para o presente estudo CR-AloS 5> - CCT CTA GTT CCC TTT AAT
GG - 3°, ja que a presenca de uma regido repetitiva impede o sequenciamento utilizando o
mesmao primer reverse que foi utilizado na amplificacao.

Para amplificacdo dos microssatélites foram utilizados primers para quatro loci
diferentes (Tabela 2) em 209 amostras (ANE n=57; EE1 n=25; EE2 n=34; ASE n=19; AS
n=20; EW n=28; ASW n=9; ANW n=6 e ISW n=11). Uma cauda M13 foi adicionada a
extremidade 5° de cada primer forward ou reverse para permitir a marcacdo com
fluorescéncia, como descrito por Schuelke (2000). A reacéo foi feita em um volume final de
12,5ul, contendo 1ul de DNA gendmico (50 -100 ng/ul), 1,25ul de tampdo 10x
(phONEUTRIA), 0,2ul de primer F (10uM), 0,2ul de primer R (10uM) e 0,05ul de primer
M13 marcado com a fluorescéncia (FAM ou VIC), 1,25ul de dNTPs (2mM), 0,5ul de MgCl12
(50mM), e 0,1ul de Taq (5U/ul, phONEUTRIA ).

A amplificacdo dos loci foi realizada com as seguintes condi¢des de termociclagem:
denaturacéo inicial a 94°C (10 min); seguida de 20 ciclos a 94°C (45 seg), 55°C (50 seg) e
68°C (50 seg); seguidos do anelamento do primer M13 com fluorescéncia por 20 ciclos a
94°C (30 seg), 53°C (45 seg) e 68°C (45 seg); seguidos de uma etapa de extensdo final a 68°C
(40 min). Posteriormente, 3,0ul dos produtos de PCR obtidos foram adicionados a 6,3 ul de
formamida e a 0,2ul de GeneScan™ 500 LIZ® Dye Size Standard v2.0 e genotipados num

sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems).
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Tabela 2. Primers utilizados para andlise dos microssatélites no presente estudo. a : sequéncia TGT
AAA ACG ACG GCC correspondente a cauda M13.

Primer Sequéncia 5' - 3' Motivo
Asup06 F  *GAATACAAGCACCAGGTTTC (AC)10
R CACCCCTAAAATCCATGTC
Asup07 F  *TCAGACAGAGTAAAGGTCACAC (AT)10
R TCTGGCCTGTTTAGATATGG
Asup08 F CCTCAATGAAGCTAGAGGAC (CT)10
R °*TATTCAAGAGGGAGGTTGG
BTH_27 F *AGTTCCTCCTCGCCTTTCAC (GGGAGG)3
R CCCAATGTCAGGTCACTCAA

Figura 3. Mapa de distribuicdo das areas amostras e caracterizacdo dos haplétipos e suas frequéncias

encontradas em cada localidade. Os circulos tém tamanho proporcional a quantidade de individuos
analisados em cada local. As cores indicam a ocorréncia de cada hapl6tipo na populacéo

proporcionalmente. As cores dos haplotipos (As1-As10) estdo representadas na figura. ANE: Atlantico
Nordeste, EE1: Equatorial Leste 1, EE2: Equatorial Leste 2, ASE: Atlantico Sudeste, AS: Atlantico

Sul, EW: Equatorial Oeste, ASW: Atlantico Sudoeste, ANW: Atlantico Noroeste, ISW: Sudoeste do

indico.
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Analise de dados
DNA mitocondrial

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas utilizando o software MUSCLE
(Edgar 2004). O numero e frequéncia dos haplotipos, sitios polimorficos, transicdes e
transversdes, além da determinagdo dos valores de diversidade nucleotidica () e haplotipica
(h), foram determinados com o software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). O
indice de fixacdo @st par a par com aplicacdo do modelo evolutivo de sequéncia Tamura e
Nei (Tamura & Nei 1993, Excoffier & Lischer 2010) considerando-se 10.000 permutacdes foi
utilizado para determinar a diferenciacdo genética entre as populacdes. Para determinar o
indice de fixacdo global, bem como uma possivel estruturacdo entre agrupamentos de
populacdes determinados a priori, foi realizada uma Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) (Excoffier et al. 1992). Esta andlise gera estatisticas @ (®Pst, Dsc, Pct), sendo a
significancia estatistica dada considerando-se 10.000 permutacbes. Quatro simulacdes
distintas foram realizadas, considerando dois agrupamentos no Atlantico segundo os
hemisférios - norte X sul + Indico e norte X sul X indico (norte - ANE, EE1, EW; sul - ASE,
ASW, EE2; indico - ISW) e considerando-se as porcdes leste e oeste. Duas outras simulaces
também foram feitas, considerando-se as combinacdes leste X oeste + Indico e leste X oeste
X Indico (leste - EE1, ANE, EE2, ASE; oeste - ASW, EW; indico - ISW), também utilizando
o software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer 2010)

Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu 1996) foram
utilizados para verificar a existéncia de desvio na hipotese nula de neutralidade nas sequencias
da regido controle do DNAmt. Estes testes foram desenvolvidos para verificar a ocorréncia de
selecdo em regibes do genoma, mas considerando-se um desvio significativo, também é
possivel detectar expansdo ou reducdo (bottleneck) populacional recente (Fu & Li 1993,

Tajima 1996, Rand & Kann 1998). A historia demogréafica também foi avaliada utilizando a
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Distribuicdo Mismatch (Rogers & Harpending 1992, sendo que para analise da Distribuicéo
Mismatch e para o célculo dos testes de neutralidade foi utilizado o software Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer 2010). A rede de hapldtipos foi criada com critério de parcimdnia
estatistica, calculada pelo algoritmo Median-Joining utilizando o programa Network 4.6
(Bandelt et al. 1999). A distancia genética entre as linhagens e a arvore de haplétipos foram
calculadas utilizando o software MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013).
Microssateélites

A inferéncia acerca do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi feita por teste exato
utilizando o software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). A diversidade genética foi
estimada utilizando numero de alelos por locus, riqueza alélica, coeficiente de endogamia
(FIS), heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He), calculados com a
aplicacdo do Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). O mesmo software foi usado para
analises de estruturacdo populacional atravées do calculo de valores de Fst par a par (com base
na estatistica F de Wright) e da Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) com 10.000
permutacgdes (Excoffier et al. 1992, Excoffier & Lischer 2010). Os agrupamentos delimitados
a priori para a AMOVA foram os mesmos definidos para as analises de DNA mitocondrial

(norte X sul + Indico, norte X sul X indico, leste X oeste + indico e leste X oeste X indico).

Resultados
DNA mitocondrial

O fragmento gerado apresentou 858 pares de bases, abrangendo quase a totalidade da
regido controle do DNA mitocondrial (cerca de 80%) descrito para a espécie, que contém
1062 pares de bases (Chang et al. 2014). Nos 228 individuos de A. superciliosus sequenciados
foi observado um conjunto génico composto em média por 32.53% de timina, 31.94% de

adenina, 22.02% de citosina e 13.52% de guanina. Um total de dez haplétipos (Asl — As10)
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foi gerado a partir de 14 sitios segregantes, sendo 5 transicdes e 10 transversdes (Tabela 3).
Dentre os haplotipos encontrados, o mais frequente (Asl) é compartilhado por 217
individuos, representando 93,5% dos exemplares analisados. Todos os 9 haplotipos restantes
foram considerados raros, com frequéncia maxima de 1.3% (Tabela 3). Os valores totais dos
indices de diversidade encontrados foram baixos, sendo = = 0.00118 + 0.00089 e h = 0.127 +

0.030 para diversidade nucleotidica e haplotipica, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 3. Posicdo em pares de bases de cada sitio polimérfico da regido controle do DNAmt com 858
pares de bases analisdveis, nas sequéncias obtidas das amostras de tubardo-raposa Alopias
superciliosus e nimero de individuos por hapl6tipo e sua distribuicdo geografica. As letras indicam
nucleotideos (A = adenina, T = timina, C = citosina, G = guanina) que variam de acordo com as
mudancas encontradas em cada haplétipo. Os pontos indicam a ndo variagdo da base, em relagdo ao
primeiro haplétipo listado (Asl). ANE: Atlantico Nordeste; EE1: Equatorial Leste 1; EE2: Equatorial
Leste 2; ASE: Atlantico Sudeste; AS: Atlantico Sul; EW: Equatorial Oeste; ASW: Atlantico Sudoeste;
ANW: Atlantico Noroeste; ISW: Sudoeste do indico.

Sitios polimérficos (1-858) Amostras por regides e haplotipos
00111222 2234%6738
Hap45799005581873 ANE EE1 EE2 ASE AS EW ASW ANW ISW
9 6 85 7 39 46 18756 (74 (23) (51) (26) (3 (19 (13) () (1)
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Dois haplogrupos, com oito muta¢fes entre eles, foram formados na rede de
haplotipos (Figura 4): o Clado A composto pelos hapldtipos Asl-As4 e o Clado B composto
pelos haplotipos As5-Asl10. Essa filogenia foi confirmada na analise Neighbor-Joining
(Figura 5), que apresentou uma topologia proxima a encontrada na rede de haplotipos. Nesta

arvore foi possivel verificar que o individuo do Oceano Pacifico de A. superciliosus coletado



41

préximo a Taiwan (Chang et al. 2014) é proveniente do CladoA. O Clado B é compartilhado
por 3,9% das amostras analisadas e foi considerado como raro. A distancia genética calculada
entre as linhagens foi de 0,012 + 0,003 e os indices de diversidade de cada uma delas estdo

relacionados na Tabela 4.

Tabela 4. indices de diversidade genética para cada populacdo de tubardo-raposa. SD — Desvio
Padrdo. ANE: Atlantico Nordeste, EE1: Equatorial Leste 1, EE2: Equatorial Leste 2, ASE: Atlantico
Sudeste, AS: Atlantico Sul, EW: Equatorial Oeste, ASW: Atlantico

Diversidade Diversidade
Populacao haplotipica h SD nucleotidica 7 (%) SD (%)
EE1 0.087 0.078 0.010 0.020
EE2 0.188 0.074 0.205 0.132
ASE 0.077 0.070 0.111 0.086
AS 0.667 0.314 0.960 0.763
ANE 0.080 0.043 0.077 0.065
EW 0.105 0.092 0.116 0.090
ASW 0.000 0.000 0.000 0.000
ANW 0.667 0.314 0.220 0.207
ISW 0.233 0.126 0.258 0.166
Total 0.127 0.030 0.118 0.088
Clado A 0.054 0.021 0.011 0.021
Clado B 0.889 0.091 0.317 0.211

Os valores de &gt par a par ndo representaram a existéncia de estruturaces
populacionais (Tabela 5). Da mesma forma, os resultados da Analise de Variancia Molecular
ndo revelaram diferengas significativas em nenhuma das simulacBes de hipéteses de
estruturagcdes populacionais (Tabela 6). O valor do @st global (considerando todas as
popula¢Ges como um unico agrupamento no AMOVA) foi 0,0394 (P= 0,0635), ndo rejeitando

assim a hipotese nula de panmixia com este marcador.
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Figura 4. Rede de haplétipos do tubardo-raposa Alopias superciliosus. Os circulos coloridos
representam os hapl6tipos (AsO1 — As10) encontrados no presente estudo. Circulos pretos indicam
haplétipos hipotéticos ancestrais ou ndo amostrados. O tamanho do circulo é proporcional a
quantidade de individuos que compartilham o mesmo hapl6tipo. Populagbes diferentes sdo
representadas com cores distintas e estdo proporcionalmente mostradas dentro dos circulos. As linhas
entre os haplétipos indicam diferenca de 1 par de base (1 passo mutacional). ANE: Atlantic Northeast,
EEL: Equatorial East 1, EE2: Equatorial East 2, ASE: Atlantic Southeast, AS: Atlantic South, EW:
Equatorial West, ASW: Atlantic Southwest, ANW: Atlantic Northwest, ISW: Indian Southwest.
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Figura 5. Arvore Neighbor-Joining de haplétipos gerada utilizando distancias Tamura-Nei. Os dois
haplogrupos estdo indicados como Clado A e Clado B. Porcentagens de bootstrap sdo mostradas
quando >50%. As1-As10 indicam os hapldtipos encontrados no presente estudo. Sequéncias de D-loop
obtidas no GenBank: Alopias superciliosus, identificacdo G1:491649769 (Chang et al. 2014) e Alopias
pelagicus, identificacdo G1:546351348 (Chen et al. 2015).
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Considerando tais valores, as andlises relacionadas as expansdes populacionais
foram realizadas com um Gnico grupo com todas as amostras. No grafico de Distribuicédo
Mismatch observou-se uma curva unimodal (Figura 6), sugerindo a ocorréncia de um
processo de expansdo populacional recente. Porém, os valores das analises D de Tajima e Fg
de Fu, D =-1.427 (P = N.A) e Fs=0 (P=0) respectivamente, e os valores de Hrr e SSD (Hrr=
0,714 P= 0,753 e SSD= 0,006 P = 0.146) ndo corroboraram uma possivel expansdo

populacional recente do tubardo-raposa na area estudada.

Tabela 5. Valores estimados de @sr (DNA mitocondrial) e Fst (microssatélites) par a par entre as oito
populagcbes do tubardo-raposa Alopias superciliosus (abaixo da diagonal) e valores de P (acima da
diagonal). ANE: Atléntico Nordeste, EELl: Equatorial Leste 1, EE2: Equatorial Leste 2, ASE:
Atlantico Sudeste, AS: Atlantico Sul, EW: Equatorial Oeste, ASW: Atlantico Sudoeste, ANW:
Atlantico Noroeste, ISW: Sudoeste do indico.

DNA mitocondrial

ANE AS ASE ASW EE1 EE2 EW ANW  ISW

ANE 0,042 0,855 1,000 1,000 0,001 1,000 0,125 0,346
AS 0,545 0,205 0,189 0,132 0,174 0,146 0,195 0,148
ASE -0,021 0,349 1,000 1,000 0,573 1,000 0,191 0,696
ASW -0,030 0,490  -0,030 1,000 0,516 1,000 0,185 0,489
EE1 -0,013 0,612 -0,010 -0,027 0,248 0,704 0,128 0,167
EE2 0,024 0,134  -0,009 0,011 0,033 0,321 0,279 0,335
EW -0,017 0561 -0,017 -0,021 0,001 0,023 0,133 0,581
ANW 0,181  -0,143 0,064 0,490 0,513  -0,043 0,487 1,000
ISW -0,009 0,481  -0,015 0,048 0,063 0,014 -0,026 0,373

Microssatélites

ANE AS ASE ASW EE1 EE2 EW ANW  ISW
ANE 0,000 0,014 0,161 0,270 0,393 0,000 0,352 0,289
AS 0,340 0,000 0,000 0,000 0,000 0,952 0,000 0,000
ASE 0,092 0,677 1,000 0,320 0,108 0,000 1,000 0,230
ASW 0,049 0,659  -0,039 0,738 0,445 0,000 1,000 0,549
EE1 0,012 0,522 0,023 -0,011 0,807 0,000 0,788 0,408
EE2 0,002 0,442 0,035 -0,001 -0,010 0,000 0,805 0,460
EW 0,268  -0,039 0,533 0,481 0,402 0,350 0,000 0,000
ANW 0,027 0,702  -0,065 -0,085 -0,019 -0,029 0,470 0,834

ISW 0,020 0,527 0,058 0,008 0,022 0,002 0,367 -0,034
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Figura 6. Distribuicdo Mismatch dos haplotipos da regido controle do DNAmt do Alopias
superciliosus encontrados no presente estudo. Obs.: distribuicdo observada, Exp.: distribuicdo

esperada.

Tabela 6. Valores de & calculados pelo AMOVA com as quatro simulaces realizadas. @t -
estruturacdo global, @sc - estruturacdo entre populagbes dentro dos grupos, @cr - estruturacdo entre
grupos. * = p-valor < 0,01.

DNA mitocondrial
Simulacdes

Norte / Sul + indico
Norte / Sul / indico
Oeste / Leste + indico

Oeste / Leste / Indico

Microssatélites
Simulagdes

Norte / Sul + indico
Norte / Sul / indico
Oeste / Leste + indico

Oeste / Leste / indico

Dt
0,011

0,012
0,007
0,006

Fir
0,489
0,487
0,503
0,502

p-valor
0,253

0,254
0,261
0,262

p-valor
0,000*
0,000*
0,000*
0,000*

Dt
0,010

0,015
0,000
-0,003

0,024
-0,038
0,037
0,039

p-valor
0,315

0,188
0,526
0,563

p-valor
0,878
0,907
0,021
0,005*

D
0,001

-0,003
0,007
0,009

0,073
0,082
0,041
0,039

p-valor
0,486

0,593
0,236
0,213

p-valor
0,000*
0,000*
0,000*
0,000*
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Tabela 7. Dados de quatro loci microssatélites (Asup06, Asup07, Asup08, Bth_27) utilizados nas
analises de cada grupo de A. superciliosus. N = nimero de individuos; Na = numero de alelos; Ne =
numero de alelos efetivos; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; FIS =
coeficiente de endogamia; EHW = valor de p no teste exato para o Equilibrio de Hardy-Weinberg; *: P
< 0,01. ANE: Atlantico Nordeste; EE1: Equatorial Leste 1; EE2: Equatorial Leste 2; ASE: Atlantico
Sudeste; AS: Atlantico Sul; EW: Equatorial Oeste; ASW: Atlantico Sudoeste; ANW: Atlantico
Noroeste; ISW: Sudoeste do indico.

N Na Ne Ho He Fis EHW

ANE

Asup06 55 9 394 064 0,75 0,15 0,83
Asup07 55 14 9,45 0,29 0,89 0,68 *
Asup08 48 5 2,71 0,31 0,63 0,51 *
Bth_27 56 5 2,27 0,32 0,56 0,43 *
AS

Asup06 18 7 4,05 0,61 0,75 0,19 0,09
Asup07 17 11 7,51 0,35 0,87 0,59 *

Asup08 15 4 2,73 0,33 0,63 0,47 0,04
Bth_27 16 3 1,37 025 0,27 0,08 0,06

ASE
Asup06 19 6 258 037 061 040 0,05
Asup07 16 8 4,88 031 080 0,61 *
Asup08 15 4 172 013 042 068 0,02
Bth 27 19 4 147 005 032 0,84 *
ASW

Asup06 9 6 405 089 075 -018 0,72
Asup07 9 10 7,71 067 087 023 022
Asup08 9 3 242 056 059 005 051
Bth27 9 4 160 022 038 041 016
EE1

Asup06 23 9 446 087 0,78 -0,12 0,61
Asup07 22 11 827 018 0,88 0,79 *
Asup08 11 4 367 036 0,73 0,50 0,02

Bth_27 25 4 1,80 0,16 0,44 0,64 *
EE2

Asup06 33 8 4,05 0,73 0,75 0,03 *
Asup07 33 13 9,55 0,21 0,90 0,76 *
Asup08 27 4 3,37 0,19 0,70 0,74 *
Bth_27 34 5 2,09 0,47 0,52 0,10 *
EW

Asup06 23 7 3,30 048 0,70 0,31 *
Asup07 22 10 6,17 0,32 0,84 0,62 *

Asup08 18 4 2,76 0,50 0,64 0,22 0,26
Bth_27 27 4 1,89 0,37 0,47 0,21 *

ANW

Asup06 6 5 3,60 050 0,72 0,31 0,31
AsupQ7 5 4 2,38 0,20 0,58 0,66 0,02
Asup08 5 3 2,78 0,00 0,64 1,00 0,02
Bth_27 5 2 1,47 0,00 0,32 1,00 0,03
ISW

Asup06 10 6 4,65 090 0,79 -0,15 0,14
Asup07 9 8 704 0,11 0,86 0,87 *
Asup08 6 4 3,43 0,17 0,71 0,77 *
Bth_27 10 4 2,38 0,00 0,58 1,00 *
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Microssatélites

Fragmentos de microssatélites de quatro loci polimorficos foram genotipados em
amostras de 209 individuos. Valores relativos a diversidade genética, como heterozigosidade
observada e esperada, bem como eventuais desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg
variaram entre os loci e entre as populagdes analisadas (Tabela 7). Com relagéo a estruturacédo
populacional, o valor global de Fst(considerando todas as popula¢gées como um anico
grupo na AMOVA) encontrado foi 0,072 com p-valor < 0,0001 e os valores par a par estdo
relacionados na Tabela 5. Dentre os quatro cenarios simulados na AMOVA, somente um
apresentou indice de Fcr compativel com valores de estruturacdo entre grupos significativos,
sendo assim considerados trés grupos: Oeste (ANW, EW, ASW, AS), Leste (ANE, EE1, EE2,
ASE) e Indico (ISW). Os valores gerados a partir da AMOVA podem ser visualizados na

Tabela 6.

Discusséao

Diversidade genética

Dentre os estudos ja realizados utilizando a regido controle do DNAmt em
elasmobranquios, a identificacdo de baixos indices de diversidade genética tem sido bastante
comum (Schultz et al. 2008, Pereyra et al. 2010, Phillips et al. 2011, Karl et al. 2011, Portnoy
et al. 2014, Andreotti et al. 2016, Camargo et al. 2016). Considerando as outras duas espécies
da familia Alopiidae, Alopias superciliosus apresentou a menor diversidade genética em um
estudo anterior quando se utilizou a regido controle do DNA mitocondrial como marcador
(Trejo 2005). O valor de diversidade haplotipica encontrado para esta espécie no Oceano
indico por este autor foi mais alto, no Gnico estudo jé realizado da diversidade genética para a
espécie quando comparado ao valor encontrado no presente estudo. Apesar desta diferenca, a

amostragem nos dois estudos foi pequena, 0 que impede uma discussdo robusta acerca da
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diversidade genética desta espécie na regido. Por outro lado, considerando apenas o Oceano
Atlantico, os valores de diversidade nucleotidica e haplotipica encontrados no presente estudo
foram maiores que os encontrados no estudo de Trejo (2005), no qual os 17 individuos
analisados compartilharam o mesmo haplétipo. A amostragem no presente estudo foi maior e
mais abrangente, sendo possivel identificar hapl6tipos raros que garantiram uma maior
variabilidade genética do que a encontrada naquele estudo. No presente estudo, além de os
valores de diversidade nucleotidica serem baixos, o valor de diversidade haplotipica
encontrado estd entre 0s menores ja registrados para este marcador entre elasmobranquios
(Schultz et al. 2008, Karl et al. 2012).

Nas andlises utilizando marcadores do tipo microssatélite, os valores de diversidade
genética ndo foram excepcionalmente baixos como aqueles encontrados com marcador
mitocondrial. O numero de alelos variou entre 2 e 14, mas a média foi de 12 alelos. Com
excecdo das populacbes ANW e ANW, as demais populacdes ndo estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg com relagdo pelo menos a um locus. De um total de 18 valores significativos
que demonstram este desequilibrio, 16 sdo decorrentes de um excesso do nimero de
homozigotos observado em relacdo ao de heterozigotos. Em consequéncia disto, os valores de
F\s foram majoritariamente positivos, indicando a presenca de endogamia na maioria das
populagdes analisadas.

Aspectos populacionais e filogeograficos

Em estudo realizado em Alopias pelagicus utilizando-se sete loci de microssatélites e
sequéncias do gene COI do DNA mitocondrial na analise de 351 individuos capturados em
quatro pontos do Oceano Pacifico, Cardefiosa et al. 2014 identificaram uma forte estruturagédo
entre as regides oeste e leste deste oceano. Contudo, diferentemente do que ocorre com esta
especie, as andlises realizadas no presente estudo utilizando DNA mitocondrial para avaliar

uma possivel estruturacdo populacional entre os varios grupos amostrais do tubardo Alopias
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superciliosus, apenas valores negativos e estatisticamente ndo significativos foram
identificados, apresentando-se como forte indicativo da auséncia de estruturacdo populacional
da espécie no Oceano Atlantico. Neste sentido, estudos com espécies de teledsteos oceanicos
altamente migratérios como Thunnus obesus (Martinez et al. 2006), Makaira nigricans
(McDowell et al. 2007) e Tetrapturus albidus (Graves & McDowell 2006), também
revelaram auséncia de estruturacdo na bacia ocednica do Atlantico. Do mesmo modo, espécies
pelagicas de elasmobranquios também demonstraram a ocorréncia de estruturacdo
populacional fraca ou ausente nesta regido, como em Cetorhinus maximus (Hoelzel et al.
2006) e Pseudocarcharias kamoharai (Silva Ferrette et al. 2015). Assim, parece tornar-se
comum a observacdo de ndo sdo identificadas barreiras que atuem para o estabelecimento de
estruturacdo genético-populacional no Oceano Atlantico entre algumas espécies pelagicas
oceanicas de alguns peixes teledsteos e tubarbes com capacidade de migrar longas distancias
(Dudgeon et al. 2012, Graves & McDowell 2003).

Diferentemente do marcador mitocondrial, as analises utilizando marcadores
microssatélites demonstram que atualmente ocorre estruturacdo populacional significativa
entre algumas populacdes de A. superciliosus analisadas no presente estudo, com um valor de
Fst global de 0,072 (p-valor < 0,001). As analises de Fst par a par utilizando marcadores
nucleares demonstraram estruturacdo em diferentes niveis, principalmente no Atlantico Sul.
Excluindo-se as populagdes com numero amostral reduzido (ANW, ISW, e ASW), néo foi
observada estruturacdo entre EW e AS, mas uma forte estruturacdo foi encontrada entre estas
duas populacbes e as demais, com valores altos variando entre 0,142 e 0,293. A populacao
ASE apresentou estruturacdo quando comparada com todas as populacGes, porém quando
comparada com ANE, EE1 e EE2 revelou valor do indice de fixacdo que ndo ultrapassou
0,063. A partir destes resultados, é possivel sugerir que ndo ha barreiras que impegcam o fluxo

génico entre os individuos coletados na regido centro-nordeste do Atlantico (ANE, EE1 e
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EE2), mas que haja restricbes no fluxo entre estes e os individuos encontrados na regido
préxima ao sul do continente africano.

Em estudos com outras duas espécies pelagicas de elasmobranquios que apresentam
comportamento migratorio, também foi verificada a auséncia de panmixia. Populacdes
diferenciadas foram observadas no tubardo branco, com estruturacdo populacional
significativa entre as regides noroeste do Oceano Atlantico e Africa do Sul, além de trés
clados genéticos em um contexto global (O’Leary et al. 2015, Andreotti et al. 2016). Para o
tubardo galha-branca Carcharhinus longimanus, foi identificada a ocorréncia de estruturacdo
populacional moderada entre populacdes capturadas nas regides leste e oeste do Oceano
Atlantico (Camargo et al. 2016). Ja& C. longimanus possui alta capacidade migratoria e uma
distribuicdo semelhante a de A. superciliosus (Compagno 1884, Compagno 2001). O
resultado obtido no presente estudo é semelhante ao encontrado para C. longimanus, com
diferenciacédo entre os individuos das regides leste e do oeste do Atlantico Sul. Porém, para o
galha-branca os autores atribuiram a estruturacdo identificada como um possivel efeito do
comportamento de filopatria de fémeas nesta espécie, ja que o0s resultados sdo baseados
exclusivamente na analise do DNA mitocondrial (Camargo et al. 2016). Neste sentido, a
auséncia de estruturacdo encontrada para Alopias superciliosus utilizando DNA mitocondrial
parece inviabilizar a indicacdo de um comportamento filopatrico para explicar a existéncia de
estruturacdo populacional. Tendo o tubardo-raposa a capacidade de migrar longas distancias,
com um deslocamento de 1.125 km registrado em 27 dias (Weng & Block 2004), a distancia
geografica pode ndo ser uma barreira fisica que reduza o fluxo génico. Porém, em estudo
recente utilizando tagging para acessar 0s padrdes de migracdo do tubardo-raposa, Coelho e
colaboradores encontraram um valor de distancia média de migracdo de 13 km/dia, sendo o
deslocamento maximo de um individuo de 1.439,9 km em 122 dias. Foi verificado que o

principal processo migratério da espécie ocorre no sentido vertical, quando os individuos
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chegam a atingir 400m de profundidade durante o periodo diurno, subindo para cerca de
100m durante a noite (Coelho et al. 2015). Assim, em algumas regiGes do Atlantico, o
tubardo-raposa pode ter um comportamento de migracdo horizontal menos evidenciado, o que
contribuiria para os altos indices de estruturacéo populacional encontrados no presente estudo.

Neste sentido, ainda que o marcador mitocondrial ndo tenha evidenciado a existéncia
de estruturacdo populacional entre as amostras coletadas em diferentes regides no Atlantico,
as andlises revelaram a existéncia de dois clados (Figura 5), com uma distancia genética de
0,012 + 0,003 entre eles. Um destes clados pode ser considerado raro, sendo representado por
apenas 3,9% da populacdo investigada e encontrado em amostras do Atlantico Nordeste,
Equatorial Leste 1, Equatorial Leste 2, Atlantico Sudeste e Atlantico Sul (Figura 4). A
presenca de dois clados bem definidos ao longo do Oceano Atlantico também ja foi
identificada ocorrer em algumas espécies pelagicas com distribuicdo semelhante a do tubarao-
raposa, como Thunnus obesus (Martinez et al. 2006) e Lepidocybium flavobrunneum
(Brendtro et al. 2008). Nos estudos com estas espécies, 0s autores constatam a existéncia de
uma linhagem genética exclusiva do Oceano Atlantico e outra compartilhada com individuos
encontrados no Indo-Pacifico, sendo proposto que a ressurgéncia de Benguela poderia ter
isolado a populacdo do Atlantico. Contudo, deve ser ressaltado que eventos esporadicos de
aquecimento desta barreira poderia ter permitido um fluxo migratério unidirecional dos
individuos da linhagem do Indo-Pacifico para a bacia do Atlantico (Martinez et al. 2006,
Brendtro et al. 2008).

Numa analise global através do AMOVA envolvendo 64 individuos da espécie A.
superciliosus ndo foi evidenciada a existéncia de estruturagdo, mas na comparagao entre a
populacdo do Atlantico e todas as populaces do Pacifico foi detectada uma estruturacdo
através do &gt par a par, sendo que o haplétipo Unico encontrado no Atlantico também foi

compartilhado com parte dos individuos das populacées do Pacifico, incluindo a populacdo da
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Africa do Sul (Trejo 2005). Similarmente, o Clado A identificado no presente estudo esta
distribuido ao longo de toda a area amostrada e abrange 96,1% dos individuos analisados. Ao
agregar sequéncias da regido controle do DNAmt de A. superciliosus capturados no Pacifico,
préximos a Taiwan aos resultados apresentados no estudo de Chang et al. (2014), foi possivel
identificar que o individuos analisados pelos autores também pertencem ao Clado A (Figura
5). Assim, considera-se que presenca majoritaria e a baixa diversidade do Clado A no Oceano
Atlantico poderiam decorrer de um efeito fundador, através de um processo de colonizagdo a
partir de um ndmero pequeno de individuos. A ocorréncia de uma segunda linhagem
mitocondrial desta espécie na bacia Atlantica poderia, entdo, estar ligada a eventos recentes de
migracdo. Como ocorre em Thunnuns obesus e Lepidocybium flavobrunneum, é possivel que
uma segunda linhagem mitocondrial de A. superciliosus ocorra em simpatria no Indo-Pacifico
e que individuos desta linhagem possam migrar esporadicamente em direcdo ao Atlantico
(Martinez et al. 2006, Brendtro et al. 2008). Ao analisar os individuos coletados no sudoeste
do Oceano Indico (ISW), verificou-se que sdo todos pertencentes & linhagem do Clado A.
Porém n&o se pode descartar a existéncia de uma segunda linhagem no Oceano Indico, tendo
em vista as limitacGes de amostragem da regiao.
ImplicagOes para conservagao

Os resultados obtidos na presente andlise indicam que estratégicas efetivas para o
manejo e conservacdo do tubardo raposa A. superciliosus exigem colaboragéo e atencéo tanto
local quanto internacional. Uma estruturacdo populacional moderada foi identificada entre
populacbes da regido centro-sudoeste do Atlantico e das demais populagdes analisadas,
formando no minimo dois estoques populacionais distintos nesta bacia oceanica. Apesar da
constatacdo da possivel inexisténcia de barreiras ao fluxo génico na regido centro-nordeste do
Oceano Atlantico, ha a presenca de uma linhagem simpaétrica rara quase restrita a esta regiao.

Seis dos sete individuos desta linhagem foram encontrados em pontos amostrais proximos, o
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que evidencia uma regido com maior variabilidade genética, a partir de dados mitocondriais.
A espécie possui uma diversidade genética mitocondrial excepcionalmente baixa e poucas
localidades onde podem ser encontrados individuos geneticamente mais heterogéneos. Estes
locais merecem uma maior atencgdo nas estratégias de manejo e conservacao da espécie, ja que

estas populacbes podem garantir a manutencdo da diversidade genética no Oceano Atlantico.
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4 Consideragdes finais

O tubardo-raposa Alopias superciliosus € uma espécie de ocorréncia preferencial em
aguas oceanica abertas, naturalmente suscetivel a pressao pesqueira por suas caracteristicas de
vida, 0 que tem determinado uma diminuicdo acelerada dos tamanhos populacionais; contudo,
ainda s@o pouco expressivos estudos aprofundados sobre a espécie e pouco se sabe acerca da
sua dindmica populacional. Com a necessidade urgente de informacgdes para auxiliar no
manejo e conservacdo da espécie, o presente estudo acessou informacGes acerca da historia
evolutiva e estruturacdo populacional atual da espécie, desenvolvendo marcadores genéticos
especificos que poderdo facilitar a obtencdo de dados moleculares de diversidade, parentesco

e estrutura genético-populacional em estudos futuros.

A partir dos marcadores genéticos caracterizados, foi realizado o levantamento da
variabilidade genética das populacGes a partir de amostras obtidas em localidades de
diferentes oceanos. O presente estudo demonstrou que Alopias superciliosus possui valores de
diversidade que estdo entre os mais baixos em elasmobranquios. A dinamica populacional da
espécie revelou-se incomum, tendo apresentado estruturagdo genética correspondente a
localizacdo geogréfica nos resultados de analises utilizando marcadores nucleares e um
cenario inverso quando um marcador mitocondrial é utilizado. Estes resultados mostram a
complexidade da estrutura populacional do tubardo-raposa no oceano Atlantico e em parte do
oceano Indico. No decorrer das anélises foi identificada a presenca de dois clados genéticos,
sendo um deles encontrado somente no leste do oceano Atlantico, sendo correspondente a

aproximadamente 4% dos individuos analisados.

Medidas efetivas para a conservacdo da espécie Sa0 necessarias e urgentes e este
empreendimento depende de colaboracéo nacional e internacional devido a ampla distribuicdo

da espécie. Neste sentido, além de gerar ferramentas para auxiliar na obtencdo de mais
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informacdes sobre a espécie e dados consistentes da sua estrutura populacional, o presente
estudo trouxe informacdes também acerca da diversidade genética existente e acesso aos
padrdes da dindmica populacional, que podem servir de subsidio para medidas préaticas

visando ao manejo adequado do tubardo-raposa nestes ambientes oceanicos.
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