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Resumo

As populacdes de tubardes tém sofrido um acentuado declinio nas ultimas décadas
principalmente devido a pressédo da pesca para provisdo de alimento e a valorizacdo das
nadadeiras no mercado asiatico. Como as espécies deste grupo se caracterizam por sua
suscetibilidade aos efeitos da sobre-pesca, questdes relacionadas ao status populacional
sao essenciais para 0 manejo correto dos estoques pesqueiros. Para a identificacdo destes
estoques, ferramentas genéticas que acessam a variabilidade das espécies sdo eficientes e
tém sido amplamente utilizadas. Considerando os fortes indicios de esgotamento
populacional do tubardo-raposa Alopias superciliosus e a falta de informagbes que
permitem viabilizar planos de conservacdo, o presente estudo buscou abordar questdes
relacionadas a dinamica populacional da espécie no Oceano Atlantico utilizando a regido
controle do DNA mitocondrial como marcador molecular. Assim, 114 individuos de A.
superciliosus foram analisados utilizando sequéncias nucleotidicas da regido controle (D-
loop) do DNA mitocondrial. Os 913 pares de bases analisaveis desta regido do genoma
permitiram a caracterizacdo de apenas oito haplétipos em todas as amostras analisadas,
sendo um Unico destes haplotipos compartilhado por 91,5% dos individuos. Os resultados
indicam a ocorréncia de uma baixa variabilidade genética (im = 0,00140 e h=0,152 + 0,0046),
a auséncia de estruturacdo populacional (valores de Fste ®srndo significativos) e a
caracterizacdo de um Unico estoque pesqueiro na regido abrangida pela amostragem no
Oceano Atlantico. As analises também revelaram a existéncia de duas linhagens de DNAmt
distintas, separadas por um minimo de 9 mutacdes e com aproximadamente 1,2% de
diferenca genética, sendo uma delas composta por apenas 6 individuos, originando 5
haplétipos distintos. Considera-se, pois, que esta linhagem de haplétipos raros poderia estar
relacionada a migracdes recentes provenientes do Oceano indico, que teriam ocorrido logo
apos as ultimas glaciacdes, em periodos de aquecimento da regido da ressurgéncia de
Benguela. Por outro lado, pode-se considerar que processos migratérios também podem
estar ocorrendo atualmente, com a transferéncia intermitente de 4guas quentes do Oceano
indico para a regido do Atlantico Sul. Tais acontecimentos poderiam estar, portanto,
diretamente relacionados com o desenvolvimento, colonizagdo e expansdo populacional
desta espécie nesta regido oceanica, constituindo uma base para a caracterizagdo do seu
potencial evolutivo global, que deveriam ser urgentemente consideradas para auxiliar na

elaboracdo de medidas mais efetivas para a conservacao desta espécie.

Palavras-chave: D-loop, biodiversidade marinha, tubardes, Alopias superciliosus, estoques

pesqueiros



Abstract

Populations of several shark species have decreased in the last decades, especially
because of the fishing pressure and Asian demand for their fins. Since this group is
susceptible to overfishing due to its biological traits, studies regarding its populations
distribution are necessary for the appropriate management of their fish stocks. Genetic tools
addressing species variability are efficient and widely used to the identification of fisheries
stocks. Considering the lack of information about A. superciliosus populations, the
remarkable decline in the abundance of this species around the world, and the lack of
information management and conservation strategies, the aim of this study was solve issues
about the populational dynamic of the species in the Atlantic Ocean. Using mitochondrial
DNA control region (D-loop) sequences with 913 bp from 114 individuals of Alopias
superciliosus, only eight haplotypes were found, which just one was shared by 91.5% of the
analyzed sharks. The results suggest a low genetic variability (11 = 0.00140 and h=0.152 +
0.0046), no populational structure (Fst values and ®st no significant), and the
characterization of a single A. superciliosus stock in the Atlantic Ocean. In addition, it was
found two distinct mtDNA lineages, separated by a minimum of nine mutational steps and
about 1.2% genetic difference, one of which consists of only six individuals, resulting in five
distinct haplotypes. Thus, this lineage showing rare haplotypes could be related to recent
migration events from the Indian Ocean, which would have occurred right after the last
glaciations, in warming periods at the region of the Benguela Upwelling. At the other hand,
migration processes also can be happening nowadays, with intermittent transference of
warm waters from the Indian Ocean to the South Atlantic region. Such events could be,
therefore, straight related to the development, colonization and population spread of this
species at this oceanic region, constituting a basis for characterizing its global evolutionary
potential, which should be immediately taken into account when elaborating more effective

actions to preserve this species.

Keywords: D-loop, marine biodiversity, sharks, Alopias superciliosus, fisheries stocks.
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1 Introducéo

1.1 O tubardo-raposa Alopias superciliosus (Lowe 1841)

A espécie de tubardo-raposa Alopias superciliosus, representada na Figura 1, é
um elasmobranquio de ampla distribuicdo global pertencente a ordem Lamniformes e,
juntamente com as outras duas espécies de tubardes-raposa, Alopias vulpinus e Alopias
pelagicus, compdem a familia Alopiidae (Compagno 2001). O tubardo-raposa-olhudo, como
também é conhecido no Brasil, é facilmente distinguido das outras duas espécies do género
por possuir olhos grandes e um sulco incomum em forma de “V” na regido dorsal da cabeca
(Soto 2001, Compagno 2001, Smith et al. 2008).

Figura 1. Representacgéo gréfica da espécie de tubarédo-raposa Alopias superciliosus. (FAO 2009)

Os tubarbes da espécie Alopias superciliosus apresentam crescimento lento
como caracteristica, sendo de 484 cm o maior comprimento total (CT) registrado em um
exemplar proveniente na regido nordeste do Oceano Atlantico (Thorpe 1997, Liu et al.
1998). Esta espécie também apresenta baixa fecundidade e maturagéo tardia (Smith et al.
2008). O periodo de gestagdo do tubardo-raposa-olhudo é de 12 meses com apenas dois
filhotes por ninhada, com tamanhos entre 135 e 140 cm de comprimento total (CT) ao
nascer (Chen et al. 1997, Liu et al. 1998, Compagno 2001). Assim como os demais
membros da familia Lamnidae, os lamniformes do género Alopias apresentam viviparidade
aplacentaria com oofagia embrionaria, sendo A. superciliosus a espécie que apresenta
maturacdo sexual mais tardiamente (Smith et al. 2008), ocorrendo entre 12 e 13 anos para
fémeas e entre 9 e 10 anos para 0s machos, quando os individuos atingem
aproximadamente 340 cm de CT nas fémeas e cerca de 280 cm de CT nos machos (Chen
et al. 1997).

Tubardes-raposa da espécie Alopias superciliosus possuem distribui¢cdo circunglobal,

sendo encontrados em aguas tropicais e temperadas (Figura 2 - Compagno 2001). Entre as
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duas espécies do género com distribuicdo semelhante, Alopias superciliosus e Alopias
vulpinus, observa-se a concorréncia de habitats; porém, A. superciliosus € geralmente
capturada em aguas oceanicas enquanto o tubardo-raposa comum, A. vulpinus é
predominantemente encontrado em regides costeiras (Preti et al. 2008). A grande
capacidade migratoria é caracteristica do tubardo-raposa-olhudo, sendo que para esta
espécie sdo relatadas migracbes de mais de 2.700 km, com um registro de marcacdo
proximo a Nova lorque e movimentagéo até o leste do Golfo do México (Compagno 2001,

Kohler & Turner 2001).

Figura 2. Distribuicao da espécie Alopias superciliosus. A faixa marcada representa areas onde a espécie
j& foi encontrada (Compagno 2001)

A espécie apresenta uma faixa de distribuigdo latitudinal mais estreita do que
outros grandes tubardes pelagicos como o tubardo-azul Prionace glauca e o grande tubar&o
branco Carcharodon carcharias (Gruber & Compagno 1981). Estudos avaliando o
comportamento nictemeral de deslocamento vertical de Alopias superciliosus nos Oceanos
Pacifico e Atlantico demonstraram migracfes descendentes ao nascer do sol e migracdes
ascendentes proximas ao por do sol. Nestes estudos, os animais analisados deslocaram-se
para profundidades entre 200 e 500 metros, onde a temperatura da dgua variou entre 6°C e

12°C durante o dia, enquanto durante o periodo noturno o deslocamento foi em direcdo a
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aguas mais quentes, em profundidades variando entre 10 e 130 m, onde a temperatura ficou
entre 15°C e 26°C (Nakano et al. 2003, Weng & Block 2004).

O tubardo-raposa, bem como o espadarte Xiphias gladius, utilizam a regido
préxima a superficie ocednica durante a noite, pois este comportamento parece oferecer a
estas espécies alguma vantagem ecoldgica durante a alimentacdo, evitando também
ataques de predadores (Carey & Robison 1981, Nakano et al. 2003). Outras caracteristicas
morfolégicas como olhos relativamente grandes o uso da longa cauda na caga sdo comuns
para as espécies Alopias superciliosus e X. gladius. Estas duas espécies parecem ocupar
nichos ecoldgicos semelhantes, que diferem, porém daqueles ocupados por outras espécies
pelagicas (Nakano et al. 2003).

Tubardes da espécie A. superciliosus sdo principalmente pescados com a
utilizacdo de espinhéis e aparecem como fauna acompanhante na pesca dirigida para
peixes teledsteos de alto valor comercial em todo o mundo, como a do espadarte Xiphias
gladius (Compagno 2001, Nakano et al. 2003).

Atualmente, o tubardo-raposa Alopias superciliosus € listado como globalmente
vulneravel e embora ainda sejam insipientes as avalia¢cdes de grande escala, a espécie vem
apresentando fortes indicios da fragilidade populacional frente a pressao pesqueira,
constatado pelo acentuado declinio que vem sendo observado em suas populaces. Além
da avaliacdo de globalmente vulneravel pela IUCN, uma série de avaliacbes regionais
também tem sido levantada para esta espécie, sendo relacionada como vulneravel no leste
do Pacifico central, em perigo no noroeste e na regido centro-oeste do Atlantico, quase
ameacgada no sudoeste do Atlantico e vulneravel no oeste do Indo-Pacifico (Amorim et al.
2009).

Visando aspectos relacionados a conservacdo da espécie, a captura de Alopias
superciliosus é atualmente proibida em aguas territoriais dos EUA desde o ano de 2000,
pelo Plano de Gestao dos Tunideos, Espadartes e Tubarbées (Amorim et al. 2009). Em 2008,
na resolucéo 08-07 da ICCAT (Comissao para a Conservacdao do Atum no Atlantico), ficou
determinado que exemplares de A. superciliosus capturados no Oceano Atlantico, em areas
que a ICCAT administra a pesca, deveriam ser soltos. Se 0s animais estiverem vivos no
momento de verificagdo das armadilhas, estes devem ser devolvidos ao mar sem ferimentos
e todas as capturas incidentais e solturas de tubarfes vivos devem 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 abiril

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

1.2 Exploracao pesqueira de tubardes

Apesar da importadncia da pesca de elasmobranquios para alguns paises, o
grupo é considerado tradicionalmente como fonte barata de proteinas, em comparagcdo com
alguns teledsteos (Bonfil 1994). Além do baixo valor da carne, até meados da década de 70
as barbatanas eram consideradas artigos de luxo na China, o que impedia seu consumo
pela grande maioria da populacdo. No inicio dos anos 1980, mudancas politicas e
econbmicas em todo o mundo afetaram os mercados consumidores, o que possibilitou o
aumento do poder de compra das populagfes, principalmente gracas a diminuicdo de
impostos sobre a importagdo de nadadeiras de tubarbes no mercado oriental (Castro et al.
1999).

Mesmo com o baixo valor da carne, parte da pesca marinha mundial foi, entéo,
direcionada para a captura de elasmobranquios nas Ultimas décadas devido principalmente
ao valor elevado e aumento do consumo de nadadeiras pelo mercado asiatico (Castro et al.
1999, Bonfil 1994). Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) o Brasil é responsavel pela captura de mais de 21.000 toneladas anuais de
elasmobranquios (FAO 2009) e a partir do ano 2000 passou a ser considerado pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature) como um dos paises que mais capturam
elasmobranquios em todo o mundo, sendo incluido na categoria “Major Shark Fishing State”
(FAO 2009, Lack & Sant 2006). Hoje o Brasil é considerado o 13° pais que mais capturam
elasmobranquios, sendo responsavel por aproximadamente 2,4% da pesca mundial (Lack &
Sant 2011).

A maioria dos tubarfes possui uma rara combinacdo de caracteristicas
biol6gicas que determinam o baixo potencial reprodutivo da muitas espécies (Castro et al.
1999). Caracteristicas comuns a organismos K-estrategistas como crescimento lento,
maturacao tardia, longos ciclos reprodutivos e baixa fecundidade, tornam os componentes
do grupo muito mais suscetivel & sobrepesca que os peixes teledsteos (Bonfil 1994, Stevens
et al. 2000). Além disso, elasmobranquios séo predadores e normalmente estdo no topo da
cadeia alimentar, sendo sua abundéancia relativamente pequena, em comparagdo com

organismos de niveis troficos inferiores (Bonfil 1994).

Devido as caracteristicas naturais do grupo e ao aumento continuo das capturas,
a vulnerabilidade das espécies pbde em risco a sustentabilidade da pesca de

elasmobranquios, ja que ap6s esgotamentos graves causados por fenbmenos naturais ou
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pela acdo humana, a recuperagdo das populacdes pode levar muitos anos para a maioria
das espécies (Bonfil 1994). Varias espécies ja demonstram atualmente indicios de
diminui¢cdes populacionais drasticas em algumas regides do planeta e, em um contexto
global, véarias espécies de tubarfes e raias tém sido progressivamente incluidas nas listas
de risco iminente de extingdo pela IUCN (Compagno 2001; Baum et al. 2003, Camhi et al.
1998).

O real impacto da sobrepesca sobre os elasmobranquios é praticamente
desconhecido (Castro et al. 1999, Dulvy et al. 2008). Grande parte da dificuldade em
determinar este impacto deve-se ao pouco conhecimento biolégico dos componentes do
grupo, a escassez de estatisticas pesqueiras espécie-especificas e a falta de modelos de
avaliacdo demografica especificos para elasmobranquios. (Castro et al. 1999).
Adicionalmente a falta de dados biolégico-pesqueiros entre os tubarfes e raias mais
explorados, as espécies pelagicas apresentam uma maior complexidade na avaliacdo e
monitoramento das populagbes devido a sua distribuicdo abrangendo vastas éareas
geogréficas, chegando a ser, muitas vezes, circunglobal (Baum et al. 2003). Além disso, o
risco de extingdo parece estar mais relacionado ao tamanho grande do corpo do animal do
que com a reduzida distribuicdo geografica e especializagdo de habitat. Tubardes pelagicos
se distribuem em grandes areas e nao sao especialistas de habitat, porém, em sua grande
maioria, sdo animais de grande porte e fortemente explorados, o que implica em um
aumento do risco de extingdo (Pikitch et al. 2008). De modo global, o efeito das capturas
ainda tem permanecido desconhecido para um grande nuimero de espécies cosmopolitas,
sendo a maioria das avaliagbes para detectar o colapso destes recursos e para viabilizar

programas de manejo e conservacao, realizada apenas regionalmente (Castro et al. 1999).

No Atlantico Norte, onde a disponibilidade de informagfes tem sido um pouco
mais consistente, podem-se destacar 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 Alopias vulpinus observa-se a redugéo
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).

Pode ser considerado, portanto, que para avaliar adequadamente a situacdo
atual dos elasmobranquios, abordar os véarios problemas associados a sua exploracédo e
contribuir com novas ideias sobre gestdo e conservacao das espécies, torna-se essencial o

aumento da compreensao dos impactos da pesca nas populacdes (Castro et al. 1999, Bonfil
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1994), que pode ser equacionado pelo incremento de observacbes e pela melhor
compreenséo sobre a distribuicdo e a dindmica das populacdes e das espécies deste grupo

de organismos.

1.3 Estrutura genética populacional de elasmobranquios

O conhecimento da estruturacdo populacional é essencial para a gestao eficaz
de uma espécie, sendo que estoques diferenciados geograficamente podem exigir manejo
diferenciado (Keeney 2004). A identificacdo destes estoques sdo a base para a criacdo e
implementacdo de programas que utilizem os recursos pesqueiros de forma sustentavel
(Bonfil 2005). Quando individuos de uma mesma espécie sao segregados em diferentes
unidades reprodutivas, é possivel detectar diferencas genéticas que refletem a magnitude
do isolamento reprodutivo entre essas populagdes. A partir das diferencas entre populagbes
que ocupam localidades distintas, é possivel estimar indiretamente padrdes de fluxo génico

e, consequlentemente, os niveis da estruturacdo da espécie na area amostrada (Heist 2004).

A existéncia de poucas barreiras a migracdo faz com que a estruturacédo
genética em espécies marinhas seja menos pronunciada do que em espécies de agua 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 homogeneidade genética em ambientes marinhos pode muitas vezes
estimular a sobreexploracéo das espécies, reduzir ainda mais 0s niveis de variabilidade e

eliminar estoques locais (Smith et al. 1990, Kuusipalo 1999).

Devido as suas propriedades peculiares, como a presenca de somente genes
ortélogos, falta de recombinacdo e taxas de substituicdo aproximadamente 10 vezes
maiores que as encontradas para genes nucleares, o DNA mitocondrial tornou-se uma
ferramenta comum e eficiente em elucidar as relagdes entre os individuos nos vertebrados,
em diferentes escalas evolutivas (Brown et al. 1979, Grissi et al. 2000). Por conter os
maiores trechos de DNA n&o codificante e exibir a maior taxa de substituicio do DNA
mitocondrial, a regido controladora deste genoma, denominada D-loop, tem sido
amplamente utilizada para entender a estruturacdo populacional também em

elasmobranquios (Heist 2004).

O material genético mitocondrial € utilizado ha aproximadamente duas décadas
para entender a ligacdo genealdgica entre os individuos e seus ancestrais comuns (Avise
2000). A observacdo de que haplotipos de DNA mitocondrial de populacdes de muitas

espécies estado agrupados e que estes agrupamentos acompanham padrdes biogeograficos,
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introduziu uma dimensao filogenética nas discussdes sobre a estrutura das populagdes,
levando a proposigdo 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
migragdo, existéncia de barreiras ao fluxo génico, extincdo de haplétipos intermediarios,
ocorréncias de zonas hibridas e de realizar inferéncias cladisticas sobre as espécies.

Mesmo quando se considera a crescente captura de tubarbes determinada
pela atividade pesqueira, com a continua inclusdo de novas espécies nas listas de risco de
extincdo e também a atual inexisténcia de mecanismos apropriados e efetivos para o
manejo sustentavel das espécies mais exploradas, verifica-se que ainda sdo mundialmente
pouco expressivos 0s estudos sobre a estrutura genética das populacdes deste grupo de
peixes (Mendonca et al. 2011). Em estudos envolvendo a andlise de amostras globais do
tubardo frade Cetorhinus maximus, Hoelzel e colaboradores (2006) encontraram poucos
haplétipos e baixa diversidade nucleotidica. Os autores ndo encontraram estruturagédo entre
os individuos capturados em diferentes oceanos e sugeriram a existéncia de um possivel
gargalo populacional ocorrido possivelmente no Holoceno como fator determinante da

homogeneidade genética atual.

Ao analisar individuos de tubardo-cabeca-chata, Carcharhinus leucas, de trés
pontos do sul dos EUA e um ponto proximo a regido norte do Brasil, Karl e colaboradores
(2011) encontraram menor variabilidade na regido controle do DNA mitocondrial do que nos
loci de microssatélites analisados, este um marcador nuclear. Tal diferenga seria uma
indicagdo de provavel filopatria das fémeas. Além disso, com o0 auxilio do marcador
mitocondrial, foi evidenciada uma forte estruturacdo entre os tubarbes C. leucas
encontrados nas localidades do norte e sul dos EUA e os tubardes amostrados nas
localidades do sul, préximas ao Brasil. Os niveis de estruturagdo identificados parecem
indicar que as regifes de bercarios da espécie podem ser geneticamente mais isoladas do

gue se pensava (Karl et al. 2011).

Recentemente, em um estudo com Sphyrna lewini, foram encontrados diferentes
padrdes de dispersdo entre machos e fémeas, reforcando a hipotese de filopatria sugerida
anteriormente para a espécie, sendo proposto que a dispersdo atraves dos oceanos seria
realizada principalmente pelos machos (Duncan et al. 2006, Daly-Engel et al. 2012). Estes
ultimos autores também detectaram forte diferenciacdo entre as amostras da regido oeste
do Oceano Atlantico e as demais regifes do Atlantico e dos outros oceanos, propondo,
assim, uma reavaliacdo das unidades de manejo e estratégias de conservacdo existentes

para o tubardo-martelo S. lewini, com base nos resultados apresentados. A analise
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populacional utilizando marcadores nucleares e mitocondriais com o tubardo-lixa
Ginglymostoma cirratum no Atlantico Ocidental evidenciou uma moderada estruturacéo
populacional na area analisada, indicando que para este espécie as regides de mar aberto
formam barreiras muito mais efetivas do que longas distancias em aguas rasas, sendo
refutada a hipotese de filopatria, j& que os padrBes encontrados foram similares para todos
os marcadores utilizados (Karl et al 2012).

Utilizando amostras de tubardo-azul Prionace glauca capturados pela frota
pesqueira ao longo da costa do Brasil, Teixeira (2011) encontrou estruturacdo populacional
moderada e diferenciacdo genética ndo relacionada a distancia geografica. Ja para a
espécie também pelagica Pseudocarcharias kamoharai ndo foi encontrada estruturacéo
genética populacional nos exemplares provenientes do Oceano Atlantico em analises
utilizando como marcador genético a regido controle do DNA mitocondrial (Ferrette 2012)
Com relacdo a espécie de tubarao-raposa Alopias superciliosus, ndo existem até o momento
avaliacbes sobre sua estrutura genética populacional, sendo raros os dados biol6gicos e
estatisticas de pesca em que constem informacdes sobre esta espécie nas areas de

ocorréncia (Smith et al. 2008).
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2 Objetivos

Considerando-se a urgente necessidade da proposicéo e efetivacdo de medidas
de conservacdo para um grande numero de espécies de tubardes e a atual falta de
informacfBes que poderiam viabilizar estas medidas, o presente estudo visou gerar
informacBes sobre a dindmica populacional da espécie de tubardo-raposa, Alopias
superciliosus no Oceano Atlantico, utilizando como marcador molecular a regido controle do

DNA mitocondrial.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram listados o0s seguintes objetivos

especificos:

e caracterizar a diversidade genética do tubardo Alopias superciliosus no Oceano
Atlantico, utilizando como marcador molecular a regido D-loop do DNA mitocondrial,

e identificar o niUmero e a distribuicdo geografica dos haplétipos de DNA mitocondrial
do tubarao A. superciliosus no Oceano Atlantico;

e propor uma hipotese filogeogréfica estabelecendo as relagbes entre as populacbes
desta espécie na area estudada;

e gerar informacdes para subsidiar programas para o manejo adequado e exploracao

sustentavel dos estoques pesqueiros desta espécie no Oceano Atlantico.
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3 Material e Métodos

3.1 Coleta de amostras

As amostras de tecido utilizadas no presente estudo foram retiradas de
exemplares de tubardo-raposa-olhudo, Alopias superciliosus, capturados por embarcacfes
pesqueiras que atuam no Oceano Atlantico e que usam como arte-pesca para a captura
principalmente o espinhel pelagico de deriva. Estas amostras foram obtidas por
pesquisadores do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da Unesp de Botucatu, por
pesquisadores da Unesp de Sao Vicente, pesquisadores do Centro de Ciéncias do Mar da
Universidade do Algarve — Portugal e pesquisadores colaboradores do Florida Program for
Shark Research, da Universidade da Florida - EUA. Por¢des de tecido obtidos das
nadadeiras e/ou tecido muscular foram coletadas e armazenadas em etanol 95% e
depositadas na colecdo do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes, credenciada como
fiel depositaria do patriménio genético no Ministério do Meio Ambiente -MMA.

Um total de 114 individuos de A. superciliosus, provenientes de 64 pontos do
Oceano Atlantico tiveram parte de seu DNAmt sequenciado e analisado. Considerando a
capacidade migratéria da espécie, bem como a existéncia de diversos pontos de captura ao
longo da area amostrada, as amostras foram agrupadas de acordo com a corrente maritima
atuante na regido de coleta para delimitagdo populacional a priori. Alguns estudos com
tubardes tém mostrado uma estreita ligacdo entre delimitacdo da distribuicdo de estoques
genéticos e correntes oceanicas no Atlantico (Mendoncga et al. 2011, Teixeira 2011). Os
agrupamentos populacionais hipotéticos receberam a mesma nomenclatura da corrente
oceanica correspondente. Na Figura 3 é possivel visualizar os pontos amostrados e a area
de abrangéncia de cada corrente. Na Tabela 1 sdo mostradas as coordenadas geogréficas

dos grupos amostrais.

3.2 Extracdo do material genético, amplificagdo e sequenciamento

O DNA genbmico total foi extraido com a utilizagdo do kit Phire® Animal
Tissue Direct PCR (Finnzymes), seguindo o protocolo do fabricante que consiste em 20 ul
de Tampéao de diluicdo; 0,5 pl de DNARelease Additive e uma porcéo de 0,5 mm do tecido
livre de etanol, retirada com auxilio do perfurador Harris Cutting Mat™. Apds a mistura dos
reagentes, a solucdo contendo o tecido foi deixada durante 5 minutos a 25°C e logo apos,

durante 2 minutos a 98°C.
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A amplificagdo da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop) foi
realizada utilizando-se um par de primers externos Pro-L e 282H (Tabela 2), que flanqueiam
a regido genbmica de interesse. As reacfes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram
realizadas utilizando o kit Phire® Animal Tissue Direct PCR (Finnzymes), seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante. O volume final da reagdo de PCR foi de 20 yl com 1x de
tampéo 2x Phire® Animal Tissue PCR, que inclui dNTPs e MgCl,; 0,5 mM de cada um dos
primers; 0,4 pyl de Tag DNA Polimerase (Phire® Hot Star Il DNA Polymerase) e 1 pl da
solucdo de extracdo do material genético. O programa para a PCR foi realizado pela
denaturacao inicial do material a 98°C durante 5 minutos; 30 ciclos com denaturacdo a 98°C
durante 5 segundos; permanéncia a 55°C durante 5 segundos para anelamento e extensao

a 72°C durante 25 segundos, seguindo-se a extensao final durante 1 minuto a 72°C.

Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados apos eletroforese em gel
de agarose a 1%, utilizando o corante BlueGreen sob luz azul. Posteriormente foi realizada
a purificacdo enzimatica do produto de PCR usando o kit EXoSAP-IT®, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para a reacdo de sequenciamento (Sanger et al. 1977), foi
utilizado 1 pl da solugéo proveniente da purificagdo enzimética e empregado um primer
interno (F 5-CTC CCA CCA AGA AAG TTC TG-3) a regidao amplificada. A reacgao foi
realizada em um volume final de 10 pl, utilizando entre 30-40 ng/ul do material amplificado e
purificado para cada um dos dois primers, seguindo o protocolo do kit de sequenciamento
DYEEnamic ET dye terminator (Applied Biosystems). O produto da reacdo de
sequenciamento foi purificado utilizando-se EDTA (0,5Mm) como agente quelante para a
eliminacdo dos primers, dNTPs e ddNTPs né&o incorporados durante a amplificacdo de
sequenciamento e acetato de sédio como agente protetor do produto amplificado, sendo
utilizado o protocolo recomendado pelo fabricante, seguindo o manual do kit de
sequenciamento DYEEnamic ET dye terminator (Applied Biosystems). A leitura dos
fragmentos de DNA sequenciados foi realizada em sequenciadores autométicos, modelos
ABI 3130 e ABI 3500 (Applied Biosystems).

Para confirmacdo molecular da identificagdo das amostras, parte da regido
codificadora da subunidade | da Citocromo Oxidase também foi seqiienciada utilizando os
primers FishF1 e FishR1 (Tabela 2), seguindo os mesmos procedimentos descritos acima

para extracao, amplificacdo e sequenciamento.

Para determinacdo da composi¢do nucleotidica da regido controle do DNAmt de
A. superciliosus, cada uma das amostras foi processada com no minimo uma réplica e, em
casos nao satisfatérios, mais sequéncias réplicas foram geradas de acordo com os padrbes

observados no eletroferograma.



23

3.3 Andlise das sequéncias

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas e editadas no programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999). Para a determinacdo do numero de
haplétipos e de sitios segregantes, frequéncia e diversidade de haplétipos, assim como
valores de diversidade nucleotidica e haploétipica, foi utilizado o programa DNAsp Sequence
Polymorphism (Rozas et al. 2003).

A matriz de distancia genética, a distancia genética entre filogrupos e a arvore de
haplétipos foram obtidas utilizando o programa MEGA 5.0 (Tamura et al. 2011). A rede de
haplétipos foi criada com critério de parcimdnia estatistica, calculada pelo algoritmo Median-
Joining utilizando o programa Network 4.6 (Bandelt et al. 1999).

O coeficiente Fst mede a razéo entre a deriva genética e o fluxo génico e o modo
como esta razéo influencia a estrutura populacional quando se consideram 0S processos,
sendo esta uma das medidas de estrutura populacional mais utilizadas na genética
evolutiva. (Templeton 2011). Os calculos dos indices de fixagdo Fsr par a par foram feitos
com a aplicacdo do programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al. 2005).

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) testa a heterogeneidade genética
particionando a varidncia molecular em variancia interpopulacional e variancia
intrapopulacional, de acordo com estruturas populacionais definidas a priori (Excoffier et al.
1992, Excoffier et al. 2005). O programa utilizado para esta analise, Arlequin 3.01, possui
um algoritmo que, a partir de uma matriz de distancia entre os hapl6tipos, calcula as
estatistica ®, que sdo analogas as estatisticas F de Wright (Excoffier et al. 2005, Wright
1949, 1965). A significancia estatistica da Fst € determinada pelas permutacdes nao-
paramétricas, considerando-se 1000 permutac¢@es (Excoffier et al. 2005).

Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu 1996) foram
realizados no programa Arlequin 3.01 para verificar a existéncia de desvio na hipétese nula
de neutralidade nas sequencias da regido controle do DNAmt (Excoffier et al. 2005). Estes
testes foram desenvolvidos para verificar a ocorréncia de sele¢cdo em regides do genoma,
mas considerando um desvio significativo € possivel detectar expansdo ou reducdo
(bottleneck) populacional recente (Fu & Li 1993, Tajima 1996, Rand & Kann 1998).
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Tabela 1. Identificagdo e localizagdo das amostras analisadas. * Amostra proveniente da regido
sudeste do Brasil, sem dados de coordenadas geograficas. * Amostras da costa leste da Florida,
sem dados de coordenadas geograficas.

Populacéao Identificacdo da amostra Latitude Longitude
cC PM08020615 14,36 -25,44
(Corrente das Canarias) PM08020628 14,36 -25,44
PM08020675 14,48 -25,59
PM08021142 15,66 -26,04
PM08021756 15,88 -24,92
PM08021925 16,28 -25,07
PM08022147 17,01 -27,09
PM08022227 16,20 -27,36
PM08022228 16,20 -27,36
PM08022254 15,48 -27,43
PM08022262 15,48 -27,43
PM08022364 15,48 -27,43
PM08022528 15,30 -26,30
PM08022545 15,30 -26,30
PM08022600 15,30 -26,30
PM08022601 15,30 -26,30
PM08022646 15,09 -26,83
PM08023002 15,38 -27,00
PM08023139 15,95 -27,10
PM08031425 12,92 -29,77
PM08031427 12,92 -29,77
PM08032297 18,13 -27,27
PM08032306 18,13 -27,27
PM08032372 18,13 -27,27
PM08032491 18,18 -27,43
PM10012143 14,71 -22,95
PM10012170 14,71 -22,95
PM10012191 14,78 -22,96
PM10012197 14,78 -22,96
PM10012203 14,78 -22,96
CB AL080100418 -27,57 -43,35
(Corrente do Brasil) AL080102058 -27,60 -41,55
AL080102102 -27,56 -41,60
AL080102316 -25,48 -32,31
AL080102341 -25,48 -32,31
AL080103267 -25,63 -30,47
AL080103428 -24,32 -26,38
AL080103497 -24,91 -32,33
AL080103619 -24,07 -27,03
AL080103646 -24,07 -27,03
AL080104028 -22,58 -25,13
19056 * - -
CG PM09010119 6,96 -18,67
(Corrente da Guiné) PM09010126 6,96 -18,67
PM09010322 6,93 -18,45
PM09010402 6,68 -17,79
PM09010595 6,75 -17,56
PM09010644 6,34 -17,52
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Populacédo Identificacdo da amostra Latitude Longitude
PM09010697 5,80 -17,74
PM09010832 4,21 -17,54
PM09011418 0,28 -9,53
PM09011561 1,11 -10,78
CNB (Corrente Norte AL09011177 4,41 -40,87
do Brasil) AL09011263 4,44 -40,75
CA AL09012434 0,83 4,32
(Corrente da Angola) AL09012443 0,83 4,32
AL09012463 0,83 4,32
AL09012513 0,83 4,32
AL09012563 0,78 3,95
AL09012657 0,78 3,95
AL09013134 1,24 5,16
AL09013160 1,24 5,16
AL09013346 1,27 4,50
AL09013358 1,78 3,85
AL09014082 1,73 6,00
AL09014284 1,61 6,63
AL09015234 0,68 3,21
AL09015614 1,54 4,05
AL09015392 -0,23 6,54
AL09015420 -0,23 6,54
AL09015426 -0,23 6,54
AL09015495 -0,33 6,98
AL09015511 -0,77 7,14
AL09015514 -0,77 7,14
AL09014634 -6,28 8,28
AL09014635 -6,28 8,28
AL09014641 -6,28 8,28
AL09014697 -6,91 8,73
AL09014785 -6,10 8,06
AL09014790 -6,10 8,06
AL09014793 -6,10 8,06
AL09014803 -6,10 8,06
AL09015012 -5,93 6,00
AL09015026 -5,93 6,00
AL09015030 -5,93 6,00
AL09015050 -5,93 6,00
CcoB AL09015900 -11,55 -1,31
(Corrente Oceanica de AL09015906 -11,55 -1,31
Benguela) AL09015907 -11,55 -1,31
AL09015917 -11,55 -1,31
AL09015918 -11,55 -1,31
AL09015919 -11,55 -1,31
AL09015929 -11,55 -1,31
AL09015956 -11,55 -1,31
AL09016020 -14,85 0,65
AL09016034 -14,85 0,65
AL09016036 -14,85 0,65
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Populacédo Identificacdo da amostra Latitude Longitude
AL09016045 -14,85 0,65
AL09016052 -14,85 0,65
AL09016087 -15,50 0,88
AL09016094 -15,50 0,88
AL09016115 -15,50 0,88
AL09016162 -16,18 0,48
AL09016202 -16,18 0,48
AL09016223 -16,18 0,48
AL09016282 -16,81 0,19
AL09016414 -17,28 1,19
AL09016470 -17,28 1,19
AL09016733 -19,61 1,38
AL09016839 -19,89 2,93
AL09016849 -19,89 2,93
AL09017131 -21,57 4,02

CF 010302004-01 ** - -

(Corrente da Florida)

080306619-17 **
09306221-72 **

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados nas amplificagcdes e seqiienciamentos de partes da
regido controle e da subunidade | da regido codificante da Citocromo Oxidase nas amostras de A.

superciliosus.

Primer Sequéncia (5' - 3') Referéncia
Pro-L AGG GRA AGG AGG GTC AAACT Keeney & Heist 2006
282H AAF GCT AFF ACC AAA CCT Keeney & Heist 2006

FishF1 TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC Ward et al. 2005

FishR1 TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA

Ward et al. 2005
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Figura 3. Localizagdo dos pontos de captura e area de abrangéncia das correntes. Os pontos amarelos
indicam os locais de captura. As areas destacadas mostram a localizacao das correntes. Setas dentro de
cada area destacada indicam a dire¢cdo da corrente correspondente. As siglas indicam os nomes das
correntes/populagbes. CF = Corrente da Fldrida, CC = Corrente das Canarias, CG = Corrente da Guing,
CA = Corrente da Angola, COB = Corrente Oceéanica de Benguela, CB = Corrente do Brasil e CNB =
Corrente Norte do Brasil.
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4 Resultados

No segmento gendmico correspondente a regidao D-Loop do DNAmt, o fragmento
analisado é composto por 913 pares de bases (pb) e representa uma parte da regido
controle do DNA mitocondrial que corresponde aos nucleotideos compreendidos entre os
sitios 16.701 a 17.614 do genoma mitocondrial completo de espécie de tubardo da ordem
Lamniformes Mitsukurina owstoni (GenBank EU528659.1), considerada ancestral de A.
superciliosus. O conjunto génico sequenciado € composto, em média, por 32,3% de timina,
32,4% de adenina, 21,5% de citosina e 13,8% de guanina. Foram encontrados oito
haplétipos (h=8) gerados a partir de 14 sitios segregantes (S=14). O valor de diversidade
nucleotidica encontrado foi de m=0,00140 e de variabilidade haplotipica de h=0,152+0,046.
A posicédo dos sitios polimorficos e a variagdo em cada haplétipo podem ser visualizadas na
Tabela 3.

Dentre os oito haplétipos encontrados, identificados de H1 a H8, um Unico
haplétipo (H1) é compartilhado por 105 individuos, o que representa aproximadamente
92,1% dos individuos analisados. Os haplétipos e suas relagbes estdo representados em
uma rede haplotipica na Figura 4 e o numero de individuos por haplétipo e sua distribuicdo

geografica estdo indicados na Tabela 4.

Para o calculo do indice de fixacdo par a par foram consideradas as sete
populacdes definidas, identificadas como CC, CA, CG, COB, CB, CNB e CF e os valores
resultantes deste calculo podem ser visualizados na Tabela 5. Na Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA), o indice de fixacdo global calculado considerando as sete populacdes
como somente um agrupamento foi de ®sr=0,00986 (p>0,05). Extraindo-se as populagdes
com dois e trés individuos (CNB e CF) da analise, o valor encontrado foi de ®s7=0,01010
(p>0,05).

Na rede de haplétipos (Figura 4) e no dendograma (Figura 5) é possivel
estabelecer dois agrupamentos genéticos. O primeiro agrupamento identificado como
Linhagem 1, é formado pelos haplétipos 1, 2 e 4 e 0 segundo agrupamento, identificado
como Linhagem 2, pelos haplétipos 3, 5, 6, 7 e 8. Entre estes dois grupos foram

encontrados um minimo de nove passos mutacionais, com 1,2% de divergéncia genética.

Foram também realizados testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu),
cujos valores sdo encontrados na Tabela 6. As distancias genéticas entre os haplotipos,

medidas par a par, podem ser visualizadas na Tabela 7.
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Figura 4. Rede de haplotipos do tubardo-raposa Alopias superciliosus calculada pelo método Median-
Joining. Os circulos coloridos representam os haplétipos encontrados no presente estudo. Circulos pretos
indicam haplotipos hipotéticos ancestrais ou ndo amostrados. O tamanho do circulo é proporcional a
guantidade de individuos que compartiiham o mesmo haplétipo. Populacdes diferentes sdo representadas
com cores distintas e estdo proporcionalmente mostradas dentro dos circulos. As linhas entre os haplotipos
indicam diferenca de 1 par de base (1 passo mutacional). As siglas indicam os nomes das
correntes/populagdes - COB = Corrente Oceéanica de Benguela; CA = Corrente da Angola; CG = Corrente
da Guiné; CC = Corrente das Canarias; CNB = Corrente Norte do Brasil; CB = Corrente do Brasil e CF =
Corrente da Flérida.

Figura 5. Arvore de haplétipos do tubardo-raposa Alopias superciliosus construida pelo método Neighbor-
Joining, com modelo evolutivo Kimura 2p e com 1000 réplicas de bootstrap. Os nimeros nos noés indicam
os valores de bootstrap e os hapl6tipos estdo indicados como H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7 E H8.
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Tabela 3. Posicdo em pares de bases de cada sitio polimérfico encontrado na regido controle do DNAmt
com 913 pares de bases analisaveis, nas sequéncias obtidas das amostras de tubardo-raposa Alopias
superciliosus. 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 variagédo da
base, de acordo com o primeiro haplétipo listado (H1).

Posicédo do sitio polimérfico

Haplotipos

103 120 232 249 251 257 263 308 310 435 472 741 829 890
H1 C T T T A A A G T A C C A C
H2 . . . . . . . . . . . T T T
H3 G C cC A T T A A T A
H4 T
H5 G C Cc A T T A A T A
H6 G C cC A T A A T A
H7 G C Cc A T T A A T A
H8 G C cC A T A A T A T T T

Tabela 4. Numero de individuos por haplétipo de tubardo-raposa Alopias superciliosus e sua distribuicdo
geografica.

Haplétipo

Populacgéo

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 Total
COB 25 - - - - - 1 - 26
CA 26 - - - 1 1 1 1 30
CG 10 - - - - - - - 10
cC 28 1 1 - - - - - 30
CNB 1 - - 1 - - - - 2
CB 13 - - - - - - - 13
CF 2 1 - - - - - - 3

Total 105 2 1 1 1 1 2 1 114
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Tabela 5. Valores de Fsr calculados nas comparacdes par a par das populagfes do tubardo-raposa
Alopias superciliosus. Nenhum destes valores obteve significancia estatistica (p>0,05).

CcC CA CG COB CB CNB CF
C. das Canarias cC 0,00000
C. da Angola CA 0,02395 0,00000
C. da Guiné CG -0,04693 0,02183 0,00000
C. Oc. de Benguela CcOB -0,03409 0,01555 -,04502 0,00000
C. do Brasil CB -0,03259 0,03927 0,00000 -0,03011 0,00000
C. Norte do Brasil CNB -0,00136 -0,18262 0,68750 -0,00187 0,74757 0,00000
C. da Flérida CF 0,10377 -0,06069 0,41176 0,11842 0,49020 -0,07143 0,00000

Tabela 6. Valores dos testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu) para cada populagdo. A
significAncia estatistica considerada é p<0,05 para D de Tajima e p<0,02 para Fs de Fu.

D de Tajima Valor de p Fs de Fu Valor de p
Populagéo

cC -2,43013 0,00100 1,25663 0,76200
CA -0,50302 0,35400 2,50254 0,88300
CG 0,00000 1,00000 0,00000 N.A.
CcOoB -2,34784 0,00000 2,74952 0,85400
CB 0,00000 1,00000 0,00000 N.A.
CNB 0,00000 1,00000 0,00000 0,25900
CF 0,00000 0,87600 1,60944 0,71800

Tabela 7. Matriz de distancia genética par a par entre os haplétipos nas amostras analisadas de tubaréo-
raposa Alopias superciliosus.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8
H1 -
H2 0,003 -
H3 0,011 0,014 -
H4 0,001 0,004 0,010 -
H5 0,011 0,014 0,002 0,010 -
H6 0,012 0,011 0,003 0,011 0,003 -
H7 0,014 0,011 0,005 0,013 0,003 0,002 -

H8 0,013 0,010 0,004 0,012 0,004 0,001 0,001 -
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5 Discussao

Baixos indices de diversidade nucleotidica sé@o resultados obtidos na maioria dos
estudos utilizando a regido controle do DNAmt em espécies de tubardes, tanto oceanicas
guanto costeiras. Alguns estudos realizados sobre a diversidade da regido controle do
DNAmt entre diferentes espécies de vertebrados marinhos, incluindo os elasmobranquios,
peixes 6sseos e cetaceos (Tabela 8), descrevem valores muito préximos aos observados
para Alopias superciliosus no presente trabalho, incluindo trés espécies de tubardes
costeiros, sendo estes Mustelus schmitti (Pereyra et al. 2010), Carcharhinus limbatus
(Keeney et al. 2005) e Carcharhinus leucas (Karl et al. 2011). Para algumas espécies
pelagicas com distribuicdo oceénica e habitos comuns ao tubardo-raposa-olhudo, os valores
de diversidade nucleotidica encontrados em estudos populacionais também foram baixos e
préximos aos demonstrados no presente estudo. Dentre essas espécies, podemos citar o
tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai (Ferrette 2012), o tubardo-frade Cetorhinus
maximus (Hoelzel et al. 2006) e o tubardo-azul Prionace glauca (Teixeira 2011). Apesar de
valores muito baixos de diversidade nucleotidica (menores que 1%) da regido controle do
DNAmMt ndo serem um padrdo em elasmobranquios, resultados préximos aos obtidos para
Alopias superciliosus tém sido encontrados em tubardes, principalmente em espécies de

grandes migradores

Em relacdo a diversidade haplotipica, 0 menor valor para o segmento da regido
controladora do DNAmMt em elasmobranquios havia sido registrado para o tubardo-limao
Negaprion acutidens, que apresentou h=0,28 em um estudo feito por Schultz e
colaboradores (2008). Na relacdo de espécies com indices de diversidade genética
semelhantes ao encontrado no presente estudo (Tabela 8), observa-se a presenca de
espécies costeiras ameacadas de extincdo, segundo listagem da IUCN (2012) tais como
Mustelus schmitti (Pereyra et al. 2010) e as trés espécies do género Pristis (Phillips et al.
2011), além da atualmente categorizada como vulneravel Stegostoma fasciatum (Dudgeon
et al. 2009). Em tubardes pelagicos oceéanicos, os valores deste indice sdo mais altos, em
alguns casos chegando préximo a 1,0 como em Rhincodon typus (Castro et al. 2007). O
compartilhamento de um hapl6tipo Unico pela grande maioria dos individuos, gerando baixa
diversidade haplotipica, € um resultado pouco comum, tendo sido encontrado entre poucas
espécies de elasmobranquios, como em N. acutidens (Schultz et al. 2008) e Ginglymostoma
cirratum (Karl et al. 2012). O resultado de h=0,152+0,046 obtido como indice de diversidade

haplotipica para as amostras de tubardo-raposa-olhudo analisadas no presente estudo



33

mostra uma expresséo de diversidade ainda menor que o encontrado em N. acutidens, e

evidencia a mais restrita diversidade genética entre as espécies de tubardes ja estudadas.

Os valores negativos e nao significativos de Fst e ®st obtidos nas analises das

amostras indicam a auséncia de estruturacdo populacional em Alopias superciliosus no
Oceano Atlantico. Tal resultado também havia sido observado em um estudo global para a
avaliacdo do status genético populacional do tubardo-frade Cetorhinus maximus, onde foi
demonstrada a auséncia de estruturagdo genética para a espécie, com valores negativos e
nao significativos dos indices de fixagdo global, quando calculados par a par (Hoelzel et al.
2006). Em estudos globais com espécies de peixes altamente migratérias, como o tubardo-
baleia Rhincodon typus (Castro et al. 2007), a espécie de atum Thunnus obesus (Martinez
et al. 2006) e o marlim azul Makaira nigricans (Buonaccorsi et al. 2001), também foi
detectada a auséncia de estruturacdo na bacia oceénica do Atlantico. Outros migradores
oceéanicos, como o tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai (Ferrette 2012) e o
marlim branco Tetrapturus albidus (Graves & McDowell 2006) também n&do apresentaram
distribuicdo estruturada em populagdes distintas na bacia atlantica, em analises regionais
utilizando regido controle do DNAmt. Parece tornar-se comum a observacdo de que entre
espécies pelagicas oceénicas de alguns tubarbes e peixes teledsteos com capacidade de
migrar longas distancias, ndo sao identificadas barreiras que atuem para a separacdo de
linhagens distintas destas espécies no Oceano Atlantico (Dudgeon et al. 2012, Graves &
McDowell 2003). No entanto, a presenca de diferentes linhagens mitocondriais, como as
duas encontradas neste estudo tem sido identificada também em varios peixes pelagicos e
altamente migratorios, com distribuicdo semelhante a do Alopias superciliosus (Brendtro et
al. 2008).

No estudo global realizado com o tubardo-baleia Rhincodon typus, Castro e
colaboradores (2007) observaram uma estruturacdo bem definida entre as localidades
Atlantico e Indo-Pacifico, considerando os oceanos indico e Pacifico. Resultados similares,
indicando forte estruturagdo entre Atlantico e Indo-Pacifico, também foram encontrados em
algumas espécies de tele6steos como Thunnus obesus (Martinez et al. 2006), Makaira
nigricans (Buonaccorsi et al. 2001) e o perciforme conhecido como escolar-negro
Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al. 2008). A ocorréncia de duas linhagens
mitocondriais tem sido atribuida aos processos de vicariancia que separaram o Atlantico do
Indo-Pacifico durante o Plioceno, como o surgimento do Istmo do Panam4, ocorrido em
torno de 3,6 a 3,5 milhdes de anos atras (Coates et al. 1992) e durante o Pleistoceno, como

0 aparecimento da ressurgéncia de aguas geladas de Benguela ocorrido em torno de 2,0 a
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2,5 milhdes de anos (Shannon 1985) na costa sudoeste do continente africano (Alvarado
Bremer et al. 2005, Martinez et al. 2006, Brendtro et al. 2008).

Boa parte dos haplétipos encontrados em Rhincodon typus (Castro et al. 2007) no
Atlantico foram exclusivos. Além destes, Castro e colaboradores (2007) verificaram nesta
espécie que existiam outros hapl6tipos em exemplares encontrados no Atlantico que eram
compartilhados com aqueles encontrados em individuos da regido do Indo-Pacifico, sendo
possivel notar na rede de haplétipos mostrada pelos autores a identificacdo de 11 mutacdes
entre estes haplétipos exclusivos do Atlantico e os dos animais do Indo-Pacifico. Esta
diferenca genética assemelha-se a diferenca encontrada entre as Linhagens 1 e 2 de A.
superciliosus apresentadas no presente estudo. Em estudos globais com as espécies
Thunnus obesus (Martinez et al. 2006), Makaira nigricans (Buonaccorsi et al. 2001) e
Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al. 2008), um padrdao similar também foi
identificado. Nestes estudos foram encontradas duas linhagens mitocondriais bem
marcadas, sendo compostas por caracteristicas genéticas presentes exclusivamente entre
os individuos encontrados no Oceano Atlantico, divergindo dos haplétipos encontrados entre
os individuos do Indo-Pacifico e de alguns poucos haplétipos capturados no Atlantico
(Martinez et al. 2006, Buonaccorsi et al. 2001, Brendtro et al. 2008).

Uma hipotese levantada para explicar a existéncia de duas linhagens distintas do
tubardo Alopias superciliosus na bacia do Atlantico apontaria para o fato de que a Linhagem
1, com maior abundéncia relativa, seria derivada de um evento de colonizagcdo mais antigo
e distinto da Linhagem 2. Este fato também seria evidenciado pelas diferencas genéticas
que separam os dois grupos por pelo menos 9 mutacbes e aproximadamente 1,2% de
divergéncia genética. Assim, considera-se a possibilidade de uma origem dos individuos de
A. superciliosus da Linhagem 2 a partir de elementos da regido do Indo-Pacifico, sendo sua
presenca no Oceano Atlantico explicada por eventos de migracéo posteriores ao isolamento

da populacéo original do Atlantico.

Evidéncias fésseis permitiram a constatagdo que em periodos interglaciais, apds as
cinco Ultimas glaciagbes, houve aquecimento da regido da ressurgéncia de Benguela
(Peeters et al. 2004). Esses episodios de aquecimentos podem ter permitido a migracéo de
individuos de espécies tropicais de linhagens da regido do Indo-Pacifico para o Oceano
Atlantico, o que j& foi sugerido ter ocorrido com algumas espécies de elasmobréanquios e de
peixes teledsteos, como para Rhincodon typus (Castro et al. 2007), Sphyrna lewini (Duncan
et al. 2006), Thunnus obesus (Martinez et al. 2006), Makaira nigricans (Buonaccorsi et al.

2001) e Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al. 2008).
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Embora eventos recentes de dispersdo de algumas espécies de peixes entre 0s
oceanos Indico e Atlantico sejam raros, dados de DNAmt demonstram que algumas
espécies de peixes tropicais e sub-tropicais encontradas no Oceano indico podem
atravessar a barreira de Benguela (Rocha et al. 2005). Essa permeabilidade atualmente é
possivel, em um periodo interglacial, devido a transferéncia ocasional de 4guas quentes do
Oceano Indico para o Atlantico Sul (Agulhas leakage) através da regi&o da retroflexdo da
Corrente das Agulhas (Peeters et al. 2004, Sigman et al. 2010). A hipotese de migracdes
recentes de animais do Oceano Indico para o Oceano Atlantico, utilizando a transferéncia de
aguas quentes através da corrente das Agulhas, foi proposta para algumas espécies
marinhas como o tubardo-martelo Sphyrna lewini (Duncan et al. 2006) e os tele6steos
Gnatholepis thompsoni (Rocha et al. 2005) e Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al.

2008), como parece estar ocorrendo também para Alopias superciliosus.

Considerando a hipétese dos individuos de Alopias superciliosus da Linhagem 2
serem descendentes de tubarfes-raposa da linhagem do Indo-Pacifico, a presenca dos
mesmos no Oceano Atlantico poderia ser explicada por eventos de migracdo nos periodos
de aquecimento da ressurgéncia de Benguela, ap0s as cinco ultimas glaciagbes, como
proposto por Peeters e colaboradores (2004). Contudo, a hip6tese de migragdo recente
também ndo pode ser descartada. Apesar de menos expressivas, capturas de Alopias
superciliosus s&o registradas na Africa do Sul, proximas & provincia do Cabo Ocidental no
Oceano Atlantico e as provincias do Cabo Oriental e de Kwazulu-Natal, no Oceano indico
(Compagno 2001, Petersen et al. 2009). A passagem de individuos de A. superciliosus da
linhagem do Indo-Pacifico para o Atlantico Sul pode ser possivel atualmente devido a
transferéncia intermitente de aguas quentes pela regido de retroflexdo da corrente das

Agulhas.

Os testes de neutralidade utilizados refutam a hipétese de que a baixa
diversidade encontrada para Alopias superciliosus seja decorrente da pressédo de pesca
atual, assim como foi verificado também para Negaprion acutidens (Schultz et al. 2008) e
Cetorhinus maximus (Hoelzel 2006), uma vez que ndo ha indica¢gbes de que as populacbes
estejam passando por algum evento de gargalo ou expansao populacional recente. Porém,

0 tubardo-raposa é atualmente considerado globalmente vulnerdvel em decorréncia do

aumento da pesca e consequente diminuicdo populacional (Amorim et al. 2009).
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Tabela 8. Diversidade da regido controle do DNAmt entre espécies de vertebrados marinhos. Analises
globais sao representadas com excegdo das marcadas com *.

Espécie Diversidade Diversidade Referéncia
nucleotidica haplotipica
Elasmobranchii
Alopias superciliosus 0,00140 0,152+0,046 Presente estudo
Carcharhinus leucas 0,0012+0,0012 0,51+0,26 Karl et al. (2011)
Carcharhinus limbatus 0,0021+0,0013 0,805+0,018 Keeney et al. (2005)
Carcharias taurus 0,004+0,00003 0,725+0,002 Ahonen et al. (2009)
Cetorhinus maximus 0,0013+0,0009 0,720+0,028 Hoelzel et al. (2006)
Galeorhinus galeus 0,0071+0,0037 0,92+0,01 Chabot & Allen (2009)
Ginglymostoma cirratum 0,008+0,006 0,48+0,05 Karl et al. (2012)
Mustelus schimitti* 0,0015 0,226 Pereyra et al. (2010)
Negaprion acutidens 0,00056 0,28 Schultz et al. (2008)
Negaprion brevirostris 0,00585 0,78 Schultz et al. (2008)
Prionace glauca* 0,00258+0,00013 0,89+0,020 Teixeira (2011)
Pristis zijsron* 0,0036+0,0026 0,555+0,078 Phillips et al. (2011)
Pristis clavata* 0,004+0,0028 0,489+0,0072 Phillips et al. (2011)
Pristis microdon* 0,0044+0,0029 0,65+0,0032 Phillips et al. (2011)
Pseudocarcharia kamoharai* 0.00167 0.627 Ferrete (2012)
Rhincodon typus 0,011+0,006 0,97+0,01 Castro et al. (2007)
Rhizoprionodon lalandii* 0,004843+0,00294  0,8239 Mendonga et al. (2009)
Sphyrna lewini 0,013+0,0068 0,80+0,02 Duncan et al. (2006)
Stegostoma fasciatum* 0,089+0,086 0,484+0,112 Dudgeon et al. (2009)
Teleostei
Acanthocybium solandri 0,053 0,999 Garber et al. (2005)
Lepidocybium flavobrunneum 0,026+0,013 0,982+0,004 Brendtro et al. (2008)
Tetrapturus albidus 0,0320 0,9979 Graves & McDowell (2006)
Thunnus obesus 0,054 0,999 Martinez et al. (2006)
Thunnus thynnus* 0,015 0,991 Carlsson et al. (2004)
Xiphias gladius* 0,0148+0,0005 0,997 Lu et al. (2006)
Cetacea
Balaenoptera musculus intermedia  0,014+0,007 0,968+0,004 Sremba et al. (2012)
Megaptera novaeangliae 0,018-0,025 0,691-0,980 Rosenbaum et al. (2009)
Orcinus orca 0,0053+0,0031 0,874+0,013 Hoelzel et al. (2002)
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6 Considerac®es finais

No presente trabalho apresentam-se os primeiros resultados sobre a estrutura
genética populacional do tubardo-raposa-olhudo, Alopias superciliosus, utilizando como
marcador genético molecular sequéncias da regido controladora do DNA mitocondrial de
grupos amostrais representativos do Oceano Atlantico. A hipétese filogeogréfica levantada
neste estudo € de que uma linhagem mais antiga que habita o Oceano Atlantico seria
representada pelos individuos que compartilham haplotipos filogeneticamente mais
relacionados e provavelmente derivados de um mesmo evento de expanséo populacional,
sendo que os seis individuos diferenciados representariam, entdo, uma segunda linhagem
de migrantes provenientes do Oceano Indico. Eventos de migracdo podem ter ocorrido
durante o aquecimento da regido de Benguela ap6s as ultimas cinco glaciagdes, bem como
podem estar ocorrendo atualmente, com a transferéncia intermitente de aguas quentes do
Oceano Indico para a regido do Atlantico Sul. Ndo ha evidencia da ocorréncia de efeito
gargalo ou de expansdo populacional recente, mas ndo se pode descartar a hipétese de que
a pressdo pesqueira esteja comprometendo a manutengdo da variabilidade genética da

espécie na atualidade.

Mesmo considerando a existéncia de duas linhagens distintas, ndo ha
evidéncias de estruturac@o populacional da espécie na bacia Atlantica e, desta forma, pode
ser considerada a existéncia de um Unico estoque pesqueiro de Alopias superciliosus na
regido estudada, a partir das amostras analisadas no presente trabalho. Essa inferéncia
genética € sustentada pela distribuicdo geogréfica da espécie ao longo do tempo e pela sua
alta vagilidade. Contudo, apesar da evidéncia de uma populacdo Unica, os indices
relacionados a variabilidade genética e a existéncia de hapl6tipos raros, além de uma
linhagem com origem no Oceano indico ainda ndo comprovada, ressaltam a importancia da
manutencdo destes estoques em niveis sustentaveis de exploracdo das Unidades

Evolutivas Significativas.
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